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Resumen

El cancer de pdancreas es un tipo de tumor de baja incidencia, pero la mayoria de
pacientes no sobreviven a la enfermedad. En el caso del cancer colorrectal, hay muchos
mds pacientes que sobreviven, gracias en parte a la deteccidon temprana, pero su
incidencia en la poblacién es muy alta y algunos casos son diagnosticados en estadios
avanzados de la enfermedad. La busqueda de nuevas terapias eficaces, capaces de
incrementar la supervivencia a estas enfermedades, es un reto de la investigacion
oncoldgica.

El uso de la proteina de choque térmico 90 (HSP90) como diana farmacoldgica
ha surgido en los Ultimos afios como una posible terapia antineopldsica prometedora.
Esta chaperona estd involucrada en el mantenimiento de la homeostasis celular,
participando en procesos post-traduccionales, como el plegamiento, la translocacion o
activacion de multiples proteinas conocidas como proteinas "clientes". Muchas de estas
proteinas "clientes" son parte clave en el desarrollo, proliferacion, invasion vy
supervivencia de los tumores. Por este motivo, se pensd en el empleo de inhibidores de
HSP90 seria una ventajosa estrategia antitumoral, ya que el incorrecto funcionamiento
de HSP90 puede alterar simultdneamente numerosas proteinas con un importante
funcién en las células tumorales. En este trabajo, se ha investigado el efecto de dos
inhibidores de HSP90 diferentes. Por un lado, hemos estudiado los efectos de un
inhibidor de HSP90 de primera generacién, llamado 17-AAG o tanespimicina, y por otro,
hemos investigado los efectos de un nuevo inhibidor sintético, llamado NVP-AUY922.
Ambos tienen un mecanismo de accidon comun, que consiste en impedir el intercambio
ADP/ATP necesario para que HSP90 pueda ejercer su accion, uniéndose de forma
potente y selectiva al sitio de unidon de ATP. La evaluacién de 17-AAG y NVP-AUY922
como agentes antitumorales ha sido realizada en dos modelos celulares de tumores
gastrointestinales. Para ello se han utilizado lineas celulares humanas de cancer de
pancreas exocrino y de cancer colorrectal. Ademas, se dispuso de cultivos primarios
obtenidos de tumores colorrectales extirpados a pacientes. En resumen, los
experimentos realizados han mostrado que NVP-AUY922 tiene un potente efecto
antitumoral in vitro, por encima de los efectos producidos por 17-AAG, en modelos

celulares de cancer de pancreas y de cancer colorrectal.
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Abreviaturas y Acronimos

5FU: farmaco antineopldsico analogo del uracilo llamado 5-Fluorouracilo.
5FU/LV: combinacién de los farmacos 5FU/leucovorina.

ADN: acido desoxirribonucleico.

AHAZ1: activador de HSP90 ATPasa homologo 1.

Akt (PKB): proteina quinasa B.

ALK: gen que codifica una proteina llamada quinasa de linfoma anaplasico.
ARN: acido ribonucleico.

ARNm: acido ribonucleico mensajero.

APC: gen supresor de tumores (Adenomatous polyposis coli) que codifica la
proteina de igual nombre.

ATCC: American Type Culture Collection.

ATP/ADP: adenosina trifosfato/difosfato.

ATPasa: adenilpirofosfatasa.

Blc-2: familia de proteinas cuyo nombre proviene de su primer miembro B-cell
lymphoma 2.

BCRP (ABCG2): proteina de resistencia del cancer de mama.

BD: Becton, Dickinson and Company.

BRAF: gen homodlogo del oncogén de sarcoma murino viral B.

B-Raf: proteina quinasa perteneciente a la familia Raf codificada por BRAF.
BRCA1: proteina susceptible de cancer de mama tipo 1.

BRCA2: proteina susceptible de cancer de mama tipo 2.

BSA: albimina de suero bovino.

CA 19.9: antigeno carbohidratado.

CCR: cancer colorrectal.

ciclina B1: ciclina reguladora del ciclo celular.

Cdc2 (Cdk1): quinasa dependiente de ciclina 1.

Cdc25C: proteina fosfatasa que participa en la regulacion del ciclo celular.
Cdk: quinasa dependiente de ciclina.

Cdk4 /Cdk6 / Cdk2: quinasa dependiente de ciclina 4, 06, 0 2.

CDKN2A: gen que codifica dos proteinas, pl6 y pl14™*

, que participan en la
proliferacién celular.

CEA: antigeno carcinoembrionario.

CHIP: proteina ubiquitina ligasa E3.

CIN: inestabilidad cromosdmica.

CP: cancer pancreatico.

CPF: cancer pancreatico familiar.

CRM: margen lateral o circunferencial de un tumor.

DCBE: doble contraste con enema de bario.

DMEM: medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s.




DMEM/ Ham’s F12: medio de cultivo DMEM con la mezcla de nutrientes Ham’s
F12.

DMSO: dimetil sulféxido.

E2F: factor de transcripcidn que participa en la progresion del ciclo celular.
EGF: Factor de crecimiento epidérmico.

EGFR (HER-1): Receptor del factor de crecimiento epidérmico.

ERK (MAKP1): del inglés Extracellular signal-Regulated kinase.

ETM: escisién total del mesorecto.

FAD/FADH,: dinucledtido de flavina y de adenina.

FAP: Poliposis adenomatosa familiar.

FBDD: Fragment-based drug design.

FDA: Food and Drug Administration.

FITC: Isotioisocianato de fluoresceina.

FOLFIRI: Combinacion de Irinotecan/5FU/LV.

FOLFOX: combinacién de los farmacos 5FU/LV/OXA.

FOLFIRINOX: combinacién de farmacos 5FU/LV/Irinotecan/OXA.

GA: farmaco derivado ansamicinico llamado Geldanamicina.

GAPs: proteinas activadoras de GTPasas.

GEM: Farmaco antineoplasico analogo de la citosina llamado Gemcitabina.
Grb2: proteina ligadora del receptor del factor de crecimiento 2.

GRP94: proteina regulada por glucosa 94.

GSH: glutation.

GTP/GDP: guanosin trifosfato/difosfato.

HBOC: sindrome hereditario del cancer de mama-ovario.

HCUVA: Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

HEPES: acido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfonico.

HER2 (Neu/ErbB2): receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2.
HER3 (ErbB3): receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 3.

HER4 (ErbB4): receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 4.
HGUE: Hospital General Universitario de Elche.

HIF-1: factor de hipoxia inducible 1.

HIP y HOP: proteinas adaptadoras que interaccionan con HSP70 y HSP90.
HRAS: gen homodlogo del oncogén viral de sarcoma de rata Harvey.

H-Ras: proteina GTPasa de la familia Ras codificada por el oncogén HRAS.
HSF-1: factor de choque térmico 1.

HSP90 y HSP70: proteinas de choque térmico.

hTERT: subunidad catalitica de la telomerasa, llamaba telomerasa transcriptasa
inversa humana.

HUSL: Hospital Universitario Santa Lucia, Cartagena, Murcia.

ICs0: concentracion de un farmaco que inhibe el 50% del crecimiento celular.
IGF1R: receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1.



IMIM: Institut Municipal d’Investigacié Médica.

IPMN: neoplasma mucinosa papilar intraductal.

KDa: Kilodalton.

KRAS: gen homologo del oncogén viral de sarcoma de rata Kirsten.

K-Ras: proteina GTPasa de la familia Ras codificada por el oncogén KRAS.
LV: farmaco compuesto por tetrahidrofolatos Illamado leucovorina o 4acido
folinico.

MAPK: del inglés Mitogen-activated protein kinases.

MCP: muerte celular programada.

MDRs: mecanismos de resistencia a farmacos.

Mdr-1 (P-gp/ABCB1): proteina resistente a multiples farmacos o glicoproteina P.
Mek 1/2: del inglés Mitogen/Extracellular signal-regulated kinase.

MET: reseccidn microquirurgica endoscoépica transanal.

MCN: Neoplasma quistica mucinosa.

MMP2: enzima de la familia de las metaloproteinasas de matriz que degrada el
colageno de tipo IV.

MMR: desajuste del sistema de reparacion del ADN.

MPF: factor de iniciacion de la mitosis.

MRP1 (ABCC1): proteina de resistencia a multiples farmacos 1.

MSI: inestabilidad de microsatélites.

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio.

Myt-1: tirosina/treonina quinasa asociada a la membrana inhibidora especifica de
Cdc2.

MTOR: diana de la Rapamicina en células de mamiferos.

NAD/NADH: dinucleétido de nicotinamida y adenina.

NADP/NADPH: fosfato de dinucledtido de nicotinamina y de adenina.
NQO1: NAD(P)H:quinona oxidorreductasa 1.

NRAS: gen homodlogo del oncogén viral de neuroblastoma Ras.

N-Ras: proteina GTPasa de la familia Ras codificada por el oncogén NRAS.
NSCLC: cancer de pulmon de células no pequefias.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OXA: farmaco antineoplasico alquilante de ADN llamado Oxaliplatino.
p50/Cdc37: co-chaperona de HSP90.

p70S6K: proteina ribosomal S6 quinasa beta-1.

PanIN: neoplasia intraepitelial pancreatica.

PARP: enzima poli ADP ribosa polimerasa.

PBS: tampdn fosfato salino.

PDAC: adenocarcinoma pancreatico ductal.

PDK-1y PDK-2: quinasas dependientes de fosfatidilinositoles.

PI3-K: fosfatidilinositol 3-quinasa.

PIK3CA: gen que codifica la proteina PI3-K.



PIP,: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato.

PIPs: fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato.

Plk1: proteina quinasa reguladora del ciclo celular.

PPoma: tumor secretor de polipéptido pancreatico.

PS: fosfatidilserina.

PSA: persulfato amdnico.

Raf-1 (c-Raf): proteina quinasa perteneciente a la familia Raf.

Rb: proteina del Retinoblastoma.

RPMI: medio de cultivo desarrollado en el Roswell Park Memorial Institute.
RPS6: proteina ribosomal S6 de la subunidad 40S.

RSK1 (p90S6K): proteina ribosomal S6 quinasa alfa-1.

RTK: Receptor tirosina quinasa.

Rb: proteina de retinoblastoma.

SBF: suero bovino fetal.

SEM: error estandar de la media.

SCN: cistadenoma seroso

SDS: sulfato de dodecil.

SF: sigmoidoscopia flexible.

SMAD4: gen que codifica proteinas que participan en la sefializacion celular.
SOS: intercambiador de nucedsidos de guanina.

SPN: neoplasia solida pseudopapilar.

Src: proteina tirosina quinasa no receptora codificada por el oncogen SRC.
TRAP1: receptor del factor de necrosis tumoral tipo 1.

TBS: tampdn Tris salino.

TC: tomografia computarizada.

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletileno diamina.

TGF-a: factor de crecimiento transformante alfa.

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta.

TNF: factor de necrosis tumoral.

TP53: gen supresor de tumores p53.

transportadores ABC: transportadores de membrana dependientes de ATP.
UFT/LV: combinacién de tegafur (UFT), un pro-farmaco oral de 5FU con LV.
UICC: Uniodn Internacional contra el Cancer.

USE: ultrasonografia endoscdpica.

VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial.

VIPoma: tumor secretor del polipéctido intestinal vasoactivo.

Weel: quinasa de la familia WEE que participa en la regulacion del ciclo celular.
YP: yoduro de propidio.
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1. El cancer en cifras

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por el desarrollo descontrolado
de células que modifican sus caracteristicas primitivas, adquiriendo unas nuevas que les
confieren malignidad, que es variable para cada tipo de neoplasia. En general, las
células cancerosas se dividen sin control y de manera autdnoma, aumentando su
numero considerablemente llegando a reemplazar y/o destruir los érganos y tejidos
sanos que las rodean. Al inicio de la enfermedad, el tumor se encuentra localizado
donde se ha generado (lesion primaria), pero la mayoria son capaces de invadir los
tejidos adyacentes. Ademas, las células cancerigenas pueden diseminarse a través de
los ganglios linfaticos o los vasos sanguineos y colonizar otros érganos y/o tejidos
alejados de su punto de origen, produciendo nuevos tumores a distancia (metdstasis).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el cancer es la causa mds importante

de muerte y morbilidad en Europa, después de las enfermedades cardiovasculares.

2200000

2000000

M Incidence
M Mortality

Figura 1: Estimacion del nimero de casos de incidencia (barra azul) y mortalidad
(barra roja) mundial para ambos sexos y todas las edades para 2012 (tomado de
http://globocan.iarc.fr).

A nivel mundial, hubo 14,1 millones de casos nuevos de cancer, 8,2 millones de
muertes producidas por cancer y 32,6 millones de personas diagnosticadas con cancer
(en los 5 primeros afios) en el afio 2012 [1], lo que representa un problema sanitario y

social muy importante en la actualidad. El cadncer con mayor nimero de casos para
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ambos sexos es el cancer de pulmén, seguido del cancer de mama y el cancer

colorrectal (CCR) (Figura 1).

En Espafia, desde el comienzo del siglo XIX los tumores malignos son la principal
causa de muerte en varones, y la segunda en mujeres. Aun asi, las tasas de mortalidad
debida a un cdncer han estado disminuyendo desde la década de los 90 en los paises
desarrollados, no asi el niUmero de casos nuevos que aparecen cada afio [2]. Segun los
datos del programa GLOBOCAN 2012, la estimacion de la incidencia de cancer en
Espafia superd los 200.000 casos, dentro de los cuales el CCR representa el cancer con
mds casos en nuestro pais para ambos sexos, con una incidencia del 15% (Figura 2). Si
tenemos en cuenta la mortalidad en nuestro pais, el cancer de pulmdn es el cancer que
mas muertes causa con un 20% de las muertes producidas, seguido del CCR con un 14%
[1].

Colorectum: 32,240
(15.0%)

Other: 62 941
(29.2%)

Prostate: 27 853

(12.9%)
Non-Hodgkin lymphoma: 6,130
(2.8%)
Pancreas: 6,367
: (3.0%) Lung: 26,715
Kidney: 6 474 (12.4%)
(3.0%)
Stomach: 7 810 .
v Breast: 25 215
(3.6%) (11.7%)
Bladder: 13,789

(6.4%)

Figura 2: Estimacion del nimero de casos y su porcentaje de la incidencia de cancer
en Espafia para ambos sexos y todas las edades para 2012 (tomado de
http.//globocan.iarc.fr).

Ademas la prevalencia para 1, 3 y 5 afios (excluyendo los casos de cancer de piel
no melanocitico) nos dice que el nimero de casos ird en aumento, muy probablemente
debido al envejecimiento de la poblacion, estando por encima de los 500.000 casos

para 2017 [3].

El proyecto "Eurocare: Cancer Survival in Europe" recoge informacion
epidemioldgica sobre la supervivencia de los pacientes con cancer de 23 paises

europeos y ha recopilado mas de 13 millones de casos entre 1978 y 2002. Este proyecto
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se cred para analizar las tendencias de supervivencia y estudiar las diferencias entre
paises europeos. A pesar de que todos los datos indican que el nimero de pacientes de
cancer sera mayor en el futuro, el Ultimo informe publicado por este proyecto,
Eurocare-4, donde se analizaron los datos de pacientes diagnosticados en Europa entre
los afios 1995-1999 con informacidn vital hasta el afilo 2003, indica que se producird una
mejora en la supervivencia para la mayoria de los tumores, tanto en Espafia como en
Europa. El cancer que muestra la peor tasa de supervivencia para 5 afios es el cancer

pancreatico (CP) [4, 5].

Probablemente sea el envejecimiento de la poblacién la mayor causa del
aumento de la incidencia en cancer, pero afortunadamente también cada vez hay mas
pacientes que sobreviven a él, gracias a la aparicion de nuevas terapias mas eficaces,
sistemas de cribado y actividades para la deteccidn precoz, junto a mejores sistemas de

diagnostico.

Todos estos datos nos ofrecen una idea de la importancia de esta enfermedad a
nivel global hoy dia, y la relevancia de su estudio, tanto en prevencién, dado que su
deteccién temprana aumenta sustancialmente la probabilidad de curacién, como en el

desarrollo de nuevas terapias capaces de controlarla y curarla.

2. Cancer pancreatico

2.1 Epidemiologia
El cancer pancredtico (CP) es un tumor con una baja incidencia en comparacién
con el cancer de pulmdn o de mama, pero aun asi es una de las principales causas de
muerte en el mundo occidental, siendo la quinta causa de muerte por cancer en
hombres y la cuarta en mujeres, en la region europea [1]. El periodo de edad donde
mas pacientes son diagnosticados estd comprendido entre los 65-75 afios [6-8], aunque

puede aparecer a cualquier edad.

En Espaiia, fue en los afios 80 cuando la tasa de mortalidad sufrié el mayor
aumento, y a partir de esta década, el nUmero de muertes ha crecido paulatinamente y
se ha mantenido estable hasta la actualidad, probablemente consecuencia de las

mejoras en las técnicas de diagndstico llevadas a cabo en los ultimo afios [2]. Para el
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afio 2012, se estima que fue la cuarta causa muerte por cancer en nuestro pais para

ambos sexos [1].

Hay que puntualizar que otros tipos de tumores causan un mayor nimero de
muertes que el CP, pero lo grave de este tumor es que el nimero de pacientes
afectados y el nUmero de muertes son practicamente iguales a nivel mundial, es decir,

gue casi ningun paciente sobrevive a esta enfermedad.

Esto se debe principalmente a que es una de las neoplasias con mayor
malignidad, teniendo una tasa de supervivencia global a 5 afios inferior al 5% [9]. Esta
baja tasa de supervivencia viene agravada por el hecho de que su diagndstico
normalmente se produce en etapas muy avanzadas de la enfermedad, por lo que la
mayoria de los pacientes tienen un prondstico bastante malo cuando la enfermedad es
detectada. Segun la Sociedad Americana del Cancer, en el periodo 2003-2009 sélo el 9%
de los tumores pancreaticos eran diagnosticados cuando el tumor estd localizado [10],

es decir, todavia no se habia diseminado.

De hecho, el momento en el que se diagnostica es muy importante, ya que de
ello depende que se pueda aplicar un tratamiento quirdrgico, que es, de momento, la
Unica posibilidad de curacion. Si la operacion se realiza en las primeras etapas de la
enfermedad, la supervivencia estimada ronda los 24 meses, pero por el contrario, si el
paciente ya se encuentra en un estadio avanzado de la enfermedad, el tiempo se
reduce a 4,5 meses [7]. Por desgracia, algunos estudios nos indican que sélo entre un
10%-25% de los pacientes se les puede realizar la reseccion tumoral [8, 11]. El resto, no
puede someterse al tratamiento quirdrgico y su tiempo medio de supervivencia,
independientemente del estadio en el que se encuentra la enfermedad, es solamente

de 3,5 meses.

2.2 Caracteristicas
Los tumores pancreaticos epiteliales son lesiones producidas por células
cancerigenas localizadas en la parte exocrina del pancreas, formada por células
acinares, centroacinosas y ductales, o en la parte endocrina, formada por las células

llamadas islotes de Langerhans. Menos frecuentes son los tumores de origen no
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epitelial, como sarcomas o linfomas. Nosotros nos vamos a central en los tumores

epiteliales.

La parte exocrina del pancreas es la encargada de segregar las enzimas
digestivas, y las lesiones tumorales presentes en esta parte constituyen la mayoria de
los tumores pancreaticos. La neoplasia mas frecuente, entre el 85% y el 90% de los
casos, es el adenocarcinoma pancreatico ductal (PDAC). Por ello, normalmente cuando
se habla de CP, y concretamente en nuestro trabajo, se viene a referir a este tipo de
lesion. El resto, menos de un 5%, son neoplasias endocrinas, también llamadas tumores
neuroendocrinos o de las células de los islotes. Este subtipo de tumores pancreaticos
forma un grupo muy heterogéneo y poco frecuente. Normalmente se dividen entre los
tumores capaces de liberar hormonas peptidicas pancreaticas, como la insulina o el
glucagon, por lo que son conocidos como funcionales, y los no funcionales. Estos
ultimos son capaces de secretar hormonas, pero su respuesta clinica no esta

relacionada con la secreciéon hormonal.

Dentro de los funcionales, cuyos sintomas estan causados por la
hiperproduccion hormonal, encontramos el insulinoma, glucagonoma, somastitoma,
gastrinoma (comun en los pacientes con sindrome de Zollinger-Ellison), o el tumor
secretor del polipéptido intestinal vasoactivo (VIPoma, o también llamado sindrome de
Verner-Morrison), entre otros. De los no funcionales hay que destacar que se
caracterizan por mostrar un comportamiento maligno, con invasion de tejidos
adyacentes o metdstasis, y por tener un gran tamafo, lo que facilita su deteccion y
causa dolor en el paciente [12]. La neoplasia no funcional mas frecuente es el tumor

secretor de polipéptido pancreatico (PPoma).

Anatdmicamente, el pancreas se divide en varias secciones. El extremo ancho se
llama cabeza, en la parte media estd el cuello y el cuerpo, y el extremo delgado es la
cola. Los tumores pancreaticos se localizan frecuentemente en la cabeza de la glandula
(75%), seguidos por los que se encuentran en el cuerpo y la cola (25%) [7, 11], y se
caracterizan por diseminarse a distancia con facilidad, invadiendo los vasos linfaticos y
los tejidos pancredticos contiguos. Ademas, son capaces de alcanzar rapidamente el

higado a través de la circulacion portal.
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Desde el punto de vista clinico, son tumores asintomaticos hasta estadios muy
avanzados de la enfermedad, dificultando su diagndstico en etapas tempranas de la
enfermedad, lo que empeora el prondstico de los pacientes, como ya hemos
comentado. Algunos sintomas que a menudo pueden asociarse a este tipo de tumores

son ictericia, dolor abdominal o de espalda, pérdida de peso inexplicable y anorexia.

Etiologicamente hablando, la mayoria de los CP son esporadicos, y el factor de
riesgo mas importante asociado a ellos es el tabaco. Algunos estudios han estimado que
entre 20-30% de los casos de CP son consecuencia del consumo de tabaco [13]. Otros
factores como la edad, la obesidad, diabetes, e incluso la pancreatitis cronica previa se
han relacionado con estas neoplasias, aunque la relacion entre estos factores y el CP no
esta claramente establecida en todos los casos. Pero no todos los CP surgen de forma
esporadica, ya que existen aproximadamente un 10% que estan relacionados con
factores genéticos hereditarios que predisponen a la enfermedad. Por el momento se
desconocen cudles son los factores genéticos, o los genes concretos, que juegan un
papel importante de la predisposicion hereditaria al CP, por lo que no existen pruebas
diagndsticas concluyentes para saber si un familiar u otra persona tienen mas riesgo de
sufrir CP. En los ultimos estudios se han encontrado mutaciones de linea germinal
asociadas a un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad [14], aunque estas
mutaciones no se producen en todos los casos, y por tanto, todavia no existe una
correlacion genética correcta. Por ejemplo, el gen supresor BRCA2 presentd mutaciones
germinales en un 19% de las familias con cancer de pancreas familiar (CPF) incluidas en
un estudio realizado en Europa [15], y es el candidato con mayor relaciéon para este
tumor. Sin embargo, en el resto de las familias estudiadas, un 80%, no se encuentra

mutado.

Se considera CPF cuando en una familia, o al menos dos de sus miembros
directos, sufren CP sin estar asociado a un sindrome identificable. De hecho, cuando
dos o mas individuos de primer grado de la misma familia estan afectados por la
enfermedad, el riesgo de padecer esta enfermedad con respecto a la poblacion
aumenta casi 7 veces para el resto de los familiares, y si son tres individuos los
afectados en la misma familia, el riesgo es 36 veces mayor [13]. Existen sindromes

hereditarios de cancer que también pueden predisponer a sufrir CP. Entre ellos vamos a
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nombrar el cancer familiar de mama y ovario hereditario (HBOC), que suele ser debido a
mutaciones en los genes BRCA1l y BRCA2, o sindromes relacionados con el CCR
hereditario como son el sindrome de Lynch y la poliposis adenomatosa familiar (FAP).
Sindromes hereditarios que producen inflamacion crénica y disfuncién de la glandula,
como la pancreatitis hereditaria, también incrementan la posibilidad de sufrir CP [13,

14].

2.3 Clasificacion
Desde un punto de vista histopatoldgico, la OMS propone una divisién de las
lesiones pancreaticas exocrinas en la que se distinguen lesiones benignas, lesiones
"borderline" o no claramente malignas cuya evolucion es incierta, y por ultimo /esiones
malignas. De manera mas practica, los tumores pancreaticos normalmente se clasifican
en funcion de sus caracteristicas macroscoépicas, diferenciando entre tumores sélidos y

tumores quisticos.

Dentro de los tumores sdlidos encontramos el PDAC, que como hemos
comentado anteriormente, representa casi la totalidad de todos las neoplasias
pancreaticas, y es un tumor altamente agresivo [16]. Entre los tumores quisticos son
frecuentes la neoplasia mucinosa-papilar intraductal (IPMN) o la neoplasia quistica
mucinosa (MCN), ambas consideradas de tipo "borderline”, ya que pueden progresar
hacia un carcinoma invasivo, y deben ser bien diferenciadas de otras lesiones quisticas
gue son en su mayoria benignas, como el cistadenoma seroso (SCN). Existe un tumor
con apariencia quistica y sdlida, la neoplasia sélida pseudopapilar (SPN), clasificada

también tipo "borderline”, dado que un 10% de estos tumores son agresivos [16].

Existe otro sistema de clasificacién usado a nivel mundial, que consiste en la
estadificacion de los tumores sélidos, entre los que encuentra el CP, basandose en la
extension anatdomica del tumor. A esta clasificacion se le conoce como TNM vy tiene en
cuenta la invasion local del tumor primario (T), la afectacién de los ganglios linfaticos (N)
y la posible presencia de metdstasis distantes (M). La combinacion de estas tres
caracteristicas T, N y M del tumor nos proporciona el estadio o la etapa en concreto en
el que se encuentra un paciente. Este sistema de estadificacién fue desarrollado hace

mas de 50 afios por el Comité TNM de la Unidén Internacional contra el Cancer (UICC) y
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se ha ido modificando a través de los afios, adaptandose a los cambios en el
conocimiento sobre la oncologia y la practica clinica [17]. La clasificacion TNM tiene una
gran utilidad clinica para predecir el prondstico de los pacientes y asi poder decidir qué
estrategias terapéuticas seguir a continuacion. En el momento en el que se advierte la
presencia de un tumor se debe determinar el estadio TNM del mismo. Normalmente, la
clasificacion TNM estd dividida en cuatro estadios, de forma que el primero es el de
menor malignidad, y va incrementandose hasta llegar al ultimo donde los pacientes
presentan un peor prondstico. Para la estadificacién del CP se utilizan los criterios

recogidos en la tabla dispuesta a continuacion (Tabla 1).

Categoria T ( profundidad de la invasién local )

Tx No se puede evaluar tumor primario T-0: No evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor limitado a pancreas <2 cm

T2 Tumor limitado a pancreas > 2 cm

T3 Extensidn a 6rganos vecinos pero sin afectacion de tronco celiaco o arteria

mesentéricas superior (o con afectacion, pero puede ser resecable)

T4 Infiltracion de tronco celiaco o arteria mesentérica superior (tumor
irresecable)

Categoria N (implicacidn de nddulos linfaticos )

Nx No se puede evaluar la afectacion ganglionar
NO No hay nddulos linfaticos implicados
N1 Metastasis ganglionar

Categoria M ( presencia de metastasis distantes )

Mx No hay informacién de metéstasis distante disponible
MO No hay metdstasis distante detectable

Mla  Metastasis a distancia

Clasificacién de los estadios

0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
B T2 NO MO
A T3 NO MO
B T1/T2/T3 N1 MO
i T4 Algun N MO
v AlginT Algin N M1

Tabla 1: Clasificacion TNM vy estadificacidn clinica para el CP (62 edicién) (tomada de
[18]).
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De forma simplificada podemos decir que en el CP, en el estadio | el tumor se
encuentra limitado al pdncreas. A partir del estadio Il el tumor podria haberse
diseminado hacia tejidos y dérganos cercanos (lIA), e incluso a los ganglios linfaticos
préximos (11B). En este estadio también podrian estar afectados los vasos sanguineos
mayores cerca del pancreas, pero la circulacién venosa puede ser aun restaurada vy el
tumor se sigue considerando local y extirpable. En el estadio Ill, el tumor se ha
diseminado hacia los vasos sanguineos que irrigan el pancreas y es posible que también
a los ganglios linfaticos (Figura 3). En esta etapa el tumor es considerado localmente
avanzado y ya no es posible su extirpacion. Cuando la enfermedad ha alcanzado el
estadio 1V, el tumor se ha diseminado hacia érganos alejados como pueden ser el

higado, los pulmones o la cavidad peritoneal, y tampoco es extirpable.

Arteria hepatica
comun ’ 4
Axis celiaco

(tronco) - “=
D >
Vena porta & 4 Zle
l” Péncreas

Cancer E : @
Conducto biliar ' - 1

Arteria mesentérica

Conducto pancreatico superior

Figura 3: Imagen del estadio Il en el CP. El tumor se ha diseminado hacia los vasos
sanguineos mayores que irrigan el pancreas como la arteria mesentérica superior, el axis
celiaco, la arteria hepatica comun y la vena porta. También puede haber afectacién de los
ganglios linfaticos cercanos (tomada de https://visualsonline.cancer.gov/).

Algunos parametros bioguimicos como los niveles séricos del antigeno
carbohidratado (CA 19.9), un marcador tumoral de deteccién, pueden estar
aumentados en los pacientes de CP, y en la actualidad puede ser utilizado para el

seguimiento y vigilancia de la enfermedad en pacientes ya diagnosticados [9].

2.4 Alteraciones moleculares en el CP
La carcinogénesis del CP se ha descrito como una sucesion de cambios desde un

epitelio normal hasta la aparicion del cancer, que incluye modificaciones histoldgicas
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junto con una acumulacion de alteraciones moleculares especificas. El estudio y la
caracterizacion de las modificaciones moleculares que se producen durante el
desarrollo de la enfermedad han permitido entender con mayor detalle el proceso de

esta enfermedad.

Histoldgicamente, los diferentes tipos de lesiones precursoras del CP se han
organizado conforme a un nuevo sistema donde son clasificadas en varias etapas segun
las caracteristicas de cada lesion, para conseguir un mejor diagndstico y unificar
criterios. Estas lesiones son denominadas neoplasias intraepiteliales pancreaticas
(PanINs) [19]. En los primeros estadios de la enfermedad las lesiones son de naturaleza
hiperpldsica no-invasiva y son conocidas como PanIN-1. Estas lesiones evolucionan
hacia lesiones hiperplasicas atipicas o de bajo grado de displasia, llamadas PanIN-2, y
van adquiriendo anormalidades nucleares, hasta que llegan a un alto grado de displasia
y al carcinoma in situ, o PanIN-3. Cada etapa histoldgica de este modelo de progresion

del CP estd asociada a unas alteraciones genéticas determinadas (Figura 4).

Normal PaniIN-1 PaniIN-2 PanIN-3 Infiltration Dissemination Metastasis
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Figura 4: Modelo de progresion del cancer de pancreas, mostrando las alteraciones
genéticas que pueden producirse durante su desarrollo (tomado de [16]).

En las etapas tempranas (PanIN-1 y PanIN-2) estan implicadas mutaciones como
la activacién del oncogén KRAS y la inactivacion del gen supresor CDKN2A, ambos
relacionados con la proliferacion y supervivencia celular. Entre un 55-90% de los
pacientes PC tienen alteraciones en KRAS, siendo la mutacion mas frecuente en este
tumor, y ademas se ha descrito su relacion con la carcinogénesis del CP. Las

alteraciones se van acumulando en el trascurso del desarrollo de la enfermedad y en
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etapas mas avanzadas (PanIN-3), mutaciones en otros genes supresores de tumores
como TP53, SMAD4, o BRCA2, son frecuentes en el CP [9, 16, 20, 21]. Como
consecuencia de ello, procesos bioldgicos como la apoptosis, regulacién del ciclo
celular, control del dafio en el ADN, rutas de sefializacién de K-Ras y TGF-B, entre otros,
estan alterados en la mayoria de los CP. Estas mutaciones son muy comunes en el CP,
pero existe muchas otras que se presentan con muy poca frecuencia y aun se

desconoce su papel en la oncogénesis de este tipo de tumores.

Ademas de las mutaciones anteriormente descritas, otras alteraciones genéticas
se producen en el CP. Las aberraciones cromosdmicas producidas por la pérdida o
ganancia de regiones cromosémicas, y los cambios epigenéticos, que modulan la
expresion de los genes, tienen una considerable importancia en el CP, al igual que en
otros tipos de tumores. De hecho, el proceso epigenético de hipermetilacién de ADN se
produce con bastante frecuencia en el CP [22], y varios genes implicados en el
desarrollo de este tumor sufren este proceso. La hipermetilacién es un fendmeno
frecuente en las células cancerigenas, por el cual se puede reducir, e incluso perder, la
expresion de un gen, por lo que se puede producir la inactivacién de genes supresores

de tumores y genes reparadores de ADN.

La consecuencia final de los cambios genéticos que se desarrollan durante la
carcinogénesis del CP es la alteraciéon de proteinas que participan en el desarrollo de
esta patologia y su malignidad. Concretamente, las modificaciones genéticas conllevan
cambios en procesos tan importantes como el crecimiento celular, la adhesién celular,
la invasion y la angiogénesis [21]. Probablemente un mejor conocimiento de las
alteraciones genéticas relacionadas con el CP en un futuro permitird predecir de forma
mas certera el riesgo de padecer este tumor y encontrar terapias mas adecuadas para

cada paciente.

2.5 Tratamiento y supervivencia
El mejor tratamiento para el CP, y la Unica posibilidad potencial de cura que
existe en la actualidad para este tipo de tumor es la reseccién quirdrgica. Dependiendo

de donde este localizado el tumor, se puede utilizar el procedimiento quirdrgico de
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Whipple o duodenopancreatectomia, una pancreatectomia distal o pancreatectomia

total. Ademads, al menos de 12 a 15 ganglios linfaticos deben ser resecados [9].

Gracias a los avances en las técnicas de imagen utilizadas para el diagndstico y
valoracion de la extensién de los tumores pancredticos, como la tomografia
computarizada (TC) helicoidal y la ultrasonografia endoscoépica (USE) [23], la toma de
decisiones sobre los pacientes que pueden ser operados ha mejorado sustancialmente
y neoplasias en etapas tempranas pueden ser detectadas mas facilmente. Pero, como
ya hemos comentado, la reseccién es posible en un ndmero limitado de pacientes, y
aun realizandose, la esperanza de vida para estos pacientes es muy corta. En principio,
los datos indican que la reseccidon con margenes negativos, es decir, con margenes
libres de tumor, es posible en mas de la mitad de los pacientes operados y la mortalidad
debida al ingreso hospitalaria es muy baja. Lo llamativo es que a pesar de ello, las tasas
de supervivencia a largo plazo no aumentan para estos pacientes. De momento, los
motivos que impiden prolongar la supervivencia de los pacientes con tumor extirpable
se desconocen, pero una de las opciones propuestas son las micrometastasis tempranas
[24]. EI CP tiene una gran capacidad de extenderse hacia otros tejidos, incluso en etapas
iniciales de la enfermedad. Este hecho impide que la cirugia pueda erradicar con

totalidad el tumor, lo que conlleva a recidivas en la mayoria de los pacientes [25].

Dado que la extirpacién tumoral no es suficiente, ademads de que en la mayoria
de los casos no es posible, en los pacientes de CP se utiliza de forma generalizada la
terapia adyuvante. Esta terapia puede consistir en un tratamiento con agentes
quimioterdpicos, radioterapia e inmunoterapia, y se aplica tanto en los pacientes

operados como en los que no se puede realizar la cirugia, como tratamiento paliativo.

La quimioterapia adyuvante estandar propuesta para el tratamiento del CP
consiste en la administracion de dos antineoplasicos analogos de las bases pirimidinicas,
gemcitabina (GEM) y 5-Fluorouracilo (5FU). Mas concretamente, los regimenes
utilizados en clinica para tratar el CP estan formados por la combinacion de estos
farmacos con otros agentes quimioterapicos que mejoran los beneficios producidos por
la administraciéon de GEM y 5FU como agentes Unicos. Las opciones que ofrecen

mayores probabilidades de éxito en la actualidad son la combinacidon de 5FU con
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leucovorina, irinotecan y oxaliplatino (FOLFIRINOX), todos ellos farmacos usados
también en el tratamiento del CCR. Ademas, la administraciéon de GEM en suspension
coloidal con paclitaxel, un farmaco antineoplasico de la familia de los taxanos que
afecta al citoesqueleto celular, y junto con erlotinib, un inhibidor del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) [26], también son utilizados. Aun asi, los resultados

positivos que aportan estos farmacos, en general, son muy limitados.

Otros farmacos han sido estudiados en combinacion con GEM, aunque no han
conseguido mejorar la supervivencia de los pacientes. Entre ellos estd cetuximab [27],
otro inhibidor de EGFR, y farmacos inhibidores del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), como bevacizumab [28] o axitinib [29], por citar algunos. Estudios
con farmacos inhibidores de la enzima poli ADP ribosa polimerasa (PARP), que impiden
la reparacion del ADN, también estan siendo evaluados como terapia contra el CP. Estos

inhibidores de PARP estan funcionando en pacientes con mutaciones en BRCA1/2 [26].

Por otro lado, el uso de la radioterapia se ha propuesto en los Ultimos afios
como una opcion terapéutica en diferentes neoplasias. En el CP también se ha
estudiado este método terapéutico combinado con la quimioterapia, pero los datos
obtenidos hasta el momento no han sido lo suficientemente concluyentes para
recomendar su utilizacion tras la cirugia del tumor. De hecho, los estudios realizados no
encontraron diferencias significativas entre la supervivencia de los pacientes que

recibieron quimio/radioterapia postoperatoria y los que no [30].

También se ha propuesto la administracion de terapias neoadyuvantes para
combatir el CP. Estas terapias consisten en la administracion de quimio/radioterapia de
forma preoperatoria, para conseguir una mejor reseccién, o para disminuir el tamafo
de un tumor no extirpable o localmente avanzado. Los datos recogidos, tras varios
estudios al respecto, han encontrado que no hay una mejoria en la supervivencia y/o en
las tasas de reseccion de los pacientes con tumores extirpables. Sin embargo, una parte
de los pacientes con enfermedad localmente avanzada o tumores no extirpables, se
benefician del tratamiento preoperatorio y el tumor puede ser operado. Es por ello que

el uso de la terapia neoadyuvante debe ser valorado en este tipo de casos [31].
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Por ultimo, la inmunoterapia también se ha propuesto como un tratamiento
alternativo frente al CP. El objetivo de esta modalidad terapéutica consiste en
desarrollar una respuesta inmune de forma artificial frente a las células tumorales,
utilizando vacunas que presenten antigenos expresados especificamente en estas
células. Diferentes tipos de vacunas han sido probadas en ensayos clinicos y los
resultados, aunque alentadores, por el momento no han sido lo suficientemente
positivos para validar su uso. Ademas, la inmunosupresién que provocan los tumores
hace necesario la combinacién de esta terapia con otros farmacos moduladores de la
respuesta inmune. Entre estas vacunas encontramos las disefiadas con proteinas que
estan alteradas frecuentemente en el CP, como K-Ras o la telomerasa, o las que utilizan
células tumorales completas de lineas celulares tumorales pancreadticas irradiadas, o

células dendriticas cargadas de antigenos tumorales, entre otras [32].

Como vemos, se han realizado numerosos esfuerzos para encontrar terapias
realmente eficaces contra el CP y que incrementen la supervivencia de los pacientes.
Por desgracia, este objetivo aun no ha sido alcanzado, por lo que nuevas estrategias

terapéuticas deben seguir siendo estudiadas.

3. Cancer colorrectal

3.1 Epidemiologia
El CCR es el tercer tipo de cancer mas comun en el mundo vy el cuarto respecto a
numero de muertes producidas. Para el afio 2014 se estimaban casi 100.000 nuevos
casos de CCR en los Estados Unidos para ambos sexos [10], nUmero que nos da una idea
de su alta incidencia. En nuestro pais es el tercer tipo de cancer mas frecuente para
hombres y el segundo para mujeres. Si tenemos en cuenta ambos sexos, es el cancer

con mayor incidencia en Espafia [1].

Un dato caracteristico de este tipo de cancer es que la mayoria de los pacientes
con CCR tienen mas de 50 afios cuando son diagnosticados, y la edad media de los
pacientes que padecen este cancer es muy alta, alrededor de los 70 afios tanto para
hombres como mujeres. También es tipico del CCR producirse con mas frecuencia en
hombres que en mujeres. De hecho, los hombres afectados por este tumor superan en

aproximadamente 100.000 casos a las mujeres con CCR a nivel mundial. En Espafia, la
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diferencia entre sexos no es tan significativa, pero también hay mas incidencia en

hombres, segun el informe GLOBOCAN 2012 [1].

Los datos sobre CCR nos indican su alta incidencia, pero a pesar de ello, la
mayoria de los casos se pueden curar si su deteccién es temprana. Es por ello que la
etapa donde es diagnosticado es fundamental para el prondstico de la enfermedad.
Segun los datos obtenidos en el proyecto Eurocare-4 para el CCR, se comprobd que la
supervivencia para el CCR ha aumentado considerablemente en los paises de la regién
europea, siendo este incremento mas pronunciado en los pacientes mas jovenes [33].
Probablemente, la creciente accesibilidad de la poblaciéon europea a los sistemas de
deteccidon precoz y el uso de tratamientos eficaces para CCR seguirdn creando esta

positiva tendencia.

3.2 Caracteristicas
El CCR se produce cuando hay un crecimiento incontrolado de células del colon
y/o el recto dando lugar a un tumor maligno. EI CCR engloba las neoplasias que
aparecen a lo largo del colon y en el recto. La mayoria de los tumores de CCR son de
tipo epitelial, y en concreto el mas frecuente es el adenocarcinoma, que representa el
90% de los CCR. En ocasiones también pueden originarse sarcomas, tumores
carcinoides, melanomas o linfomas, pero son infrecuentes. En nuestro estudio, cuando

hablamos de CCR nos referimos a los adenocarcinomas.

El adenocarcinoma es un tumor que va precedido de la aparicién de lesiones
premalignas conocidas como adenomas o pdlipos adenomatosos [34]. Los pdlipos son
lesiones que crecen desde la mucosa de la pared interior del intestino grueso hacia la
luz durante cierto tiempo, y pueden presentar diferentes tamafios, formas vy
comportamiento. La mayoria de ellos son pélipos que no degeneran en cancer, pero en
algunos de ellos las células del pdlipo se convierten en cancerosas, comenzando a
proliferar incontroladamente, y a invadir las diferentes capas que forman la pared
intestinal desde la mucosa hasta la capa mas externa, la serosa. A partir de aqui pueden
llegar a invadir tejidos préximos, y finalmente producir metastasis distantes. Estos
polipos adenomatosos representan un factor de riesgo para el CCR, y normalmente son

eliminados por endoscopia si son detectados.
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Anatémicamente, la mayoria de los tumores colorrectales se localizan en la zona
descendente o izquierda del colon, concretamente en los Ultimos segmentos, en una
parte llamada sigma. Dentro de los CCR, aproximadamente un tercio se producen en el
recto. En las Ultimas décadas, algunos estudios han informado del cambio de tendencia
por el aumento de casos de CCR en el colon ascendente, o lado derecho, sobre todo en
los pacientes de mayor edad. Por el momento, se desconocen las razones reales de este
cambio, pero se piensa que podria estar relacionado con el envejecimiento de la
poblacién y/o los cambios en los habitos alimenticios hacia dietas pobres en fibra y ricas

en grasa [35].

Etiologicamente, la mayoria de los CCR aparecen de forma esporadica, y los
mayores factores de riesgo para padecerlo son la edad y el sexo masculino, ambos
parametros insalvables por el paciente. Otros factores, como antecedentes familiares
de CCR o la enfermedad intestinal inflamatoria también aumentan considerablemente
el riesgo de sufrir este tipo de tumor. En concreto, las personas con un pariente de
primer grado con CCR diagnosticado con mas de 50 afios de edad tienen de 2 a 3 veces
mas riesgo de presentar este cancer con respecto al resto de la poblacidn. Este riesgo
puede aumentar hasta 6 veces si el pariente de primer grado es menor de 45 afios, o si
hay dos miembros de primer grado afectados [36]. De hecho, el CCR es uno de los
tumores con un mayor niumero de pacientes con un parentesco familiar y se piensa que
alrededor del 35% de los CCR podrian tener un origen relacionado con factores
hereditarios, aunque las causas genéticas que los desencadenan no se comprenden

totalmente.

Existe un 5% de casos de CCR asociados a factores hereditarios de los que si se
conoce su patogénesis molecular y las mutaciones genéticas relacionadas con ellos, y
son los CCR que aparecen como consecuencia de un sindrome hereditario previo, como
es el sindrome de Lynch (o cancer colorrectal no-polipdsico hereditario) o la poliposis
adenomatosa familiar (FAP), entre otros. Cada sindrome tiene caracteristicas clinicas
propias, una etiologia molecular diferente y un factor de riesgo asociado para
desarrollar diferentes tipos de tumores. Por ejemplo, los pacientes con sindrome de
Lynch presentan un riesgo entre el 50-80% de desarrollar CCR, y es de un 100% para los

pacientes con FAP [36].
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El estudio de los factores genéticos como de los antecedentes familiares del
paciente con CCR es muy importante. No solamente por el paciente en si, sino porque
nos permite valorar el riesgo que pueden tener los familiares a desarrollar CCR u otros
tipos de tumores, y poder realizar un buen sistema de cribado. La pruebas genéticas y la
recogida de datos familiares ya forman parte de la prdctica clinica actual, dentro de los
métodos de deteccidén temprana que se realizan para la poblacién de riesgo, junto con
el examen de sangre oculta en las heces, y las técnicas endoscdpicas, como la
colonoscopia y sigmoidoscopia flexible (SF). También se utilizan otras pruebas
diagndsticas como el examen digital rectal, aunque tiene una limitada sensibilidad, o el
doble contraste con enema de bario (DCBE), que es menos sensible que la colonoscopia
pero puede hacer un examen radiolégico de todo el colon y recto. Ademas, se estan
aplicando nuevas técnicas como la colonografia por TC, también Ilamada colonoscopia

virtual [37].

3.3 Clasificacion

Los tumores de CCR se pueden clasificar bajo muchos criterios, pero si tenemos
en cuenta la clasificacion histopatoldgica, el tumor mas frecuente es el
adenocarcinoma, como ya hemos dicho, seguido del adenocarcinoma mucinoso o
coloide (mas del 50% de la lesién estda compuesta por mucina extracelular), que
representa un 10-20% de los casos. Otros subtipos de tumores epiteliales menos
frecuentes incluyen el adenocarcinoma de células en anillo de sello (mas del 50% de las
células presentan mucina intracelular), carcinoma adenoescamoso, carcinoma
epidermoide (suele aparecer en la union anorrectal), carcinoma medular, y carcinoma

indiferenciado.

Otra forma de clasificar los tumores de CCR, que ademas es fundamental para
un acertado diagndstico, establecer un prondstico de la enfermedad y elegir un plan de
tratamiento, es la estadificacién del CCR. Existen varias clasificaciones para estadificar el
CCR, pero en la actualidad los criterios mas utilizados son los que aparecen recogidos en

la clasificacion TNM para el CCR (Tabla 2) [38], al igual que ocurre para el CP.
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Categoria T ( profundidad de la invasidn local )

Tx
Tis
T1
T2
T3

T4a
T4b

No hay informacidén disponible sobre la infiltracion del tumor local

El tumor se limita a la mucosa, no hay infiltracién de la ldmina muscular propia
El tumor infiltra la Idmina muscular mucosa hacia la submucosa

El tumor infiltra la ldmina muscular propia, pero no mas alla.

Infiltracion de la subserosa y/o el tejido pericoldnico o perirrectal no
peritonealizado. No hay infiltracion de la serosa u érganos vecinos.

Infiltracion de la serosa

Infiltracion de otros tejidos o érganos

Categoria N ( implicacién de nddulos linfaticos )

Nx
NO
N1a
N1ib
Nic

N2a
N2b

No hay informacién sobre nddulos linfaticos implicados

No hay nddulos linfaticos implicados

Células cancerigenas detectadas en 1 nédulo linfatico regional

Células cancerigenas detectadas en 2-3 ndédulos linfaticos regionales

Satélites tumorales en la subserosa o en el tejido pericolénico perirrectal graso,
noddulos linfaticos regionales no implicados

Células cancerigenas detectadas en 4-6 nddulos linfaticos regionales

Células cancerigenas detectadas en 7 o destacados nodulos linfaticos regionales

Categoria M ( presencia de metastasis a distancia )

Mx
MO
M1la
M1b

No hay informacidon de metdstasis a distancia disponible
No hay metdstasis a distancia detectable
Metdstasis en 1 érgano distante o nédulos linfaticos distantes

Metdstasis en mas de 1 rgano distante, o en un conjunto de nddulos linfaticos
distantes o metastasis peritoneal.

Clasificacion de los estadios

0

|
ITA
I'B
Irc
A

s

mc

IVA
IVB

Tis NO MO
T1/T2 NO MO
T3 NO MO
T4a NO MO
T4b NO MO
T1/T2 N1 MO
T1 N2a MO
T3/T4a N1 MO
T2/T3 N2a MO
T1/T2 N2b MO
T4a N2a MO
T3/T4a N2a MO
T4b N1/N2 MO
Algun T Algun N M1la
Algun T Algun N M1b

Tabla 2: Clasificacion TNM vy estadificacidn clinica del CCR (72 edicién) (tomada de

[38]).
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Otros parametros que se tienen en cuenta para el prondstico del CCR son los
niveles séricos de un marcador tumoral como el antigeno carcinoembrionario (CEA),
gue también es utilizado para vigilar la aparicion de recurrencias locales y metastasis,
ademas de ser usado para monitorizar la respuesta tumoral a un tratamiento [39].
Otros pardmetros a tener en consideracion son las complicaciones intestinales
producidas por la presencia del tumor, como la perforacién y/u obstruccion del

intestino, y el estado de salud del paciente.

Para el CCR, la estadificacién del tumor estd dividida en cinco etapas. En el
estadio O las células cancerosas se encuentran solo donde han comenzado a formarse
en la mucosa (in situ). En el estadio | la enfermedad estd localizada y ha comenzado a
extenderse a través de la pared intestinal, hasta las capas de musculo de la pared
intestinal. En el estadio Il el tumor llega a alcanzar la capa mas externa de la pared
intestinal, la serosa, y en la ultima etapa (Il C) se disemina hacia el tejido adyacentes,
pero todavia no hay implicados ganglios linfaticos (Figura 5). En el momento que los
ganglios se ven afectados el tumor es considerado de estadio Ill. Por ultimo, cuando hay
metdstasis en un drgano o varios que se encuentran distantes, el tumor ha alcanzado el
estadio IV. Si la implicacion es de un sélo érgano o sitio se considera estadio IV A,

mientras que si hay en mas de uno de ellos implicados se considera IV B.

Estadio IIA Estadio IIB Estadio lIC

El cancer se disemina
hasta 6rganos

Gangliol linfatico cercanos

Figura 5: Imagen del estadio lIA, IIB y IIC del CCR. En el estadio IIA el tumor ha
atravesado la mucosa, submucosa y las capas musculares hasta alcanzar la subserosa,
pero aun no la ha sobrepasado. En el estadio IIB el tumor ha alcanzado la serosa, y por
ultimo, en el estadio IIC el tumor puede propagarse a los tejidos cercanos (tomada de
https://visualsonline.cancer.gov/).
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3.4 Alteraciones moleculares en el CCR
La tumorogénesis del CCR esta mediada por una serie de cambios moleculares,
gue se producen en las células de colon y recto, que como consecuencia desencadenan
la enfermedad. Estos cambios suelen ser muy heterogéneos y estan correlacionados
con el desarrollo que sigue la enfermedad, por lo que su estudio es importante para un
buen diagndstico y para la eleccidon del tratamiento de cada paciente. Las mutaciones
mas frecuentes afectan a genes relacionados con el crecimiento y la diferenciacion

celular, con la supresion del crecimiento celular, o la reparacion del ADN.

Como hemos mencionado, la mayoria de los CCR son espordadicos, es decir, se
producen de forma espontanea sin que haya antecedentes familiares, y se
desencadenan a partir de pdlipos adenomatosos, en los cuales se van acumulando
varias anormalidades genéticas, que con el tiempo finalizan en un adenocarcinoma.
Este modelo de carcinogénesis propuesto para el CCR se conoce como secuencia
adenoma-adenocarcinoma o via clasica (Figura 6). Las alteraciones genéticas asociadas
a este modelo se caracterizan por la pérdida de material cromosdmico, frecuentemente
en los cromosomas 5, 17 y 18 [40]. De hecho, una de las alteraciones que se observa en
las primeras etapas de la tumorogénesis, y que se piensa que inicia la aparicién de CCR,
es la pérdida de un fragmento del brazo largo del cromosoma 5 provocando una
mutacion en el gen supresor de tumores APC. La pérdida de la funcionalidad de este
gen se traduce en un incremento de la proliferacién celular y evasién de la apoptosis.
Esta alteracion estd presente en un 85% en los adenocarcinomas, y su mutacién en
linea germinal causa el sindrome hereditario FAP. En un nimero menor de casos el gen
B-catenina estd mutado en estas etapas iniciales. Lo interesante es que las proteinas ay
B cateninas estan reguladas por APC, por lo que las mutaciones en uno u otro gen
causan similares alteraciones bioldgicas. Durante el proceso de tumorogénesis, que
puede durar entre 20-40 afios, otras mutaciones genéticas se van adquiriendo, vy
algunas de las mas frecuentes son las que se producen en el oncogén KRAS y en el gen
supresor de tumores TP53 [38, 41]. Hay que tener en cuenta que el CCR no se
desencadena solamente por una mutacion, sino que se produce a consecuencia de una
secuencia de ellas, hasta la aparicién del carcinoma. Por tanto, no todos los CCR

presentan la misma acumulacién de mutaciones, sino que cada uno sigue un patrén
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hasta la transformacion tumoral, y de ahi la gran variabilidad que muestra este tipo de
tumor. Recientemente se ha descrito que alrededor de un 30% de los CCR se originan
por una via alternativa a la via cldsica llamada via serrada, conocida asi por las criptas
que aparecen en las lesiones precursoras del tumor. Los carcinomas serrados suelen
tener un mal prondstico, y en ellos se dan con frecuencia mutaciones en BRAF o en
KRAS [42].

Normal epithelium Early adenoma/ Late adenoma Carcinoma Metastasis
dysplastic crypt

Genetic instabiity: CIN or MIN

20-40 years

Figura 6: Modelo caracteristico de tumorogénesis en el CCR. Estos tumores pueden
desarrollarse durante afios, debido a la acumulaciéon de mutaciones génicas especificas
que tienen una secuencia caracteristica, y por la inestabilidad genética (CIN o MSI), que
aparece en algin momento del desarrollo del tumor (tomada de [43]).

Otro fendmeno implicado en la carcinogénesis de los CCR es la inestabilidad
genética, ya sea cromosomica o de microsatélites. El término inestabilidad
cromosémica (CIN) hace referencia al ritmo por el cual aparecen ganancias o pérdidas
cromosomicas. Este ritmo se incrementa durante el desarrollo tumoral de los CCR,
provocando que las células en divisién adquieran cambios genéticos de manera

acelerada [43].

En otras células se produce otro fenotipo conocido como inestabilidad de
microsatélites (MSI o MIN). Cuando aparecen defectos en el sistema reparador de
apareamiento de ADN (MMR), por la pérdida de funcionalidad de genes que forman
parte de este sistema, las células tumorales adquieren con mayor facilidad mutaciones
gue se acumulan en unas secuencias llamadas microsatélites debido a su naturaleza
repetitiva. Estas secuencias, o repeticiones cortas en tandem, son pequefios fragmentos
de ADN que representan el 3% de nuestro genoma. El Instituto Nacional del Cancer de

Bethesda (Estados Unidos) recomienda evaluar un panel de cinco microsatélites para
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determinar el estatus de un CCR en la clinica respecto al fenotipo MSI. Dependiendo de
cuantos de estos 5 marcadores presentan alteraciones con respecto a las células
normales, el CCR se clasificara en fenotipo de alta inestabilidad (MSI-H, méas de 2 de los

5), baja inestabilidad (MSI-L, 1 de 5), o en estable (MSS, ninguno de los 5) [44].

Aproximadamente un 15% de los CCR esporadicos se caracterizan por tener alta
inestabilidad de microsatélites (MSI-H) [38]. La mayoria de estos tumores se desarrollan
a través de rutas moleculares que implican otros cambios, como el incremento de los
niveles de metilacion de las islas CpG (regiones del ADN con gran concentracion de
dinucledtidos de guanina y citosina). Si el tumor tiene esta caracteristica se considera
como fenotipo metilador de islas CpG (CIMP). La MSI-H también se produce en los CCR
no esporadicos, y en concreto estd relacionado con el CCR hereditario mas comun, el
asociado con el sindrome de Lynch. Por el contrario, en el segundo sindrome
hereditario mas frecuente, FAP, ocurre el fendmeno contrario, y no hay inestabilidad de

microsatélites (MSS o MSI-L) (Figura 7).

Oncogene
mutations

15% 3% Lynch syndrome CIMP  BRAF KRAS
MSI-H—1 F4
12% Sporadic
84% Sporadic |
Colorectal
cancer
MSS or
85% MSI-L
1% FAP bod:zdzizzzzbdsias

Figura 7: Representacion de los subtipos moleculares de CCR. Los CCR en azul tienen
fenotipo de MSS o MSI-L; en claro los esporadicos y en oscuro los hereditarios (FAP). Los
CCR rojo y rosa tienen fenotipo de MSI-H, en rojo el sindrome hereditario de Lynch y en
rosa los esporadicos. En verde se describen los cambios moleculares tipicos incluyendo la
CIMP y mutaciones de los oncogenes KRAS o BRAF. En verde oscuro aparece la
proporcion de cambios positivos o mutaciones y en color verde claro la proporcién de
cambios negativos o de tipo salvaje (tomado de [38]).

Los CCR con fenotipo MSI-H muestran unas caracteristicas que los hacen

diferentes al resto: se presentan en el colon proximal (ascendente), aparecen multiples
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tumores de forma sincronica, estan relacionados con causas hereditarias si tienen lugar
en personas menores de 50 afios [45], y no suelen producir metdstasis. Ademds, son
pacientes con un mejor prondstico que los que presentan fenotipo MSS. Los fenotipos
MSS o MSI-L tienden a afectar mas al colon distal (descendente) y suelen ser
polipoideos. Ser capaces de distinguir entre uno y otro es muy importante tanto por el

prondstico como para la eleccion del tratamiento.

3.5 Tratamiento y supervivencia

En la actualidad, la reseccion quirurgica del tumor primario sigue siendo el
tratamiento de eleccion para el tratamiento de pacientes con CCR en los primeros
estadios (0, I, Il y lll) de la enfermedad. Con ella se retira tanto el tumor como los vasos
linfaticos involucrados. Se ha recomendado el examen de al menos 12 ganglios
linfaticos para una correcta distincion entre el estadio Il y Il [46], y otros nddulos
alejados del tumor que puedan estar implicados también deben ser analizados. Las
técnicas quirdrgicas utilizadas dependen de la localizacién del tumor, y son diferentes
para el colon derecho, izquierdo y el recto. Las operaciones pueden ser por cirugia
abierta o por cirugia laparoscépica colorrectal. Esta Ultima se ha presentado como una
alternativa equivalente a la cirugia abierta tradicional, y ha mostrado algunos beneficios
para los pacientes como la reduccion de la pérdida de sangre y el dolor producido por la
intervencion, una recuperacion mas rapida de la funcién intestinal y un menor tiempo
de estancia en el hospital [47]. En el caso del cancer rectal se utilizan técnicas
quirurgicas de extirpacion local como la reseccion microquirdrgica endoscopica
transanal (MET), o mas agresivas como la escision total del mesorrecto (ETM). En
general, la cirugia en este tipo de tumores tiene una alta tasa de cura, con un 50% para
en cancer de colon, si el tumor esta limitado al intestino, y un 45% para el cancer rectal,

si solamente se presenta con invasién local [48].

Para los pacientes con CCR en estadio | la reseccion quirdrgica en la mayoria de
los casos es curativa y no suelen necesitar ningun tratamiento adicional. Pero por
desgracia, todavia la gran mayoria de los pacientes son diagnosticados en los estadios |l
y lll, donde hay un alto riesgo de sufrir recidivas, que son la causa de muchas de las
muertes tras la extirpacion del tumor. Para evitar la posibilidad de futuras recaidas, los

pacientes en los estadios Il y Il son tratados con una terapia adyuvante después de la
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cirugia. Esta terapia consiste en un tratamiento farmacolégico con quimioterapicos, vy

en algunas ocasiones incluso radioterapico.

Hay que tener en cuenta que a pesar de que la terapia adyuvante se ofrece a los
pacientes en estadio Il y Ill, no todos los pacientes en estadio Il se ven favorecidos por
esta terapia. Concretamente, en el cancer rectal no existen datos suficientes para
demostrar el beneficio de su utilizacién, pero es una opcion que estd recomendada en
numerosas guias oncoldgicas. Algo similar pasa con los pacientes de cancer de colon,
donde no todos los estudios han encontrado evidencias positivas con respecto a la
terapia adyuvante y su utilizacion es controvertida. Un estudio que reviso la literatura
relacionada con este tema concluyd que aunque la terapia adyuvante no aumente la
supervivencia global de los pacientes, si es capaz de aumentar el tiempo libre de
enfermedad [49]. Como la utilizacion de la quimioterapia no estd libre de efectos
adversos, una mejor seleccién de los pacientes en estadio Il, sobretodo atendiendo a
sus caracteristicas de alto riesgo y los que muestran un peor prondstico, seria lo ideal y

deberia realizarse tras una decisién médico/paciente de forma individualizada.

En pacientes de cancer de colon en estadio Ill (el tumor se ha diseminado fuera
del colon y ha afectado a los nédulos linfaticos que lo rodean), las evidencias sobre el
beneficio de la utilizacion de quimioterapia adyuvante postoperatoria estan claras,
siendo capaz de disminuir la aparicidon de recidivas y aumentar la supervivencia de los
pacientes. Actualmente, los regimenes quimioterapicos estan compuestos por el agente
antineoplasico 5FU, o su pro-farmaco oral capecitabina, junto con el agente alquilante
del ADN oxaliplatino (OXA). Estos farmacos forman parte del tratamiento de primera
linea contra el cancer de colon en estadio Il a nivel mundial. EI 5FU suele ir
acompafiado del farmaco coadyuvante leucovorina o acido folinico (LV), que mejora los
efectos antitumorales de 5FU, ayudandolo a impedir el funcionamiento de la enzima
timilidato sintetasa, su principal diana. También es utilizada una formulacidon compuesta
por tegafur, otro pro-farmaco oral de 5FU, y uracilo (UFT), junto con LV (UFT/LV) [48].
En este caso, el uracilo compite por la degradacion de 5FU, mejorando su
biodisponibilidad. Otras combinaciones utilizadas para el tratamiento del CCR estan
compuestas por 5FU/LV/OXA (FOLFOX) o capecitabina/OXA (XELOX). De hecho, los

regimenes que incluyen OXA han sido comparados con la administracion de 5FU/LV
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solamente en tres grandes ensayos prospectivos [50-52] en los que se ha demostrado

que la administracion conjunta con OXA mejora la supervivencia de los pacientes.

Ademas de las combinaciones descritas, otros tipos de farmacos también han
sido estudiados para tratar el CCR. Uno de ellos es un derivado sintético del agente
antineoplasico camptotecina, el pro-farmaco irinotecan, cuyo mecanismo de accion
esta basado en la inhibicion de la enzima nuclear topoisomerasa |. Este farmaco ha sido
combinado en ensayos clinicos junto con 5FU/LV/OXA (FOLFIRINOX) o con 5FU/LV
(FOLFIRI), aunque los efectos antitumorales producidos por esta Ultima combinacion en
comparacién 5FU/LV, en pacientes en estadio Il o Ill no han sido muy positivos [53, 54].
Otros agentes quimioterapicos estudiados en diversos ensayos clinicos como terapia
adyuvante para el CCR incluyen la administracion de metotrexato, un andlogo del 4cido
félico, combinado con 5FU/LV [55], o anticuerpos monoclonales: bevacizumab [56] o
cetuximab [57] junto con FOLFOX. Segun los resultados de los estudios que acabamos
de citar, algunos de estos farmacos son capaces de mejorar algunos parametros de
eficacia, pero los datos de supervivencia global de los pacientes con respecto a la
administracion de la terapia estandar sola no se han incrementado. Aun asi, estas y
otras combinaciones se encuentran bajo estudio en numerosos ensayos con pacientes,
y son utilizados como tratamientos de primera y segunda linea en pacientes con CCR
metastasico, o en terapias de rescate cuando los pacientes no responden a los

tratamientos con 5FU, como comentaremos mas adelante.

Para los pacientes de CCR en estadio IV que presentan metdstasis distantes, el
tratamiento de eleccidn es la extirpacion de la metastasis, tanto en el higado [58] como
en el pulmén, donde la reseccién es una opcién de tratamiento cada vez mas utilizada
[59]. En ambos casos, la intervencion quirdrgica sélo es considerada siempre que se
pueda realizar de forma segura para el paciente y sea técnicamente posible.
Desafortunadamente, existe un bajo nimero de pacientes donde pueda efectuarse. En
los pacientes en los que la reseccion es posible, la terapia adyuvante es administrada en
los pacientes con un mal prondstico. Por el contrario, en los pacientes con muy bajo
riesgo de recidivas, el seguimiento del paciente suele ser suficiente. En los casos en los
gue la reseccion de la metastasis no es posible, la quimioterapia es la Unica alternativa

gue gueda para controlar el crecimiento del tumor, y se ofrece de forma paliativa al
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paciente para aumentar sus posibilidades de supervivencia y su calidad de vida. En
algunos casos, el tumor que inicialmente era inoperable, puede llegar a serlo tras el
tratamiento quimioterapico, motivo por el cual también es recomendada. En cuanto a
las terapias utilizadas en este estadio, encontramos las quimioterapias basadas en los
antineoplasicos 5FU, OXA, capecitabina e irinotecan, siempre que los pacientes puedan
tolerar estos tratamientos y que haya una respuesta positiva. Otra posibilidad que ha
dado resultados beneficiosos en pacientes en estadio IV es la combinacién de los
regimenes convencionales con farmacos dirigidos frente a una diana molecular
especifica. Ejemplo de ello son los inhibidores de EGFR, como cetuximab o
panitumumab en pacientes con KRAS tipo “wild type” [60], inhibidores de la
angiogénesis, como bevacizumab [61], o inhibidores multiquinasas, como regorafenib
[62]. Estas terapias también pueden ser usadas como un tratamiento alternativo o
terapia de rescate en los pacientes en los que aparecen mecanismos de resistencia al
tratamiento farmacoldgico convencional, un fendmeno descrito y conocido en este tipo

de cancer.

Cuando hablamos de cdncer rectal, la aparicion de recidivas locales en los
pacientes es mas frecuente que en el cancer de colon, y muchas veces estan
relacionadas con la imposibilidad de alcanzar un margen de reseccion circunferencial
(CRM) del tumor sin afectacion, debido a la localizacion del tumor rectal en la zona
pélvica. El CRM representa la distancia minima entre el tumor y el borde libre de
reseccién, y se considera negativo a partir de los 2 mm de separacion. Es un factor
prondstico, ya que una disminucién del CRM se relaciona con un mayor ndmero de

recidivas locales y a distancia, y una menor supervivencia de los pacientes [63].

Las nuevas técnicas quirdrgicas han mejorado la cantidad de CRM negativos en
los pacientes con cancer rectal, pero también ha sido posible gracias a la utilizaciéon a
menudo de un tratamiento preoperatorio o neoadyuvante. Esta terapia neoadyuvante
es aplicada en los pacientes antes de realizar la reseccién del tumor y consiste en
utilizar radioterapia local, junto con quimioterapia en algunos casos. La radioterapia
disminuye la aparicion de recidivas locales postoperatorias en el recto [64, 65], algo

frecuente en este tipo de pacientes, y ademads, se ha visto que los pacientes que se
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someten a este tratamiento presentan mayores tasas de supervivencia con respecto a

los que se les aplica cirugia solamente [66].

La terapia neoadyuvante es recomendada en pacientes de cancer rectal en el
estadio Il y Il [48], aunque no esta claro si todos los pacientes se ven favorecidos por su
uso, dado que esta terapia también implica efectos adversos. El modo de aplicar la
radioterapia también estd en debate, y tanto una exposicion corta de alta intensidad de
radiacion, como una exposicién mas larga de menor intensidad, han demostrado su
eficacia en diferentes ensayos. La radioterapia también puede ser suministrada tras la
operacion, pero los ultimos estudios sugieren que su utilizacién preoperatoria es mas
eficaz y menos toxica [67]. La administracién de quimioterapicos tras la operacion como
terapia adyuvante también es una opcidon recomendada en algunos pacientes en

estadio Il y lll de la enfermedad [48].

Las nuevas técnicas quirurgicas, los avances farmacolégicos y radioterapicos, y
un enfoque clinico multidisciplinar han ayudado a aumentar la supervivencia de los
pacientes de CCR en general en los Ultimos afios, aunque se debe seguir trabajando

para conseguir mejorar el prondstico de los pacientes con CCR.

4. Una nueva diana terapéutica: HSP90

4.1 Las proteinas de choque térmico (HSPs)
Uno de los mecanismos que presentan las células para combatir los dafios
externos que se les presentan consiste en utilizar e incrementar la sintesis de un grupo
de proteinas conocidas como proteinas de respuesta al estrés o de choque térmico (del

inglés Heat Shock proteins, HSPs).

Las HSPs se observaron por primera vez en 1962 en respuesta al estrés en
Drosophila [68], y a partir de su descubrimiento, numerosos estudios comprobaron que
durante procesos estresantes para la célula, como un aumento de la temperatura basal,
inflamacion e infecciones, toxinas, compuestos oxidantes y metales pesados, se induce
su expresion genética [69]. Las HSPs intentan restablecer el balance y la homeostasis
celular, actuando como un mecanismo de defensa y ejerciendo un efecto citoprotector

frente a agentes externos.
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Hoy en dia se sabe que las HSPs son proteinas que se encuentran en la
naturaleza altamente conservadas y son expresadas en condiciones basales por las
células de forma constitutiva. Su funcidon principal es actuar como chaperonas
moleculares, un concepto que comenzé a utilizarse en la década de los 80 [70], que
hace referencia a las proteinas que ayudan al correcto plegamiento de otras proteinas
celulares para que estas puedan realizar su funcién, impidiendo plegamientos
incorrectos y agregaciones entre proteinas. Cuando se producen situaciones de
toxicidad que generan estrés en las células, las HSPs intentan corregir plegamientos

incorrectos y recuperar la normalidad celular.

En general, las HSPs participan en procesos fundamentales para las proteinas
como ayudar en el plegamiento de proteinas de novo, estabilizar proteinas que se
encuentran desplegadas, facilitar el transporte de proteinas a través de membranas y

colaborar en el ensamblaje/desembalaje de complejos transcripcionales [71, 72].

Existen diferentes tipos de HSPs y se engloban en 6 familias, conocidas en
funcién a sus pesos moleculares expresado en kilodaltons (kDa): HSP100, HSP90, HSP70,
HSP60, HSP40, y las HSP pequefias (de 20 a 25 KDa). La mayoria de los miembros de
todas las familias participan activamente en el plegamiento de proteinas recién
sintetizadas, pero también en procesos de translocacion de membrana, como las

HSP70, o en la degradacion de complejos defectuosos, como las HSP pequefias [72].

Las HSPs se caracterizan por actuar dentro de complejos formados por varias
proteinas accesorias o co-chaperonas. Este hecho es muy conocido en el caso de las
chaperonas HSP90 y HSP70, para las cuales se han descrito numerosas proteinas que
participan junto a ellas, tanto para activar su funcion como todo lo contrario. Estos
complejos estan modulados por la actividad adenilpirofosfatasa (ATPasa); es decir,
necesitan un aporte energético para realizar su funcién, y son ciclicos, por lo que cada
vez que el adenosin trifosfato (ATP) es hidrolizado, el complejo se pone en marcha vy asi

sucesivamente [73].

Ademas, las HSPs suelen encontrarse incrementadas en los tejidos tumorales de
muchos tipos de canceres, y su sobreexpresion se relaciona con un peor prondstico de

la enfermedad [74-77]. Esto tiene mucho sentido, si pensamos que las HSPs ayudan a
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las células cancerigenas a mantener la normalidad celular en el microambiente con
acidosis, hipoxia y carente de nutrientes [78] que se genera en los tumores, y donde la
sintesis de proteinas es mucho mas intensa. Ademas, las HSPs pueden estabilizar
proteinas mutadas que en condiciones de normalidad no serian toleradas por la célula 'y

la conducirian hacia la muerte [79], y degradar proteinas irremediablemente dafiadas.

4.2 La HSP90
La HSP90 es la chaperona de choque térmico mds conocida y estudiada. Las
células eucariotas presentan una cantidad considerable de HSP90 en condiciones
normales [80], representando entre 1-2% de las proteinas celulares. Ademas es una
proteina altamente conservada, desde las bacterias hasta los mamiferos, y necesaria

para la viabilidad celular [81].

Existe toda una familia de HSP90 formada por varias isoformas localizadas en
diferentes compartimentos celulares. En el citosol se encuentran las dos isoformas
mayoritarias. Una de ellas es altamente inducible, la HSP90a, y la otra se expresa de
forma constitutiva en condiciones de normalidad, la HSP90B. HSP90B también puede
ser inducida pero en menor medida que HSP90a. En general, ambas isoformas tienen
funciones similares y redundantes, y todavia no estan claras las funciones especificas
gue presenta cada una, pero parece que HSP90PB estd mas relacionada con procesos de
adaptacién celular a largo plazo, y HSP90a se asocia con funciones citoprotectoras
debido a su rapida induccién [82]. Los estudios también muestran que las dos
isoformas, HSP90a y HSP90B, interaccionan de manera similar con otras co-chaperonas
y sustratos, con la excepcion de algunas proteinas que se unen preferentemente por

HSP90a en condiciones de estrés [83].

Otras isoformas de HSP90 han sido descritas. Una de ellas, HSPOON, fue
identificada como una nueva isoforma con la particularidad de tener el dominio amino-
terminal sustituido por una secuencia modificada [84], aunque otros autores no han
podido corroborar que el gen HSPOON esté presente en el genoma humano [85].
Ademas, existen dos andlogos de HSP90 no citoplasmaticos. Uno es la proteina regulada
por glucosa 94 (GRP94), que se encuentra en el reticulo endoplasmatico y tiene

funciones relacionadas con el plegamiento y ensamblaje de proteinas secretoras y de
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membrana [86]. El otro, se localiza principalmente en la matriz mitocondrial y fue
identificado como una proteina de interacciéon con el receptor del factor de necrosis
tumoral tipo | (TRAP1). Es poco conocido, pero se piensa que participa mantenimiento
de la integridad mitocondrial, tiene funciones citoprotectoras, e incluso interviene en el

control de calidad de proteinas mitocondriales en el reticulo endoplasmatico [87, 88].

4.3 Estructura y funcionamiento de HSP90
La HSP90 es una proteina relativamente grande, esta compuesta por 724

aminoacidos divididos en tres dominios diferentes [89] (Figura 8):

= dominio animo-terminal (N) muy conservado de ~ 25 kDa
" unaregién enlazadora
= un dominio central de ~ 40 kDa

= un dominio carboxi-terminal (C) de ~ 12 kDa

Region

enlazadora

Figura 8: Esquematica representacion de los dominios de HSP9O.

El dominio N es el sitio de unién de ATP y es responsable de la actividad ATPasa,
necesaria para que HSP90 funcione [90]. Este dominio esta unido al dominio central a
través de un segmento proteoliticamente sensible y altamente cargado, que se
considera un conector covalente entre el dominio N y el resto de la proteina, y es
conocido como la regién enlazadora. Por el momento, se desconoce el papel que
desempefia la region o dominio central, aunque algunas hipdtesis apuntan a que
proporciona un sitio de unién para los sustratos de HSP90. El dominio C proporciona
una interfaz de dimerizaciéon imprescindible para el funcionamiento de HSP90 y
posibilita un sitio de unidon para las co-chaperonas de HSP90. Asimismo, estudios
posteriores descubrieron un segundo sitio de unidn para ATP en el dominio C [91],

aungue se desconoce si contribuye a la actividad ATPasa.

En el citoplasma, las isoformas mayoritarias de HSP90 existen formando
principalmente un homodimero de dos subunidades de HSP90 idénticas (aa o BPB),

aungue también pueden hallarse mondmeros (o o B), heterodimeros (af), e incluso
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oligdmeros [82]. Los dimeros de HSP90 se constituyen a través de la union de los
dominios C y/o N, aunque el modo de unién es diferente para cada uno de ellos [92]. La
dimerizacién de HSP90 entre los dominios C es inherente e independiente de ATP, y la
interaccion es producida por enlaces intermoleculares. La unién de dos dominios C crea
un bolsillo en forma de V entre las dos cadenas de HSP90. Al mismo tiempo, los
dominios N de las HSP90 que forman el dimero también pueden estar unidos,
"cerrando" la conformacién en V que ya habia formado la unién de los dominios C. En
este caso, la conexion es transitoria y esta estrechamente asociada a la union y la
hidrélisis de ATP [93]. La unidn de ATP promueve el acercamiento de los dominio N del
dimero de HSP90, y tras la hidrdlisis de ATP las cadenas de HSP90 se disocian, volviendo

a una conformacion "abierta" del dimero [94].

Por tanto, la unién de ATP vy la actividad ATPasa estd ligada a los cambios
conformacionales que se producen entre dos moléculas de HSP90. De hecho, gracias al
estudio del papel de ATP en HSP90 se mostrd que existen al menos dos conformaciones
diferentes para HSP90, que estan asociados al intercambio ATP/ADP. Una donde los
dominios N estan separados, conocido como estado abierto o ligado a ADP, y otra

donde estan conectados, conocido como estado cerrado o ligado a ATP [95-97].

Ademads, HSP90 se une a otras chaperonas, en concreto a co-chaperonas,
proteinas moduladoras de la actividad ATPasa, y a proteinas accesorias, formando un
complejo multi-proteico para realizar sus funciones [73]. Dentro de los componentes
mas destacados y estudiados que participan junto con HSP90, se pueden nombrar otras
chaperonas de choque térmico, como HSP70 y HSP40, las proteinas adaptadoras HIP y
HOP, y varias co-chaperonas como Ccd37/p50, AHA1, p23, o inmunofilinas (FKBP52,
FKBP51, CyP40). Cada una tiene una funcién distinta en la regulaciéon de la actividad de

HSP90 dentro del complejo multi-proteico o maquinaria multi-chaperona (Tabla 3).
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Nombre Funcién Referencia

HSP70 Participa de manera importante junto a HSP90, y es [98]
utilizado como biomarcador de la inhibicion de HSP90

AHA1 Activador de la actividad ATPasa de HSP90 [99, 100]

p23 Participa en la estabilizacién del complejo con proteinas [101]

clientes y retrasa la actividad ATPasa de HSP90

HSP40 Estimula la actividad ATPasa de HSP70 [102, 103]
HOP, HIP Proteinas adaptadoras para el acoplamiento entre HSP90  [104]
y HSP70. HOP impide la actividad ATPasa de HSP90
Cdc37/p50 Detiene la actividad ATPasa de HSP90 ayudando a [105]
proteinas clientes quinasas a unirse a HSP90
Inmunofilinas Co-chaperonas tipicamente asociadas a receptores [106]
(1Ps) hormonales en el estado maduro de HSP90, modulando
su accion

Tabla 3: Componentes generales que participan en la maquinaria multi-chaperona de
HSP90.

La maquinaria multi-chaperona de HSP90 tiene, de forma simplificada, como
objetivo final que una proteina sustrato, también llamada proteina "cliente", cumpla su
finalidad. Se ha propuesto un modelo de funcionamiento de HSP90 en el que se explica
como la maquinaria multi-chaperona de HSP90 se forma siguiendo unos pasos
secuenciales entre las dos conformaciones que genera el intercambio ATP/ADP (Figura
9). Al inicio, la proteina cliente se asocia con las chaperonas HSP70 y HSP40 vy el
adaptador HIP, formandose un complejo inicial. A continuacion, HOP recluta este
complejo inicial a través de HSP70 y lo une a HSP90. El complejo ya con HSP90
interacciona con la proteina cliente. En este momento, HSP90 se encuentra en su
conformacién abierta o ligada a ADP, también conocido como complejo intermedio.
Con el intercambio de ADP a ATP, se produce el cambio conformacional de HSP90 a su
estado cerrado o ligado a ATP, tras la dimerizacidon de los dominios N. Este cambio va
acompafiado de la liberacion de componentes asociados al complejo intermedio, y
permite la asociacién de HSP90 con otras co-chaperonas como p23, Cdc37/p50, AHAL e
inmunofilinas (IPs), formando el complejo maduro. En este momento la proteina cliente
puede ser plegada y estabilizada, e incluso puede permanecer un tiempo hasta que es

activada para realizar su funcién [107, 108].

Si una proteina cliente queda atrapada en el complejo intermedio, se favorece

su ubiquitinacién. De esta forma, las proteinas clientes que no son estabilizadas o
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activadas por HSP90 son eliminadas. Para realizar este proceso el complejo recluta a
otras co-chaperonas como CHIP, que es una proteina ligasa de ubiquitina E3 capaz de
interaccionar con HSP70 o HSP9O0, v a su vez con enzimas de conjugaciéon de ubiquitina
E2. Si esto ocurre la proteina cliente es marcada para que se dirija hacia el proteosoma,

donde es degradada [109].

Proteina . d .

. o
Cliente o IS
w <
X o.
(%]
/ x
AHA1 ° Hidrélisis de ATP a ~
Cde37/p50 | - N -
—n ' ' Intercambio de ATP - e
o (=]
%) <
O < 023 : 3 A
)
Activacion Degradacion
Complejo Complejo
maduro intermedio

Figura 9: Modelo esquematico de la maquinaria multi-chaperona de HSP90 en el
complejo maduro e intermedio (basado en el modelo sugerido por [107]).
4.4 Proteinas clientes de HSP90

La importancia biologica de HSP9O0 reside en que es necesaria para que un gran
grupo de sustratos o proteinas clientes con relevancia en el control del crecimiento,
supervivencia y diferenciaciéon celular, funcionen correctamente [108]. Cuando una
proteina recién sintetizada o inactiva se une a HSP90 puede sufrir diferentes
modificaciones post-traduccionales (Figura 10). Por un lado, la proteina cliente dentro
de la maquinaria multi-chaperona puede ser activada, ya sea por union a su ligando, por
union a otras subunidades, o por su fosforilacion. Ademas la asociacion de una proteina
cliente con HSP90 puede evitar su agregacion, e incluso puede ayudarla a desplazarse
en el interior de la célula. Por otro lado, si no se producen los estimulos adecuados, la
proteina cliente puede ser eliminada a través del proteosoma [73]. Los detalles de los
mecanismos moleculares por los que las chaperonas interaccionan y provocan cambios
en las proteinas clientes aln no son conocidos. Pero lo que esta claro es que HSP90
participa en modificaciones proteicas de sus proteinas clientes, o también puede

determinar su destruccién [110], lo que le confiere una gran influencia sobre ellas.
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Proteina 0
5 Translocacionala
Cliente
membrana,

inactiva : o
disposicion

/ intracelular

/ \ Anti-agregacién

Ubtqumnacnon y
degradacion mediada

poF proteosoma Uniona Ilgandos,

fosforilacion,
dimerizacion,...

Figura 10: Representacion esquematica de las modificaciones post-traduccionales en
las que participa HSP90 cuando se une a una proteina cliente (basada en el esquema
propuesto por [73].

Ademas, es conocido que los clientes de HSP90 constituyen un amplio catalogo
de proteinas de naturaleza variada, entre las que podemos encontrar proteinas
quinasas y factores de transcripcion relacionados con numerosas rutas de transduccion
de sefiales y respuestas transcripcionales [111, 112]. El grupo mas numeroso de
proteinas clientes de HSP90 lo representan las proteinas quinasas, y como ejemplo
podemos nombrar a proteinas de la familia tirosin-quinasa, como Src o los receptores
EGFR, HER2 o IGF1R, quinasas serina/treonina, como Raf-1 o Akt, o quinasas implicadas
en el ciclo celular, como Weel o Cdc-2. Otro grupo esta formado por un menor nimero
de proteinas, pero que han sido ampliamente estudiadas, como son los factores de
transcripcion (ej. p53), o receptores esteroideos (glucocorticoides, andrégenos,
estrogenos y progesterona). Por ultimo, existe un conjunto de proteinas que no tienen
relacién estructural entre ellas y se engloban en un tercer grupo de proteinas clientes

(71, 97].

Las proteinas anteriormente nombradas son sélo un pequefio ejemplo de la
variedad de proteinas que son clientes de HSP90, y la cantidad de procesos celulares
gue pueden verse afectados por un incorrecto funcionamiento de HSP90. De hecho, en
la actualidad se conocen mds de 500 proteinas reguladas por HSP90, teniendo en
cuenta solamente las isoformas citosodlicas de HSP90, y es probable que queden mas

por descubrir. La larga lista de proteinas clientes de HSP90 se puede consultar en el sitio
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web del laboratorio del Dr. Picard, que contiene un listado actualizado (http:

//www .picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf, visitado en marzo de 2014).

4.5 El cancer y la chaperona HSP90
Teniendo en cuenta la cantidad de proteinas que pueden ser reguladas por
HSP90, no es sorprendente que esta chaperona esté implicada en multitud de procesos
celulares como ya hemos comentado, e incluso patoldgicos. Entre todos ellos, muchos

esfuerzos se han dirigido al estudio de la relacion de las chaperonas y el cancer.

Las células cancerigenas son capaces de adaptarse y superar los estimulos
estresantes a los que estan sometidas. Como se comentd anteriormente, incrementar
los niveles de expresion de las chaperonas HSPs ayuda a restablecer la homeostasis
celular, que queda comprometida por el microambiente toxico que producen los
tumores. Partiendo de esta idea, las células que han superado los cambios a los que son
sometidas durante la progresion de la enfermedad tumoral podrian presentar una
mayor expresion de HSPs, y en concreto de HSP90. De hecho, algunas células tumorales
incrementan de 2 a 10 veces sus niveles de HSP90 comparado con sus homodlogos
normales [107], por lo que HSP90 podria representar un papel relevante en el
desarrollo y la supervivencia de estas células. Ademas, el incremento de HSP90 se ha
relacionado con un peor prondstico de la enfermedad tumoral [113, 114] vy la
progresién del tumor [115], y algunos estudios han evidenciado que no solamente
puede estar inducida su expresion, sino que HSP90 es mas activa en los tejidos
afectados, en comparacion con los tejidos normales préximos, donde su actividad es
menor [116]. En las células tumorales, esta chaperona puede estar inducida, activada e
incluso puede localizarse en la superficie celular y liberarse al espacio extracelular

(Figura 11) [117].

Existen otros motivos, aparte de su efecto citoprotector, que explican que
HSP90 se exprese mas y/o funcione de manera mas intensa en los tejidos tumorales.
Uno de ellos esta relacionado con el hecho de que las células tumorales tienen una
enorme dependencia de las oncoproteinas para su transformacion maligna vy
supervivencia [118], y muchas de las oncoproteinas son clientes de HSP90. Por este

motivo, la HSP90 es mas necesaria en las células tumorales que las normales. Ademas,
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las oncoproteinas presentan mutaciones, por lo que requieren de mas ayuda que sus
homologos sin mutaciones para conseguir una conformacion estable, y dependen en

mayor medida del funcionamiento de HSP90.

Dentro de las oncoproteinas que son clientes de HSP90 se incluyen algunas que
son claves en los seis eventos mas destacados e identificativos de la progresion de la
enfermedad cancerigena: promover la proliferacién celular (ej. B-Raf), ignorar las
sefiales anti-crecimiento (ej. Weel), evadir la apoptosis (ej. Akt), potenciar la replicacion
ilimitada (ej. hTERT), promover la angiogénesis (ej. HIF-1, VEGF), e invadir tejidos
adyacentes y lejanos (ej. MMP2) [108, 119].

Células tumorales
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Figura 11: Representacién de HSP90 en células sanas y transformadas (imagen
tomada de [117]).

5. Rutas de seializacion y su relacion con HSP90

Existen diversas rutas de sefializacion o de transduccion de sefiales que cuando
reciben un estimulo o una sefial extracelular son responsables de desencadenar
procesos intracelulares tan importantes como la induccién del crecimiento, la
diferenciacion celular y la progresién en el ciclo celular, a través de la fosforilacion y la
modulacion de las funciones de multitud de proteinas. Algunas de las rutas mas
caracteristicas y estudiadas son la cascada de sefializacion de fosfatidilinositol 3-
quinasa/Akt (o ruta PI13-K/Akt), v la cascada de las proteinas Ras/Raf/Mek/Erk 1/2 (o ruta

MAPK en esta tesis doctoral).
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Ambas rutas, PI3-K/Akt y MAPK, son activadas principalmente por receptores
celulares de tipo tirosina quinasa (RTK). Estos receptores son proteinas transmembrana
gue disponen de un dominio tirosina quinasa citoplasmatico. La interaccién de ligandos
extracelulares como factores de crecimiento induce un cambio conformacional del
receptor, provocando en la mayoria de los casos la dimerizacion de receptores vy, por
interaccion receptor-receptor, la fosforilacion de residuos de tirosina, que son
reconocidos por proteinas intermediarias o adaptadoras que activan e inician diferentes
cascadas de sefializacion intracelular. Algunos de los RTK relacionados con la activacion
de las rutas PI13-K/Akt y MAPK son los receptores de la familia HER [120]. La familia de
receptores HER estd formada por cuatro miembros: EGFR (HER-1), HER2 (Neu/ErbB2),
HER3 (ErbB3) y HER4 (ErbB4), que son capaces de modular multitud de procesos
celulares y su desregulacion estd relacionada con el desarrollo de muchos tipos de

tumores [121].

En el caso de la ruta PI3-K/Akt, (Figura 12), cuando se inicia la cascada por un
estimulo que provoca la fosforilacion de un RTK, el primer paso que se produce es la
activacion de la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3-K), generando fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato (PIP3) a partir de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,). EI PIP3 intercede
como intermediario de la activacion de numerosos sustratos, entre los que se
encuentra la serina/treonina quinasa Akt, también llamada PKB. Esta activacién consiste
en permitir que Akt se transloque del citoplasma a la membrana plasmatica donde
puede ser fosforilada por quinasas cercanas (PDK-1 y PDK-2). Una vez que Akt se activa,
es capaz de fosforilar o bloquear a multitud de sustratos, entre los que encontramos
proteinas implicadas en procesos vitales para las células como la apoptosis, la
progresién del ciclo celular, el metabolismo glucidico y la supervivencia [122, 123]. Uno
de estos sustratos que se activa por Akt de gran importancia es la serina/treonina
qguinasa mTOR (diana de rapamicina en células de mamiferos), la cual regula la sintesis
de proteinas a través de la fosforilacion de los principales reguladores de la traduccion
del ARNm y de la sintesis de ribosomas, en respuesta a diferentes estimulos, como
factores de crecimiento o nutrientes [124]. Algunas de las funciones de mTOR se
efectlan a través de la regulacién proteinas que se localizan por debajo de ella, como es

el caso de la quinasa p70S6K (o proteina S6K1) [125]. La proteina p70S6K tiene como
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sustrato principal a la proteina ribosomal S6 (RPS6), que contribuye al control de

procesos celulares a través de la traduccién selectiva de ARNm concretos.

La ruta MAPK, (Figura 12), formada por la secuencia de proteinas Ras/ Raf/ Mek
1/2/ Erk 1/2 tiene como proteina principal a la quinasa Erk 1/2, y sus proteinas
pertenecen a la superfamilia de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs).
Esta cascada se activa principalmente por medio de los RTK, cuyas tirosinas fosforiladas
pueden interaccionar con proteinas adaptadoras intracelulares, como Grb2, que se
encuentra asociado al intercambiador de nucleétidos de guanina (SOS). Entonces, el
complejo Grb2/SOS se transloca y SOS estimula la activacion de Ras. Las proteinas Ras
son un grupo de proteinas pequefias con actividad GTPasa, dentro de las que se incluye
uno de los miembros mas estudiados de esta ruta, Kirsten-Ras (K-Ras). Otros miembros
muy conocidos de esta familia son Neuroblastoma-Ras (N-Ras) y Harvey-Ras (H-Ras).
Estas proteinas se encuentran unidas a GDP en su estado inactivo. Cuando se produce
el cambio de GDP a GTP las proteinas Ras se activan, y gracias a su actividad intrinseca
GTPasa, que es estimulada por proteinas activadoras de GTPasas (GAPs), pueden volver
a inactivarse [126]. En su estado activo, Ras es capaz de interaccionar con numerosos
sustratos activandolos, entre los que se encuentra la familia de serina/treonina quinasas
llamada Raf (Raf-1 (C-Raf), A-Raf, B-Raf). A continuacion, las quinasas Raf pueden activar
a otra quinasa llamada Mek 1/2, que es el efector conocido para activar a la Ultima
quinasa de la ruta, Erk 1/2. Una vez activa, Erk 1/2 es capaz de modular la actividad de
numerosos sustratos, ya sea positiva o negativamente, como por ejemplo proteinas
quinasas y fosfatasas, o proteinas relacionadas con apoptosis y con la migracion, e
incluso regular factores de transcripcion, por su capacidad de translocarse al nudcleo

[127].

Por otro lado, hay que subrayar que las vias de transduccion estan altamente
reguladas, pero aun asi, pueden aparecen anomalias en moléculas que forman parte de
la cascada o en los ligandos que las activan, y cuando esto ocurre, los procesos que
dependen de su correcto funcionamiento, como la proliferacién o la apoptosis, se ven
alterados. Estas alteraciones son frecuentes en las células cancerigenas, donde las rutas

de sefializacion PI3-K/Akt y MAPK se encuentran anormalmente activadas [128, 129].
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Figura 12: Descripcion de las rutas de sefializacién PI3-K/Akt y MAPK, indicando varios
de sus integrantes.

En concreto, en el CP y en el CCR estas rutas son particularmente interesantes
por la alta incidencia de mutaciones en el oncogén KRAS que presentan ambos tipos de
cancer, con una frecuencia entre un 80% y un 40% respectivamente, como va
comentamos anteriormente. Esta mutacion puede conducir a una activacion de las ruta
P13-K/Akt y MAPK [126, 130]. Es por ello que las mutaciones en el oncogén KRAS se
relacionan con un peor prondstico y resistencias a algunas terapias antitumorales.
Cuando KRAS estd alterado se produce un bloqueo en la actividad GTPasa de la proteina

K-Ras, quedando ésta en su forma activa de manera constitutiva.

Junto con KRAS, se han descrito mutaciones en otros oncogenes (gen de EGFR,
BRAF, NRAS, PIK3CA, etc.), que aungue son menos frecuentes, participan activando
estas rutas de sefializacion cuando estan presentes, y por tanto tienen efectos sobre la
proliferacidon celular y la supervivencia. Por ejemplo, BRAF aparece mutado en el 5-10%
de los casos de CCR [131] y aproximadamente en un 15% en el CP [132], manteniendo
la ruta MAPK en funcionamiento. La hiperactividad de RKT por amplificacién génica o
formas mutantes es una alteracion frecuente también en diferentes tipos de tumores.
Por ejemplo, EGFR esta sobreexpresado tanto en CP como en CCR, en valores

comprendidos entre un 25 y un 90% de los tumores analizados [133]. Ademas, factores
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de crecimiento como EGF o TGF-a, pueden ser liberados por el estroma y mantener

activos constitutivamente a los receptores HER [120].

En conclusion, cuando las vias PI3-K/Akt y MAPK estan activadas de forma
incontrolada son responsables de la desregulacion de distintos procesos celulares,
como son el crecimiento celular, la induccion de la apoptosis y la diferenciacion celular,
entre otros, lo que contribuye a la progresién tumoral, migracién, invasion,

angiogénesis y metdstasis [134, 135].

La chaperona HSP90 tiene un papel clave en ambas rutas, ya que varias de las
proteinas localizadas en estas vias de sefializacion son proteinas clientes de HSP90. En
concreto, los clientes de HSP90 presentes en estas rutas son: la familia de receptores
HER, capaces de iniciar la activacién de ambas rutas, las proteinas quinasas Raf
(isoformas B y C), Akt, mTOR y p70S6K. Esto es muy interesante si pensamos en HSP90
como una posible diana terapéutica, ya que inhibiendo su actividad, se veran afectados
los clientes que participan en estas rutas, y asi se podria atacar simultdaneamente ambas

rutas y frenar las consecuencias de su desregulacion [108].

6. La regulacion del ciclo celular y la muerte celular en las células
tumorales

En condiciones normales, las células somaticas se dividen para proliferar en
momentos en los que el crecimiento es necesario y esta divisién se realiza dentro del
ciclo celular. El ciclo celular tiene como eventos mas destacados la replicacion del ADN,
en la fase de sintesis (S) y la separacién de los cromosomas, en la fase de mitosis (M).
Entre ambas hay dos periodos de tiempo que las separa, la fase G; y G,. Las células
también se pueden encontrarse en un estado de reposo o fase Gy, donde no reciben
estimulos para dividirse y tienen un ritmo metabdlico mas lento. Pero si las células
reciben las sefiales apropiadas para el crecimiento, pueden reingresar en la fase Gy, y si
estos estimulos continlan, son capaces de superar el punto de restriccion de Gy y
progresar hasta finalizar el ciclo celular, dividiéndose en dos células idénticas [136].

Llegado el momento, las células cesan por completo su division.

El ciclo celular es un proceso complejo y su coordinacion depende tanto de

sefiales extracelulares y/o intracelulares, como de mecanismos moleculares que regulan
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la progresidn en las fases del ciclo celular [137]. Los complejos formados por Cdk-ciclina
son los reguladores principales del ciclo celular, y estan formados por la union de
quinasas serina/treonina dependientes de ciclinas (Cdks) y una ciclina. Las ciclinas
controlan la actividad quinasa de las Cdks, y las variaciones en sus niveles de
concentracién son los responsables del avance de una fase a otra dentro del ciclo
celular. Existen cuatro ciclinas (A, B, D y E) que interaccionan con diferentes Cdk,
dependiendo del momento del ciclo celular. Entre las Cdk, destacamos Cdc2, que fue la
primera en conocerse, y por ello es también llamada Cdkl. En términos generales, al
inicio de la fase Gy, las ciclinas de tipo D son las primeras en inducirse, activando y
formando complejos con Cdk4 y Cdk6 [138]. Al final de esta fase aumenta la
concentracién de ciclina E, que forma un complejo con Cdk2 [139]. Durante la fase S, la
ciclina E es degradada y comienza a incrementarse la ciclina A, formando un complejo
con Cdk2. Por ultimo los complejos necesarios para regular la entrada de Sa G,, y de G,
a M, estan formados por Cdc2 (Cdk1) y las ciclinas Ay B, que son degradadas al finalizar

la mitosis [137] (Figura 13).

Punto de
controlde M

cdka/e

Puntode
controlde G,

Cdk2 Puntode

controlde G,

Figura 13: Representacion esquematica del ciclo celular de células humanas, con los
puntos de parada o control, asi como los principales complejos ciclina-Cdk formados en
las fases del ciclo celular.
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Ademas, las células disponen de puntos de parada o de control ("checkpoint")
dentro del ciclo celular (Figura 13). En concreto, estos puntos se localizan en el paso de
G+/S (entrada en S), en G,/M (entrada en M), y en el final del proceso de mitosis (salida
de metafase). La funcién de estos puntos de control consiste en no dejar que una célula
pase a la siguiente fase de ciclo hasta que no haya finalizado la anterior de forma
correcta y satisfactoria. Si se detecta alguna anomalia, el ciclo celular puede ser
detenido de forma temporal en estos puntos, para una posible reparacion de los dafios,
o de forma definitiva, conduciendo a la célula a la muerte cuando los dafios son
irreparables. Ademas existen proteinas encargadas de reprimir el progreso del ciclo
celular, como las quinasas inhibidoras de Cdks (CKl), entre las que se encuentran pl6
(INK4), p21 (Wafi o Cip1) o p27 (Kip1), que impiden la actividad de los complejos ciclina-
Cdks [140]. Otras proteinas que participan en la regulacion del ciclo celular son
Retinoblastoma (Rb) y p53. La proteina Rb participa en la entrada de las células en la
fase S cuando es fosforilada por los complejos Cdk/ciclina de la fase Gy, y es susceptible
a las seflales inhibitorias de crecimiento [141], y la proteina p53 estd relacionada con la
parada de las células en el punto de control de G1/S en situaciones de estrés que

producen dafios en el ADN, ya que puede inducir la expresién de p21 [142].

Al igual que las células proliferan para el mantenimiento de la vida, también son
eliminadas cuando han cumplido su funcién fisioldgica y/o ya no son necesarias, de
manera que siempre existe un equilibrio dindmico entre las células creadas vy las
destruidas, conservando la homeostasis celular. Por tanto, tan importante es la
regulacion de la division celular, como los procesos por los cuales se regula la
destruccion de células en los organismos multicelulares o muerte celular programada
(MCP). Las células tumorales, en general, se caracterizan tanto por poseer una
proliferacion descontrolada, como por desarrollar capacidades para escapar de la MCP.
Dentro de las vias clasicas de MCP mads conocidas y estudiadas se encuentra la
apoptosis, que tiene como objetivo controlar el nimero de células, el tamafio celular, y
actuar como un mecanismo de defensa para eliminar aquellas células que presenten
anormalidades. La apoptosis origina cambios moleculares, bioquimicos y morfoldgicos
caracteristicos que conducen a la célula hacia una muerte programada y sin inflamacion

[143, 144], en contraste con el proceso de necrosis, que se desencadena de forma
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accidental a consecuencia de un dafio negativo, y se caracteriza por provocar hinchazon
celular, dilatacién de los organelos citoplasmaticos y una ruptura de la membrana
plasmatica, produciendo en ultima instancia una respuesta inflamatoria. Cualquier tipo
de muerte celular con estas caracteristicas también es definida con el término de
oncosis, aunque este término es menos utilizado. Tradicionalmente se asocid el
concepto de muerte celular programada (MCP) con la apoptosis, y una muerte
incontrolada con la necrosis [145] (Figura 14). Pero la dualidad apoptosis/necrosis es un
concepto muy general que no es capaz de abarcar la complejidad de los diferentes
procesos que pueden darse para eliminar las células que han sufrido algun tipo de dafio.
Hoy dia se esta utilizando una nueva nomenclatura para describir procesos que pueden
conducir hacia la muerte celular, que incluye términos como paraptosis, catastrofe
mitdtica, piroptosis, necroptosis o autofagia, entre otros [146]. Por ejemplo, el término
necroptosis hace referencia a un mecanismo de muerte regulado, pero con similares
caracteristicas cldsicamente asociadas a la necrosis [147]. La autofagia es un proceso
normalmente asociado a la supervivencia, pero también tiene un papel en la muerte
celular [148] (Figura 14). La catastrofe mitdtica es una forma de muerte celular atipica
qgue se produce cuando se detecta algln problema durante la divisién celular [149],
concretamente durante el proceso de mitosis, que conduce a las células a la muerte

como consecuencia de fallos en la maquinaria mitética.

Las diferentes alteraciones que se producen en las células cancerosas conducen
a una progresion en el ciclo celular siempre activa, haciendo caso omiso a los puntos de
parada de los que dispone una célula normal cuando detecta alguna anomalia, e
inhibiendo las sefiales que indican que el crecimiento se debe frenar. Por consecuencia,
las células cancerosas pueden dividirse sin control. Rutas de sefializacién como las
comentadas anteriormente, PI3-K/Akt y MAPK, promueven la progresion del ciclo
celular cuando estan activadas [150-152], y en el caso de PI3-K/Akt su activacion es
capaz de bloquear la apoptosis, favoreciendo la supervivencia celular [153]. Por tanto,
las células tumorales no sélo se dividen de forma inapropiada, sino que ademas suelen
tener inactivados los mecanismos para una muerte regulada y para la eliminacion de

células anormales o defectuosas.
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Figura 14: Representacion grafica de algunos tipos de muerte celular (basada en una
figura de [154]).

Algunas proteinas clientes de HSP90 son proteinas reguladoras de las fases del
ciclo celular y de la division celular, que incluyen ciclinas o Cdks, como la ciclina B1 y
Cdc2 (Cdk1), o proteinas como las quinasas Polo-1 (Plk1) o Wee-1, entre otras [155]. De
esta forma, HSP90 participa indirectamente en el correcto funcionamiento de la
magquinaria del ciclo celular, ya que varias proteinas implicadas en el ciclo celular
dependen de ella para activarse, y su inhibicion podria ser utilizada como un mecanismo

para frenar la proliferacion de las células tumorales.

7. Inhibidores de HSP90
En los Ultimos afios, las terapias antitumorales tradicionales y las estrategias de
prevencion, sin duda alguna han incrementado la supervivencia de los pacientes que
sufren cancer. No obstante, los avances logrados alun no son suficientes en muchos

casos y hay una necesidad de mejorar y encontrar terapias realmente eficaces, al
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mismo tiempo que se resuelven problemas como la toxicidad secundaria asociada a los
tratamientos, y la aparicion de recidivas causadas por el desarrollo de
guimioresistencias. Todo esto hace que la investigacion en la busqueda de nuevos

tratamientos sea necesaria.

Avances en el conocimiento molecular han hecho surgir nuevas modalidades
terapéuticas antitumorales, que tienen como objetivo combatir especificamente
proteinas alteradas o mal reguladas, llamadas dianas moleculares, que participan en
rutas de sefializacion relacionadas con la proliferacion, supervivencia, invasién vy
metdstasis de los tumores [156]. Con este punto de vista, en los Ultimos afios se han
desarrollado terapias mas eficaces e individualizadas, atendiendo a las caracteristicas
del tumor de cada paciente. Este nuevo modelo farmacolégico se conoce como terapia
selectiva o "dirigida", y hoy dia ya existen en clinica farmacos basados en esta

modalidad.

La implicacién de las chaperonas en la tumorogénesis, ha hecho que en los
Ultimos aflos se hayan realizado numerosos trabajos para entender como funcionan
HSP90 vy otras chaperonas (Cdc37/p50, HSP70, etc.), ya que podrian representar
objetivos Unicos y novedosos como terapia dirigida contra el cancer. Inicialmente, la
inhibicién de chaperonas, y en concreto de HSP90 como estrategia terapéutica, supuso
algunas reticencias, dado que las células sanas necesitan de las chaperonas para su
correcto funcionamiento. Sin embargo, y a pesar de ello, algunos datos corroboran que
HSP90 se comporta de forma diferente en las células cancerosas [107, 116, 117], como
hemos descrito anteriormente, y finalmente se propuso como diana terapéutica frente

al cancer.

De hecho, multitud de inhibidores de la chaperona HSP90 de diferente
naturaleza ya han sido identificados (Tabla 4), y en las Ultimas dos décadas numerosos
trabajos recogen la habilidad de estos inhibidores de disminuir y/o alterar la actividad
de HSP90. Todavia ninguno ha sido aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration), pero se encuentran en vias de desarrollo clinico, siendo objeto de
estudio en un numero importante de ensayos clinicos. Al igual que otros autores [157,

158], a continuacidon comentaremos algunos de los logros o fracasos que se han
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conseguido con algunos de los inhibidores de HSP90, tanto en el laboratorio como en

clinica, haciendo hincapié en los compuestos 17-AAG y NVP-AUY922.

De forma simplificada, los inhibidores se unen a las regiones de HSP90 que
contienen actividad ATPasa, concretamente en una parte muy conservada de unién a
ATP. Estas regiones se localizan en los dominios terminales N y C de HSP90. Solamente
son conocidos dos agentes que se unen a la regién localizada en el dominio C, el
antibidtico novobiocina [159] y el farmaco citotdxico cisplatino [160]. Con el primero la
union es muy débil y necesita de una alta dosificacién, y el segundo es un farmaco que

se usa por presentar otras propiedades antineoplasicas.

El resto de inhibidores de HSP90 se unen a la regién que se encuentra en el
dominio N de HSP9O0. La accién de estos inhibidores impide la union de ATP y por tanto,
el cambio de conformacién de HSP90 que se produce por la unién de los dominios N.
Asi, HSP90 no puede alcanzar su estado maduro o cerrado, lo que le impide realizar su
funcion y acaba conduciendo a las proteinas clientes que se unen a ella hacia el

proteosoma, donde son degradadas.

Naturaleza Clase Nombre Adm.
Natural Ansamicinas Geldanamicina -
Semi-sintéticos 17-AAG \Y
17-DMAG IV/Oral
IPI-493 (17-AG) Oral
|PI-504 \%
Natural Resorcinol Radicicol -
Sintéticos NVP-AUY922 Y
Ganestepib (STA-9090) \Y
AT-13387 \%
KW-2478 \%
Otros sintéticos Purinas BIIBO21 Oral
PU-H71 Y
MPC-3100 Oral

CUCD-3050 (Debio 0932)  Oral

Aminopirimidina NVP-HSP990 Oral
Derivados de SNX-5422 Oral
dihidro-indazolona SNX-2112

Tabla 4: Clasificacion de algunos de los inhibidores de HSP90 mas destacados.
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7.1 Inhibidores ansamicinicos

En 1994 se describié por primera vez cdomo un producto natural llamado
Geldanamicina (GA) inhibia la formacion del complejo maduro de HSP90 [161]. GA es un
antibidtico ansamicinico producido por Streptomyces hygroscopicus var. geldanus var.
nova [162] que es capaz, entre otras cosas, y al igual que otro antibidtico ansamicinico,
herbimicina A, de unirse al dominio N impidiendo el correcto funcionamiento de la
chaperona HSP90 [163, 164]. Este antibidtico demostrd ser activo tanto in vitro, donde
degradaba varias oncoproteinas produciendo efectos antiproliferativos en lineas
celulares tumorales [165], como in vivo, donde mostré actividad antitumoral en
modelos preclinicos [166]. Sin embargo, también se observd que producia una alta

toxicidad hepatica por lo que su desarrollo clinico ceso.

La busqueda de nuevos inhibidores de HSP90 que pudieran ser utilizados en
clinica continud, y se identificaron varios derivados semi-sintéticos de GA. El cambio de
un grupo metoxi por un grupo alilamino en GA dio lugar a una pequefia molécula
llamada 17-alilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG o tanespimicina), que fue el

primer derivado de GA desarrollado.

En un esfuerzo por desarrollar nuevos inhibidores de HSP90 mas ventajosos que
los anteriores, una segunda generacion de derivados ansamicinicos aparecieron, dando
lugar a  17-dimetilaminoetilamino-17-desmetoxygeldanamicina  (17-DMAG o
alvespimicina) e IPI-504 (clorhidrato de retaspimicina). 17-DMAG surgié con la variacién
del grupo metoxi de GA por N, N-dimetiletilamina, lo que le proporcionaba buena
solubilidad acuosa y biodisponibilidad oral. Ademas, mostré una potente eficacia
antitumoral in vivo [167], e incluso fue evaluado en ensayos clinicos de fase | [168]. Pero
al igual que sucede con GA, su eficacia va acompafiada de diferentes efectos adversos
[169], por lo que su uso clinico también quedd descartado. Otro derivado ansamicinico
a destacar es el principal metabolito de 17-AAG que se forma in vivo, llamado 17-amino-
17-demetoxigeldanamicina (17-AG) [170], cuya formulacién oral, IPI-493, presenta

buena biodisponibilidad y ha tenido una alta efectividad en estudios in vivo [171].
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Los anteriores inhibidores son benzoquinonas ansamicinicas (GA, 17-AAG, 17-
DMAG y 17-AG) (Figura 15). Existe otro inhibidor ansamicinico, IPI-504, que es una sal
hidroquinona derivada de 17-AAG, muy soluble en agua por lo que no requiere de
agentes solubilizantes organicos para su administracién y no lleva asociada la toxicidad
hepatica que presentan las benzoquinonas. Este inhibidor ha demostrado ser eficaz
tanto en ensayos in vitro como in vivo para diferentes tipos de tumores [172], y su
eficacia ha sido evaluada en varios ensayos clinicos. Como agente Unico en estudios de
fase | fue bien tolerado [173, 174], y en estudios de fase Il en tumores de pulmdn de
células no pequefias (NSCLC) tratados previamente con inhibidores de EGFR, ha
mostrado actividad antitumoral especialmente en pacientes con reordenamiento del
gen ALK [175]. Sin embargo, los resultados obtenidos en otros estudios de fase |l

realizados en diferentes tipos de tumores han sido muy modestos [176, 177].

Geldanamycin
1

2 R= /\/N\és‘ 17-AAG

H
3 R=Mey AN 17.0MAG
|

Me

4 R= HzN\rf 17-AG, IP1-493

Figura 15: Estructura quimica de GA y varios de sus derivados ansamicinicos (tomada
de [157]).

7.1.1 17-AAG
El farmaco 17-AAG o tanespimicina forma parte del grupo de benzoquinonas
ansamicinicas que inhiben la actividad de HSP90. Es el compuesto mas estudiado de su
grupo como agente antineopldsico, y existe una amplia literatura describiendo los

efectos antitumorales de 17-AAG en ensayos in vitro e in vivo en diferentes tumores:
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cancer de proéstata [178], linfoma no-Hodgkin [179], leucemia mieloide [180], mieloma
multiple [181], carcinoma cervical [182] y melanoma [183]. Los resultados favorables en
los estudios preclinicos contribuyeron a pronosticarle un futuro prometedor como
farmaco antitumoral. A finales de los 90 comenzé a ser evaluado en ensayos clinicos,
siendo el primer inhibidor de HSP90 que lo hacia, y durante varios afios fue el Unico.
Desde entonces ha sido incluido en multitud de ensayos clinicos con objeto de evaluar
sus efectos anticancerigenos para diversos tipos de tumores (mieloma multiple,
melanoma, carcinoma renal, tumores sélidos avanzados, etc.), tanto como agente
unico, como en combinacidn con otros farmacos antitumorales [184]. Actualmente, los
ensayos clinicos con 17-AAG han finalizado (véase http:
//clinicaltrials.gov/ct2/results?term=17-AAG, visitado en marzo de 2014), aunque se
siguen publicando resultados de trabajos relacionados con él, y su estudio puede

proporcionar una valiosa informacion sobre cémo acttan los inhibidores de HSP90.

Es posible que su carrera se haya visto frenada, pese a las esperanzas puestas en
él, porque los resultados clinicos no han sido tan positivos como se esperaba y ha
mostrado una limitada actividad cuando es administrado como agente Unico. Uno de
los posibles motivos de fracaso en los ensayos clinicos puede estar asociado a que las
dosis administradas a los pacientes no fueron las dptimas para inhibir las oncoproteinas
deseadas. Es el caso del estudio llevado a cabo en pacientes con melanoma tratados
con 17-AAG, donde los resultados mostraron que no existia una respuesta objetiva al
tratamiento, y aunque la expresién de algunas proteinas como ciclina D1 (proteina
cliente de HSP90) se veia afectada, otras con relevancia para la supervivencia del
melanoma no sufrieron cambios significativos o fueron de corta duracion [185]. La
escasa eficacia de 17-AAG también se ha descrito en otros ensayos de fase I,
concretamente en ensayos de carcinoma de células renales claras y papilar [186], y en
cancer de préstata metastasico hormono-refractario [187]. En ambos estudios, la
inhibicion de la actividad bioldogica de HSP90 duraba poco tiempo, por lo que
probablemente las dosis y la forma de administracién no fueron lo suficientemente

adecuadas.

Ademas, 17-AAG presenta algunos inconvenientes asociados con las

desfavorables propiedades fisicoquimicas que manifiesta: baja solubilidad acuosa y
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necesidad de utilizar solventes orgdnicos para su formulacion [188]. Los excipientes
organicos suelen ser toxicos y causan reacciones adversas, por lo que limitan la
administracion clinica de 17-AAG e impiden que los pacientes puedan recibir una dosis
tolerada mas alta y realmente eficaz. Es el caso del solvente dimetil sulféxido (DMSO)
gue provoca nauseas, vomitos y mal olor, e incluso pueden llegar a producir toxicidad
hepatica y cardiaca. Otra desventaja que manifiesta 17-AAG estd relacionada con su
precursor (GA), ya que las benzoquinonas ansamicinicas producen problemas hepaticos
como efecto secundario, y esta reaccién adversa es un efecto dosis-limitante. Se
desconoce la razdn por la que este tipo de moléculas producen toxicidad hepatica, pero
se piensa que podria estar relacionada con otros mecanismos diferentes a la interaccion
con HSP90. En concreto, se ha descrito que las benzoquinonas tienen una reaccion
guimica con el grupo tiol del glutation (GSH). GSH es capaz de conjugarse con algunos
productos quimicos, y en este caso en concreto, lo hace formando aductos
benzoquinona-GSH que impiden el funcionamiento de GSH como agente destoxificante
[189]. Esta reaccidon no se produce de igual modo por todas las benzoquinonas. En el
caso de GA y 17-DMAG la reaccion es rapida, mientras que con 17-AAG y 17-AG ocurre
mas lentamente. Esta diferencia explicaria por qué 17-AAG es menos hepatotdxico que

otras benzoquinonas.

La accién de 17-AAG también esta condicionada por una flavoproteina que se
expresa principalmente en el citosol, llamada NAD(P)H:quinona oxidorreductasa 1
(NQO1, DT-diaforasa) [190]. NQO1 es una enzima cuyo mecanismo de accion consiste
en reducir a una amplia gama de sustratos a través de la transferencia de dos
electrones. Para ello usa un cofactor flavinico (FAD) y un derivado reducido de la
nicotinamida, NADH o NADPH, indistintamente, como donador de electrones [191]. La
funcion que clasicamente se ha descrito para NQO1 es su capacidad de metabolizar
sustratos quindnicos, que son toxicos para el organismo, hasta su forma
completamente reducida o hidroguinona, protegiendo a las células de la formacién de
radicales libres y metabolitos toxicos de oxigeno [192]. Las benzoquinonas
ansamicinicas también son sustratos de NQO1, las cuales pueden ser bioreducidas de

guinonas a sus hidroguinonas derivadas.
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En concreto, se ha descrito que en condiciones fisioldgicas 17-AAG se encuentra
en un equilibrio redox dinamico entre su forma quinona, que podemos considerar el
farmaco propiamente dicho (17-AAG), y su forma hidroquinona o reducida (17-AAGH,)
[193]. La molécula 17-AAGH,, o base libre de la hidroquinona, es sensible a los cambios
de pH y susceptible de oxidacidn. Su estabilizacion gracias a la protonacion del
nitrogeno en posicion 17 dio lugar a una sal derivada, IPI-504, que puede formar 17-
AAGH, y 17-AAG en condiciones fisioldgicas [194]. La forma hidroquinona (17-AAGH,)
no solamente tiene una alta solubilidad acuosa, sino que ademas ha revelado ser mejor

inhibidor de HSP90, ya que es mucho mas afin a la chaperona [195, 196].

El equilibrio redox entre 17-AAG y 17-AAGH, parece estar mediado por enzimas
oxidorreductasas, entre ellas la enzima NQO1, que hacen posible el intercambio
reversible entre la forma quinona y su hidroguinona. En condiciones aerobias y a un pH
fisiologico la hidroquinona, 17-AAGH,, puede ser oxidada a quinona otra vez [197], y asi

sucesivamente (Figura 16).
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Figura 16: Equilibrio dindmico redox entre 17-AAG y su forma hidroquinona (17-
AAGH,), y la formacién de IPI-504. 17-AAG puede sufrir una reduccion enzimatica dando
lugar a 17-AAGH,. La forma hidroquinona es propensa a oxidarse de nuevo a 17-AAG a pH
neutro y condiciones aerobias. La estabilizacion de la hidroquinona forma la sal derivada
IPI-504 (tomada de [198]).

Por dultimo, hay que comentar que la presencia de transportadores de
membrana dependientes de ATP o ATP-binding cassette (ABC), también pueden
suponer un inconveniente para que un farmaco pueda ejercer su actividad, y algunos de
ellos se han relacionado con las benzoquinas ansamicinicas [199, 200]. La
sobreexpresion de estas proteinas, que participan en el transporte a través de la
membrana celular, ha sido puesta de manifiesto en células resistentes a algunas

terapias antitumorales. Estos transportadores son capaces de la captacion y de la salida
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de un amplio de sustancias a través de la membrana con un gasto energético y
participan en multitud de procesos fisioldgicos, incluyendo el transporte de lipidos,
aniones organicos o medicamentos. Uno de los transportadores mas conocidos, es la
glicoproteina P (P-gp o Mdr-1), cuya presencia se ha identificado en multitud de
tumores y se ha descrito como parte importante del fendmeno conocido como
resistencia a multiples farmacos (MDR) [201]. Otros transportadores frecuentemente
asociados a este sistema de resistencia son BCRP1 (o ABCG2) y MRP1 (o ABCC1), cuya

expresion también esta relacionada con el fenotipo MDR [202, 203].

7.2 Inhibidores derivados del radicicol

Existe otro tipo de inhibidores de HSP90 cuya base molecular no esta
relacionada con las quinonas, pero que también provienen de un antibidtico natural,
como la GA. Son los inhibidores derivados del producto natural radicicol (Figura 17). El
radicicol es un antibidtico antifungico macrociclico originalmente aislado en el hongo
Monosporium bonorden [204]. Estructuralmente es diferente a las ansamicinas, pero
comparte con ellos su mecanismo de inhibicion de HSP90, compitiendo por el lugar de
unién del ATP en el dominio N [205]. Este compuesto es capaz de inhibir HSP90 a través
de su parte quimica formada por un alcohol aromatico, el resorcinol, que encaja
fuertemente en el lugar de unién de ATP, provocando una inhibicion irreversible de la
chaperona. In vitro, ha demostrado ser un gran potente inhibidor de HSP90, pero en
animales es poco soluble e inestable, y muestra poca o ninguna actividad. A partir de la
estructura quimica del radicicol, varios andlogos sintéticos han sido disefiados,
intentando superar sus deficiencias [206]. Algunos de ellos son los compuestos oxima

derivados de radicicol, que han mostrado tener actividad antitumoral in vivo [207].

Figura 17: Estructura quimica de radicicol (tomada de [157]).
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7.3 Pequeios inhibidores sintéticos
El conocimiento de la estructura de HSP90 ha ayudado a descubrir y a
desarrollar, a través del disefio racional, nuevos inhibidores sintéticos de HSP90 viables
para el tratamiento del cdncer. Estos inhibidores estdn basados en diferentes
estructuras quimicas, pero todos ellos son capaces de unirse a la parte conservada de

union de ATP que se encuentra localizada en el dominio N de HSP90.

Algunos de ellos son moléculas que como el radicicol contienen en su base
quimica resorcinol. En este grupo se encuentran los inhibidores NVP-AUY922, KW-2478,
ganetespib (STA-9090) y AT-13387. Respecto al primero hablaremos en el siguiente
punto, pero quiero apuntar que es un excelente inhibidor de HSP90 vy fue el segundo
inhibidor de HSP90 sintético en ser utilizado en estudios clinicos. Respecto a los otros,
comentar que KW-2478 ha mostrado su eficacia en estudios preclinicos para el
tratamiento de mieloma multiple [208], y ganetespib (STA-9090) también ha revelado
resultados positivos en estudios preclinicos para diferentes tipos de tumores, y en
ensayos clinicos para tumores solidos como NSCLC avanzado ha mostrado tener eficacia
antitumoral [209, 210]. El inhibidor AT-13387 fue descubierto gracias a una nueva
técnica llamada FBDD (siglas de Fragment-based drug design), que identifica
compuestos quimicos pequefios que se unen, de forma débil pero selectiva, a una diana
bioldgica y son optimizados para conseguir farmacos de alta afinidad y selectivos,
utilizando técnicas biofisicas [211]. Este udltimo también ha mostrado actividad

antitumoral in vitro e in vivo [212, 213].

Otros compuestos sintéticos pertenecen al grupo de inhibidores fundamentados
en una estructura con una base nitrogenada, la purina, y son capaces de emular al ATP y
asociarse a su sitio de unién en la chaperona. PU3 fue el primer inhibidor que se disefid
con esta estructura [214], y a partir de su optimizacién aparecieron otros compuestos
con mejores propiedades farmacoldgicas como BIIB021/CNF2024, PU-H71 y MPC-3100
CDCD-305 (Debio 0932) [158]. El primer inhibidor puramente sintético probado en un
ensayo clinico corresponde a esta clase, y fue BIIBO21/CNF2024. Esta molécula tiene
actividad antitumoral e induce la degradacion de proteinas clientes de HSP90 en
estudios in vitro, e inhibe el crecimiento tumoral en modelos de xenoinjertos [215].

Ademas, se han completado ensayos clinicos de fase | y Il con este farmaco con
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resultados positivos [216, 217], vy ya existe una segunda generacion de compuestos
derivados (BIIB028). Respecto a algunos de los otros, comentar que PU-H71 exhibe una
potente eficacia tanto in vitro como in vivo [218, 219], y CDCD-305 ha mostrado una
potente actividad antitumoral en células de NSCLC resistentes a un inhibidor de EGFR

[220].

Inhibidores sintéticos con una base quimica diferente al resorcinol o a la purina
también han sido disefiados. Entre ellos se encuentra un compuesto oral llamado NVP-
HSP990, que en estudios preclinicos de varios tipos de tumores ha presentado una alta
eficacia [221], y compuestos como SNX-5422, pro-farmaco de SNX-2112, obtenido para
mejorar la biodisponibilidad oral de su predecesor, que ha demostrado una alta
actividad antitumoral en mieloma multiple y melanoma [222, 223], aunque su estudio
un ensayo de fase | en tumores sdlidos refractarios y linfomas fue suspendido por los

problemas oculares que produjo [224].

7.3.1 NVP-AUY922

A partir de los datos que demostraron que radicicol era un potente inhibidor de
HSP90 pero que perdia su eficacia in vivo, comenzaron a buscar otros compuestos que
superaran esta gran limitacion. Asi, y a partir del disefio de nuevas moléculas pequefias
con alta afinidad por HSP90, se encontré un compuesto sintético isoxazol-resorcinol
llamado NVP-AUY922 ([225] (Figura 18). Este ha demostrado un potente efecto
antiproliferativo, in vitro e in vivo, en diferentes tipos de tumores como el de mama,
mieloma multiple o gioblastoma [226-228]. Incluso ha sido probado ex vivo contra el
cancer de préstata con resultados positivos [229]. Un estudio reciente describe su
potente efecto antitumoral para NSCLC, siendo capaz de inhibir la proliferacion de las
lineas celulares estudiadas y estabilizar el crecimiento del tumor en los xenoinjertos

[230].

Por el momento, NVP-AUY922 es uno de inhibidores de HSP90 con mejores
resultados observados en estudios preclinicos, y ademds, no presenta los
inconvenientes que muestran las benzoquinonas ansamicinicas. Su desarrollo clinico no
se ha hecho esperar, y ya ha concluido un ensayo clinico de fase | como agente Unico

para tumores solidos avanzados, donde se establecid su dosis tolerable para ser
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utilizada en ensayos de fase |l para cancer de mama HER2 positivos, gastrico y NSCLC
[231]. En la actualidad, NVP-AUY922 estd siendo evaluado en numerosos ensayos
clinicos, que estan activos, en fase de reclutamiento o ya finalizados (véase http:

//clinicaltrials.gov/ct2/results?term=AUY922, visitado en marzo de 2014).

Figura 18: Estructura quimica de NVP-AUY922 (tomada de [157]).

7.4 Terapias combinadas

El avance en el conocimiento de la enfermedad cancerigena ha conseguido que
los tratamientos utilizados en clinica cada vez sean mas eficaces y selectivos. Sin
embargo, el hecho de que la mayoria de los tumores acumulen numerosas alteraciones
malignas, hace que tengan una gran heterogeneidad bioguimica y que muchos de ellos
muestren grandes diferencias de sensibilidad hacia un mismo tratamiento. Esto provoca
muchas veces que un solo farmaco tenga una limitada capacidad de accion sobre un
tumor. Siguiendo este enfoque, es razonable pensar que la utilizacion de varios agentes
farmacoldgicos para combatir un tumor puede representar una mejora en los efectos
terapéuticos conseguidos, frente a la utilizacion de un sélo agente. Por otro lado, el
éxito de la combinacion farmacoldgica también depende de que sean bien tolerados
por el paciente; es decir, que puedan ser administrados conjuntamente a dosis efectivas
sin producir toxicidades graves, dado que la administracién de mas farmacos puede

incrementar los efectos secundarios.

Del mismo modo, las terapias farmacoldgicas combinadas pueden ofrecer una
oportunidad terapéutica para aquellos pacientes que no responden bien a los

tratamientos convencionales o que desarrollan quimiorresistencias (tumores
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refractarios), o para aquellos pacientes en los que la enfermedad vuelve a aparecer, tras

haber sido tratados (tumores recurrentes/recidivantes).

Los inhibidores de HSP90 han sido incluidos en varios ensayos clinicos con otros
farmacos antineopldsicos, en los que se ha podido evaluar si existia actividad sinérgica
entre ellos, y si los resultados antitumorales mejoraban. Los inhibidores de HSP90
impiden a las células cancerosas protegerse de la situacién estresante que produce la
guimioterapia. Esto puede sensibilizar a las células cancerosas a otros tratamientos
antineoplasicos, y se suma al propio efecto antitumoral del inhibidor, por lo que su
estudio puede ser muy interesante. Del mismo modo, los inhibidores de HSP90 también
pueden colaborar con farmacos con dianas moleculares especificas. Cuando una ruta de
sefializacion se inhibe, las células tumorales pueden escapar a este problema porque
tienen activadas otras rutas, e incluso la misma ruta en un punto diferente, por lo que la
inhibicion de varias dianas moleculares al mismo tiempo puede ser bastante

beneficiosa.

En concreto, 17-AAG ha sido estudiado en algunos ensayos clinicos junto con
otros quimioterdpicos tradicionales, y nuevos farmacos "dirigidos", con una diana
molecular concreta, y vamos a comentar algunos de ellos. Cuando se combind con un
inhibidor especifico de HER2, trastuzumab, y un inhibidor de proteosoma, bortezomib,
los resultados obtenidos fueron muy positivos. La combinacion 17-AGG/trastuzumab
resultd ser eficaz, de forma tolerable y segura, para los pacientes con cancer de mama
metastdsico HER2-positivos [232, 233], representando uno de los mayores logros
conseguidos en clinica utilizando a HSP90 como diana farmacoldgica, probablemente a
consecuencia de la inhibicion sinérgica que producen ambos compuestos sobre HER2.
En el estudio realizado con 17-AAG/bortezomib se encontrd una mejor respuesta de los
pacientes con mieloma multiple refractario a la combinacién, que cuando se administra
bortezomib como agente Unico [234]. Ademas de la inhibicién de HSP90, en este
estudio se observd un efecto neuroprotector producido por 17-AAG muy interesante,

dado que bortezomib suele provocar neuropatias periféricas como efecto secundario.
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17-AAG también ha demostrado eficacia clinica en cancer renal metastasico vy
melanoma en estudios de fase | en combinacidn con sorafenib. Sorafenib es otra

novedosa molécula pequefia inhibidora multiquinasa [235].

La combinacién de 17-AAG con farmacos citotdxicos clasicos también ha sido
muy estudiada. Por ejemplo, 17-AAG/irinotecan ha sido administrada en pacientes con
tumores sélidos con aceptable toxicidad en un estudio de fase | [236]. También se ha
probado la combinacion de 17-AAG con dos taxanos, paclitaxel y docetaxel. Con 17-
AAG/paclitaxel se obtuvo una actividad sinérgica muy prometedora en estudios
preclinicos con lineas celulares de cdncer de ovario [237] y de cancer de pulmédn [238],
por lo que se decidié probar la combinacion en clinica, concretamente en pacientes con
tumores solidos refractarios a la terapia estandar, pero los resultados fueron muy
moderados [239]. El limitado efecto que mostré 17-AAG/paclitaxel se puede atribuir en
parte al hecho de que ambos sean practicamente insolubles en agua, por lo que
necesitan de solventes organicos que condicionan la dosis de administracién.
Posteriormente, se decidio poner a prueba esta combinaciéon farmacolégica cambiando
los excipientes tradicionales téxicos por nanoparticulas formadas por co-polimeros
anfifilicos, en las que el farmaco hidrofébico se haya encapsulado en el interior de una
micela. Esta nueva formulacion mejoro significativamente la eficacia antitumoral de 17-
AAG/paclitaxel en un modelo de ratéon de cancer de ovario humano [240]. Todo lo
contrario paso con la utilizacion de 17-AAG/docetaxel, que practicamente no presento

beneficio alguno en tumores sélidos [241].

Otra combinacién que tampoco ha funcionado bien ha sido 17-AAG/gemcitabina
(GEM), ya que los datos obtenidos mostraron una limitada actividad antitumoral [242].
A esta combinacién también le fue sumado un tercer farmaco alquilante de ADN,
cisplatino. Estudios preclinicos sugerian posibles resultados positivos de esta triple
combinacidén, pero la toxicidad hematoldgica que se produjo cuando se aumentaba la
dosis administrada para alcanzar la actividad antitumoral, demostré que no era
clinicamente aceptable, e incluso que la combinacién 17-AAG/cisplatino tampoco
alcanzaria dosis efectivas sin producir esa misma toxicidad, por lo que también se

descarto para futuros ensayos [243].
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Del mismo modo, aunque todavia no hay mucha literatura al respecto, NVP-
AUY922 estd siendo evaluado en ensayos clinicos en combinacién con otros farmacos.
Los resultados positivos en un estudio previo in vitro e in vivo en cancer de mama vy
gastrico, avalan la utilizacion de la combinacion NVP-AUY922/trastuzumab en ensayos
clinicos para estos tumores. Esta combinacion fue capaz de producir un efecto sinérgico
en modelos resistentes a trastuzumab, y en concreto, en un modelo de cancer gastrico,
el efecto antitumoral de la combinacién superd el producido por cualquier otro farmaco
[244]. Otro estudio pre-clinico de NVP-AUY922 en NSCLC ha dado pie a iniciar un ensayo
clinico junto con pemetrexed, un citotéxico antimetabolito que interfiere en la sintesis

de ADN y ARN [230].



Objetivos



UNIVERSITA
Miguel
Herndndez




Objetivos

Tras lo comentado sobre la chaperona HSP90 y los efectos que ocasionan los
inhibidores de HSP90 en las células tumorales, nos planteamos si la inhibicién de esta
chaperona podria ser un tratamiento farmacolégico eficaz contra el cancer de pancreas
exocrino y al cdncer de colon y recto. Siguiendo esta hipotesis, el principal objetivo de
este trabajo consistid en investigar la inhibicién de la funciéon de la chaperona HSP90
como posible tratamiento antitumoral frente al cdncer de pancreas exocrino y al cancer

colorrectal en modelos celulares in vitro.

Para ello, se evalud el efecto de dos inhibidores especificos de HSP90 de
diferente naturaleza, 17-AAG y NVP-AUY922, en un panel de lineas celulares humanas
de adenocarcinoma de pdancreas exocrino y de carcinoma colorrectal, y en cultivos
primarios obtenidos a partir de muestras tumorales de pacientes con cancer

colorrectal, por medio de los siguientes objetivos especificos:

. Estudiar la capacidad antiproliferativa de 17-AAG y NVP-AUY922.

. Estudiar el efecto tras el tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922 sobre

proteinas que forman parte de las rutas de sefializacién PI13-K/Akt y MAPK.

. Explorar los efectos que producen los inhibidores 17-AAG y NVP-AUY922 a

nivel de ciclo celular y de muerte celular.

. Explorar si la enzima NQO1 o los transportadores ABC pueden influir en la

respuesta de las lineas celulares al tratamiento con dichos inhibidores.

= Estudiar el efecto de la combinacidon del inhibidor de HSP90 NVP-AUY922

con otros farmacos antitumorales.
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1. Cultivo Celular

1.1 Lineas celulares
Para este estudio se han utilizado dos paneles de lineas celulares tumorales
humanas. El primero incluye ocho lineas celulares de adenocarcinoma de pancreas
exocrino (CP) y el segundo diez lineas de carcinoma colorrectal (CCR). Todas las lineas
celulares fueron analizadas para descartar la presencia de Micoplasma con el kit

VenorGeM (Minerva Biolabs®).

Las distintas lineas celulares de CP empleadas fueron amablemente cedidas por
el Dr. Francisco X. Real (Institut Municipal d'Investigacido Médica, IMIM) y se describen a

continuacion (Tabla 5).

Linea celular Origen

IMIM-PC-2 Linea celular de adenocarcinoma de pancreas exocrino

IMIM-PC-1 Linea celular de adenocarcinoma de pancreas

BxPC-3 Linea celular de adenocarcinoma de pancreas

CFPAC-1 Linea celular de adenocarcinoma de pancreas ductal derivada
de metdstasis de higado

HPAF-I| Linea celular de adenocarcinoma de pancreas derivada de
fluido ascitico

PANC-1 Linea celular de adenocarcinoma de pancreas

RWP-1 Linea celular de adenocarcinoma de pdncreas derivada de

metastasis de higado

Hs 766T Linea celular de carcinoma de pdancreas derivada de
metdstasis en nodulo linfatico

Tabla 5: Nombre y descripcion de las lineas celulares de adenocarcinoma de pancreas
exocrino (CP).
Por otro lado, las lineas de CCR seleccionadas para nuestro estudio proceden de
la American Type Culture Collection (ATCC), a excepcion de la linea celular HGUE-C-1
que fue obtenida y donada a nuestro laboratorio por el Dr. Miguel Saceda (Hospital

General Universitario de Elche, HGUE) (Tabla 6).
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Linea Celular Origen

DLD-1 Linea celular de adenocarcinoma colorrectal

HCT-15 Linea celular de adenocarcinoma colorrectal

HT-29 Linea celular de adenocarcinoma colorrectal

SW620 Linea celular de adenocarcinoma colorrectal derivada de

metastasis en nddulo linfatico

SwW480 Linea celular de adenocarcinoma colorrectal

Caco-2 Linea celular de adenocarcinoma colorrectal

HCT 116 Linea celular de carcinoma colorrectal

LoVo Linea celular de adenocarcinoma colorrectal derivada de

metastasis en la regidn supraclavicular izquierda

Ls 174T Linea celular de adenocarcinoma colorrectal

HGUE-C-1 Linea celular procedente de fluido ascitico de un
adenocarcinoma colorrectal

Tabla 6: Nombre y origen de las lineas celulares de CCR.

Como controles positivos para la realizacion de algunos experimentos hemos

utilizado otras lineas celulares tumorales humanas (Tabla 7), todas ellas procedentes de

la ATCC.
Linea Celular Origen
Colo 320 Linea celular de adenocarcinoma colorrectal
T98G Linea celular de glioblastoma multiforme

Tabla 7: Nombre y origen de otras lineas celulares utilizadas como controles positivos.

1.2 Condiciones de cultivo

La manipulacién de las lineas celulares se realizd en una cabina estéril de flujo
laminar vertical de seguridad bioldgica tipo Il. Las células se mantuvieron a 37°C y en
atmodsfera humidificada con CO; al 5% dentro de un incubador. El medio de cultivo
empleado para todas las lineas celulares fue DMEM rico en glucosa (4,5 g/L) (siglas de
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), excepto en el cultivo de las lineas celulares BxPC-
3 y DLD-1, para las que se utilizd medio RPMI-1640 (siglas de Roswell Park Memorial
Institute). Ambos medios contenian L-glutamina estable y se suplementaron con
piruvato sédico a una concentracién final de 1 mM, HEPES (Acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico) a una concentracion final de 10 mM, 10% de

suero fetal bovino (SBF), previamente inactivado a 56° durante 45 minutos, vy



Materiales y Métodos

antibidticos (50 U/mL de penicilina y 50 mg/mL de estreptomicina). Todos los productos

utilizados para el cultivo celular fueron fabricados por los Laboratorios PAA®.

1.3 Cultivos primarios

Dentro del proyecto de Investigacidon Traslacional que se lleva a cabo en nuestro
laboratorio, se obtuvieron cultivos primarios de muestras tumorales de pacientes con
CCR. Los pacientes fueron operados en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca (HCUVA, Murcia) y en el Hospital Universitario Santa Lucia (HUSL, Cartagena), y
previamente fueron informados del estudio para el que, desinteresadamente,
mostraron su consentimiento. La recogida de las muestras quirdrgicas en el HCUVA se
realizé con la utilizacion del sistema Tissue SAFE (Milestone Srl.), que mantiene las
muestras de los tumores extirpados por el Servicio de Cirugia envasadas al vacio y en
fresco. Las muestras envasadas fueron enviadas al Servicio de Anatomia Patoldgica,
donde una parte del tejido seccionado por el patélogo se almacend en el Biobanco del
HCUVA, y otra parte fue cedida a nuestro laboratorio por el Servicio de Anatomia
Patoldgica, la cual se destind a la obtencidn y desarrollo de cultivos primarios. En el caso
de las muestras quirurgicas recogidas en el HUSL, la parte de la muestra tumoral cedida
por el Servicio de Anatomia Patoldgica para investigacion se mantuvo en hielo y se

envié a nuestro laboratorio para su procesamiento.

Todo el proceso fue revisado y aceptado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del HCUVA, y fue posible gracias a la colaboracidon de los Servicios de Digestivo,
Cirugia, Oncologia Médica, Anatomia Patoldgica del HCUVA y HUSL, y del Biobanco del
HCUVA. Los cultivos primarios derivados de las muestras tumorales fueron nombrados
con las siglas HCUVA, seguidas de las iniciales CC, que hacen referencia a su
procedencia de tumores de CCR, y un numero que indica el orden de llegada al
laboratorio. Algunos cultivos presentan un superindice con las siglas CT, para sefialar las
muestras que fueron enviadas a nuestro laboratorio desde el HUSL. Este sistema
garantiza el anonimato de las muestras. Los cultivos primarios analizados en este
trabajo provienen de diferentes muestras tumorales de pacientes con CCR y se

describen en la Tabla 8 y Tabla 9.
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Nombre Origen Edad Sexo

HCUVA-CC-1  Anodnimo (primera muestra recogida en la Unidad AECC) - -

HCUVA-CC-2  Anodnimo (segunda muestra recogida en la Unidad AECC) - -

HCUVA-CC-10 Muestra tumoral de ciego -- --

HCUVA-CC-14 Muestra tumoral de colon izquierdo (sigma) - Mujer
HCUVA-CC-34 Muestra tumoral de colon derecho con metastasis en 67 a. Varon

ganglio e higado

HCUVA-CC-45 Muestra tumoral de colon izquierdo (sigma) 59 a. Mujer
HCUVA-CC-56 Muestra tumoral de ciego 68 a. Varon
HCUVA-CC-58 Muestra tumoral de colon izquierdo 44 a. Varon
HCUVA-CC-60 Muestra tumoral de recto - Varoén
HCUVA-CC-62 Muestra tumoral de colon izquierdo (sigma) 65 a. Varon
HCUVA-CC-63 Muestra tumoral de ciego 81a. Varon
HCUVA-CC-66 Adenocarcinoma de colon izquierdo (sigma) 75 a. Varon
HCUVA-CC-70 Muestra tumoral de colon izquierdo 48 a. Varon
HCUVA-CC-71 Muestra tumoral de recto 85 a. Varoén
HCUVA-CC-1"  Muestra tumoral tipo serrado de colon derecho 81a. Varon
HCUVA-CC-3""  Muestra tumoral tipo MSI-H de ciego 69 a. Varon

Tabla 8: Nomenclatura y procedencia de los cultivos primarios utilizados. También se
incluye la edad (afios (a.)) y el sexo de los pacientes con CCR que donaron las muestras

tumorales.
Cultivo Abre. Estadio Metdastasis  Tratamiento previo
HCUVA-CC-34 CC-34 \% Sl 5-FU/LV, IRI
HCUVA-cC-1"  cc-1¢T I NO Sin tratamiento
HCUVA-cc3<  cc3“ II NO Sin tratamiento

Tabla 9: Caracteristicas y abreviatura (Abre.) de algunas de las muestras tumorales
donadas por los pacientes con CCR a partir de las que se han obtenido los cultivos

primarios.

Los cultivos primarios se establecieron a partir del procedimiento que

a

continuacion se detalla: la muestra tumoral facilitada a nuestro laboratorio, a través del

Biobanco del HCUVA o por el Servicio de Anatomia Patolégica del HUSL, fue

previamente lavada con tampdn fosfato salino (PBS), suplementado con antibidticos

(200 U/ml de penicilina, 200 mg/ml de estreptomicina, 2,5 pg/mL de anfotericina B y 50

ug/mL de gentamicina), y conservado en medio de cultivo DMEM/Ham's F12

(Laboratorios PAA®) hasta su procesamiento. Para su disgregacién, el material se cortd
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en fragmentos de un tamafio no superior a 2-3 cm con un bisturi quirdrgico, en una
cabina estéril de flujo laminar vertical de seguridad bioldgica tipo Il. Posteriormente, los

fragmentos obtenidos fueron digeridos con un medio enzimatico compuesto por: 1,5
U/ml de dispasa (Gibco®, Life Technologies) 0,09 mg/ml de colagenasa Il (Sigma

Aldrich®), 0,1 mg/ml de pronasa E (Sigma Aldrich®) y 45 U/ml de hialuronidasa

(Calbiochem®), en un bafio mediante agitaciéon a 37°C durante 30-45 min, para

degradar la matriz extracelular. A continuacion, los fragmentos digeridos fueron
filtrados a través de un filtro con tamafio de poro de 70 micras (BD Falcon™, Becton,
Dickinson and Company), vy el filtrado fue centrifugado a 200 x g durante 5 minutos. El
pellet obtenido fue lavado con PBS suplementado con antibidticos y centrifugado de
nuevo en las mismas condiciones. A continuacion, el pellet obtenido fue disuelto en un
tampodn de lisis de hematies (RL Buffer Lysis, GeneAll Biotechnology) en una proporcion

3:1 (v/v) con PBS durante 10 min.

Tras la lisis, la muestra fue centrifugada y lavada con PBS suplementado con

antibiodticos de nuevo, y el pellet obtenido fue disuelto en medio de cultivo
DMEM/Ham’s F12 (Laboratorios PAA®). Este medio contenia L-glutamina estable y fue

suplementado con un 20% de SBF, previamente inactivado, una solucién que contenia

insulina (0,01 mg/ml)-transferrina (5,5 pg/ml)-selenio (6,7 ng/ml) (Solucién ITS, SERVA

Electrophoresis GmbH), 0,5 pg/mL de hidrocortisona (Sigma Aldrich®), 20 ng/ml de

EGFR (Sigma Aldrich®), 1 mM de piruvato sddico, 10 mM de HEPES, y varios antibidticos

(200 U/ml de penicilina, 200 mg/ml de estreptomicina, 2,5 pg/mL de anfotericina B y 50
ug/mL de gentamicina). A continuacion, la muestra fue sembrada en frascos de cultivo o
placas de BD Primaria™ (Becton, Dickinson and Company) e incubada en las mismas
condiciones que las lineas celulares, a 37°C y en atmdsfera humidificada con CO, al 5%,
dentro de un incubador reservado para cultivos primarios, para evitar posibles
contaminaciones. Transcurridas 24-48 horas de cultivo, el medio de cultivo
DMEM/Ham's F12 fue reemplazado por “medio condicionado”, y a partir de este

|II

momento los cultivos primarios se cultivaron con este medio. El “medio condicionado”
se obtuvo recogiendo el medio de las lineas celulares de CCR cultivadas en nuestro

laboratorio antes de ser tripsinizadas. El medio recogido fue filtrado con una unidad de
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filtracion estéril para eliminar la posible presencia de células, y suplementado de igual
modo que el medio DMEM/Ham's F12, a excepcidn de los antibidticos que en este caso

fueron solamente 50 U/mL de penicilina y 50 mg/mL de estreptomicina.

1. 4 Reactivos utilizados

Los reactivos (farmacos) utilizados en este trabajo para tratar las lineas celulares
tumorales y los cultivos primarios, para la realizacion de los experimentos se recogen en
la siguiente tabla (Tabla 10). Todos ellos fueron obtenidos comercialmente en estado
sélido, y para cada uno fue calculada la cantidad de su disolvente apropiado (vehiculo),
segun la informacion suministrada por el laboratorio fabricante, para la elaboracién de
una solucién madre o “stock”. A partir de cada una de las soluciones madres se
obtuvieron el resto de disoluciones empleadas en los experimentos. Los disolventes

empleados fueron dimetil-sulfoxido (DMSO, Panreac Quimica) y agua (H,O, agua

ultrapura Milli-Q®).

Reactivo Laboratorio Solucién stock Disolvente
17-AAG ChemieTek 10 mM DMSO
NVP-AUY922 (NVP) ChemieTek 10 mM DMSO

ES 936 Tocris Bioscience 10 mM DMSO
Afidicolina Sigma Aldrich® 1 mg/mL DMSO
Gemcitabina (GEM) Tocris Bioscience 10 mM H,0
Oxaliplatino (OXA) Sigma Aldrich® 50 mM DMSO
AZD-6244 (AZD) ChemieTek 10 mM DMSO
NVP-BEZ235 (BEZ) ChemieTek 10 mM DMSO

Tabla 10: Descripcién de los reactivos utilizados.

2. Estudio de la viabilidad celular

2.1 Ensayos dosis-respuesta
Para realizar los ensayos dosis-respuesta se utilizd un ensayo colorimétrico
basado en el reactivo bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).
Este método es capaz de cuantificar la viabilidad celular a través de la reduccién del
reactivo MTT por medio de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa. El
reactivo MTT es una sal de tetrazolio de color amarillo, que cuando es reducido origina

un compuesto insoluble de color purpura llamado formazan. La cantidad de formazan
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obtenido estd relacionado con el nimero de células viables, ya que sera proporcional a
la cantidad de MTT metabolizado, y puede ser facilmente determinado en un

espectrofotometro.

Los experimentos se iniciaron con la siembra de las células en placas de fondo
plano de 96 pocillos y dejandolas crecer durante 24 horas. La densidad celular en la
siembra estaba comprendida entre 1.500 células y 2.500 células por pocillo,
dependiendo de la velocidad de proliferacién de cada una de las lineas celulares, de
manera que las lineas que crecen mas rapidamente fueron sembradas en menor
proporcion, y viceversa. Trascurrido este tiempo, las células fueron tratadas con
concentraciones crecientes de farmaco, y el tratamiento se prolongé durante 72 horas.
Cada una de las diferentes concentraciones se dispuso por sextuplicado, y en al menos
doce pocillos por placa se afiadio el disolvente empleado para cada farmaco (células sin
tratamiento o control). Pasadas las 72 horas, se afiadié en todos los pocillos el reactivo
MTT (Sigma Aldrich®), a una concentracién de 0,25 mg/mL, y se incubd durante 3-4
horas a 37°C y 5% de CO,, permitiendo a las células vivas metabolizar el reactivo MTT.
Trascurridas este tiempo, se aspird el medio de los pocillos con una bomba de vacio, y
se anadieron 200 pL de DMSO (Panreac Quimica) a cada uno, para disolver los cristales
de formazdn de cada pocillo. A continuacion, las placas se agitaron vigorosamente
durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador orbital para facilitar la
disolucion del formazan y obtener una coloracion homogénea. Por dltimo, se midio la

absorbancia de todos los pocillos a 570 nm en un espectrofotémetro de placas

(Infinite® M200PRO NanoQuant, Tecan Group)

La sensibilidad de las lineas celulares a los diferentes farmacos se determiné
analizando la diferencia de la absorbancia entre las células sin tratar (control) y las
células tratadas para cada concentracion de farmaco utilizada. En el caso de los cultivos
primarios, se utilizd la técnica de tincién con cristal violeta para el estudio de la
viabilidad celular, cuya metodologia se explica en el apartado siguiente. Ademas, la
tincidn con este colorante también fue empleado en lineas celulares tumorales en otro

tipo de ensayos.
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2.2 Ensayos durante un curso temporal
Para analizar la viabilidad de las células durante un curso temporal de 1, 3y 6
dias se eligio la técnica de tincidn con cristal violeta (violeta de metilo). Esta técnica se
basa en la capacidad que tiene este colorante de fijarse a los nucleos celulares, de
forma que se puede asociar la cantidad de cristal violeta fijado con el niUmero de células

viables, y su procedimiento se detalla a continuacion.

Para la realizacién del curso temporal las células se sembraron en varias placas
de 96 pocillos de fondo plano a una densidad de 1.200-2.000 células por pocillo. A cada
placa se le asignd un tiempo de incubacion: se dispuso de una placa para el tiempo 0
(24 horas de crecimiento), tiempo 1 (un dia de tratamiento con el farmaco), tiempo 3
(tres dias de tratamiento con el farmaco) y el tiempo 6 (seis dias de tratamiento con el
farmaco). Transcurrido el tiempo 0, las lineas celulares fueron tratadas con disolvente
(células control) o con una Unica concentracién de farmaco, ambos por sextuplicado.
Pasado el tiempo correspondiente, las células se lavaron con PBS, se fijaron con una
solucion de formaldehido al 4% (AppliChem GmbH) y se tifieron con 0,05% de cristal
violeta (Sigma Aldrich®) durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad. A
continuacién, las células fueron lavadas tres veces con agua destilada, y los pocillos se
dejaron secar completamente durante al menos 30 minutos. Posteriormente, se
afiadieron a cada pocillo 100 pL de HCl 0,1 M (Panreac Quimica) para decolorar los
nucleos y se homogenizd entre 3 y 4 veces, lo que produjo una coloracién azul
homogénea cuya absorbancia se determind a 620 nm en un espectrofotometro de

placas (Infinite® M200 PRO NanoQuant, Grupo Tecan).

La sensibilidad de las células a los fAdrmacos se determiné teniendo en cuenta la
diferencia de absorbancia entre las células sin tratar (control) y las células tratadas para
un tiempo determinado; es decir, fueron comparadas con sus respectivos controles (se
dispuso un control para cada tiempo: 1, 3y 6 dias, y al promedio de cada control se le

asigno el 100% de la proliferacion.

2.3 Ensayos de combinacion de farmacos
Para clasificar el efecto que produce la combinacion de farmacos, se utilizo el

modelo tedrico Bliss [245]. Este modelo tedrico se fundamenta en una teoria
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farmacodindmica y permite analizar si la naturaleza de la interacciéon entre dos
farmacos es aditiva, sinérgica o antagodnica. Para ello, este modelo calcula una curva
tedrica (BLISS), a partir de la ecuacion Ebliss = EA + EB - EA * EB. En esta ecuacion, EAy
EB representa el efecto de los farmacos A y B cuando son utilizados como agentes
Unicos a una concentracidén en concreto, y expresa la inhibicion que producen estos
farmacos en el crecimiento celular reflejada entre los valores Oy 1. El valor Ebliss calcula
la fraccién de inhibicion que producen los farmacos A y B si sus efectos se suman.
Cuando se realiza el ensayo se obtiene una curva (EXP) que representa los valores de la
fraccion de inhibicidn de crecimiento que produce la combinacién de los farmacos Ay B
experimentalmente, utilizando unas concentraciones concretas. Cuando el valor de la
inhibicidn tedrica (BLISS) coincide con el valor de inhibicidon experimental (EXP) obtenido
por el efecto de ambos farmacos, se considera que estos farmacos son aditivos, y cada
uno tiene un efecto farmacoldgico independiente del otro. Sin embargo, cuando el valor
de inhibicion EXP es superior al valor BLISS, se considera que el efecto que producen
ambos farmacos es sinérgico. Por el contrario, si el valor EXP es inferior al valor BLISS se

considera que el efecto de los farmacos es antagdnico.

En nuestro estudio, el andlisis de la combinaciéon de farmacos se realizd
mediante la siembra de las células en placas de 96 pocillos, que tras 24 horas de cultivo
fueron tratadas durante 72 horas con concentraciones nanomolares de NVP-AUY922
(farmaco B), y diferentes concentraciones crecientes de los farmacos A: gemcitabina
(GEM), oxaliplatino (OXA), AZD-6244 (AZD) y NVP-BEZ235 (BEZ). El efecto sobre la
viabilidad celular producido por cada uno de los farmacos A fue determinado afiadiendo
el farmaco sélo o en combinacidn con el farmaco B, en diferentes lineas celulares. Los
datos de la curva BLISS se calcularon utilizando la ecuacion mencionada anteriormente
para cada punto de la curva dosis-respuesta, con los datos de los farmacos obtenidos
cuando son administrados solos. La fraccion de inhibicién de crecimiento se calculd
siempre con respecto al control de cada ensayo (células sin tratamiento). Para
determinar la inhibicion de la viabilidad celular se utilizé la técnica de tincion con cristal

violeta, del mismo modo que se describe en el apartado anterior.
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2.4 Ensayos de formacion de colonias en agar blando
El ensayo de formacién de colonias en agar blando o "soft agar" habitualmente
es usado para evaluar si una célula es capaz de crecer y dividirse sin adherirse a ningln
tipo de superficie. Esta caracteristica es propia de células con capacidad de
transformacién, y es muy frecuente en las células tumorales. Cuando las células crecen
sobre un lecho de agar, lo hacen de manera agrupada dando lugar a grupos compactos

de células conocidos como colonias.

Este ensayo se llevd a cabo en placas de 6 pocillos y se inicid con la realizacién

de una base o parte inferior compuesta por una solucion de agar a 0,6% (Bacto™ Agar,

Becton, Dickinson and Company), DMEM 2X (preparado a partir de Gibco® DMEM en
polvo con agua ultrapura Milli-Q® esterilizada) y DMEM rico en glucosa (4,5 g/L)

(Laboratorios PAA®) suplementado con 20% de SBF (Laboratorios PAA®), en una
proporcion 1:1:2. Para la preparacién de esta base, la solucion de agar debe ser
previamente calentada a 42°C, y los medios atemperados a 37°C. Una vez calientes, los
tres componentes se mezclaron mediante suave agitacién y se mantuvieron en un bafio
a 42°C. A continuacion, 1 mL de esta mezcla se colocé en el fondo de una placa de 6
pocillos sin que quedaran burbujas. Después, se dejo que los pocillos se enfriaran a

temperatura ambiente.

Tras ello, se prepard la parte superior que estd compuesta por una solucién de
células y la misma solucidn que se prepard para la base del pocillo (agar a 0,6%, DMEM
2X y DMEM rico en glucosa suplementado con 20% de SBF) en una proporcion 2:3. A
continuacién, se colocaron 0,8 mL de esta solucion por pocillo. Para obtener la solucion
celular, las células fueron previamente tripsinizadas, contadas y diluidas en su medio de
cultivo para que quedaran dispuestas a una densidad de 10.000 células/pocillo. Para el
estudio del efecto de un farmaco sobre la formacién de colonias, el farmaco en cuestidn
fue adicionado en la parte superior del agar junto con la solucion celular a una

concentraciéon adecuada, y se dejo actuar durante los 14 dias que duro el ensayo.

Pasados 14 dias de incubacion a 37°C y 5% de CO,, las colonias resultantes

fueron tefiidas con cloruro de iodonitrotetrazolio (INTZ). Para ello, se colocd 1 mL de
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solucion de INTZ (Sigma Aldrich®) a una concentraciéon de 1,5 mg/mL, sobre cada

pocillo, y las placas se dejaron dentro del incubador durante toda la noche. La reduccién
del INTZ por parte de las colonias origina el compuesto formazan y se tifien de color
purpura (Figura 19). De esta forma las colonias formadas pueden ser facilmente
fotografiadas con un escaner de luz visible (Image Scanner Ill, GE Healthcare Europe
GmbH) y analizadas con el software Image Quant TL (GE Healthcare Europe GmbH).
Para el recuento de las colonias formadas, solamente aquellas con un area superior a

100 um se tuvieron en cuenta.

Parte
superior

base

Células sembradas Formacion de colonias colonias tefiidas con INTZ

Figura 19: Procedimiento del ensayo en agar blando para determinar la formacion de
colonias y su tincién con INTZ.

2.5 Ensayos de clonogenicidad

El ensayo de clonogenicidad es un ensayo in vitro que se utiliza para determinar
la supervivencia y el crecimiento de las células tumorales cuando son expuestas a un
agente citotoxico o a un proceso de irradiacién, que fue desarrollado por Puck y Markus
[246]. Este método consiste en determinar la capacidad que tiene una célula individual
de dividirse y forma una colonia tras un tratamiento. A través de los ensayos de
clonogenicidad se puede evaluar la capacidad de las células que tienen de recuperarse y
seguir proliferando tras el tratamiento, o por el contrario, de morir tras la exposiciéon del
agente suministrado, por lo que es una forma de medir la sensibilidad de las células
tumorales a un farmaco antitumoral. Aunque estos ensayos tienen ciertas limitaciones,
como por ejemplo, que no tienen en cuenta las interacciones célula-célula que se
producen en los tejidos, es un ensayo ampliamente utilizado para evaluar como

responden las células tumorales frente a agentes citotéxicos.

Para el ensayo de clonogenicidad las células fueron sembradas en placas de 6

pocillos, por triplicado y a una densidad de 1.000 células por pocillo. Después de la
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siembra, las células se cultivaron durante 24 horas. Para el experimento se colocaron

pocillos suficientes para las siguientes condiciones:

= células control (con disolvente)

= células tratadas con ES 936 (0,1 uM)

= células tratadas con 17-AAG (0,5 uM)

= células tratadas con ES 936 (0,1 uM) + 17-AAG (0,5 uM)

Transcurridas las 24 horas, las células tratadas sélo con ES 936 o junto con 17-
AAG fueron previamente tratadas con ES 936 durante 30 minutos. Después de la
exposicion de las células al tratamiento con ES 936, todas las células se lavaron con PBS,
y a cada condicion se le afiadi6 medio de cultivo nuevo con su tratamiento
correspondiente: DMSO (control), ES 936, 17-AAG, o por ultimo, ES 936 junto con 17-
AAG, y todos ellos se dejaron actuar durante 4 horas. Pasado este tiempo, todos los
farmacos fueron retirados de los pocillos, las células se lavaron de nuevo con PBS, y a
continuacién se les afladié medio de cultivo. Las células se dejaron crecer durante 14
dias en incubacién a 37°C y 5% de CO,. Transcurrido este periodo, todos los pocillos
fueron lavados con PBS, y se midid la viabilidad celular en cada uno de ellos mediante
tincion con cristal violeta. Las colonias formadas en cada condicion fueron fotografiadas
con un escaner de luz visible (Image Scanner Ill, GE Healthcare Europe GmbH) vy
analizadas con el software Image Quant TL (GE Healthcare Europe GmbH), y solamente

aquellas colonias con un area superior a 100 um se tuvieron en cuenta para el contaje.

3. Estudios mediante citometria de flujo

Los estudios de citometria de flujo se efectuaron con la utilizacion de un
citémetro de flujo (BD FACSCanto™, Becton, Dickinson and Company) y su software de
adquisiciéon y andlisis de datos BD FACSDiva™ versién 6.1.3 (Becton, Dickinson and

Company).

3.1 Analisis de las fases del ciclo celular
Una de las formas de abordar el estudio de las fases del ciclo celular es
cuantificar el contenido de ADN de las células, ya que éste varia en funcién de la fase

del ciclo en la que se encuentren las células. La técnica empleada estad basada en el
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marcaje del ADN con el agente fluorescente yoduro de propidio. Este compuesto se
intercala en los acidos nucleicos de las células, produciendo que las células emitan

mayor o menor fluorescencia, en funcion de su contenido de ADN (Figura 20).

Segun esto, las células que se encuentran en la fase G,/M del ciclo celular y, por
lo tanto, han superado la fase de sintesis y han duplicado su material genético (dotacion
cromosdémica tetraploide, 4n), dan lugar a una sefial de fluorescencia cuya intensidad
duplica a la de las células que se encuentran en fase G, y tienen dotacion cromosémica
diploide (2n). La sefial de las células que se encuentran en fase S (sintesis) se encuentra
comprendida entre las que emiten las células en las fases G; y G,/M. Por otra parte, las
células apoptoticas o necroéticas presentan fragmentacién del ADN, y emiten menor

fluorescencia que las que tienen el ADN integro (fase SubG,).

Células en condiciones de normalidad Células tratadas
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Figura 20: Perfil de ciclo celular obtenido mediante marcaje de ADN con yoduro de
propidio por citometria de flujo. El ensayo se realizd en células cultivadas en condiciones
normales (izquierda), y en células sometidas a un tratamiento determinado (derecha),
donde se observa un aumento en el nimero de células en las fases G,/M y SubG;.

Para la realizacion de esta técnica las lineas celulares fueron sembradas a una
confluencia entre el 50-60% vy cultivadas durante 24 horas en frascos de cultivo. Tras
este tiempo, el medio de cultivo fue retirado y renovado por medio que incluia el
farmaco a estudiar, o en las células control su disolvente, a una concentracion
constante durante diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas). Durante el tratamiento, las
células se dejaron crecer a 37°C y 5% de CO,. Tras el periodo de tiempo estipulado, las
células fueron recogidas mediante tripsinizacion y se lavaron con PBS atemperado. A

continuacién, se afiadié etanol frio al 75% (Panreac Quimica) sobre las células de forma
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lenta y con agitacion, y se fijaron durante al menos 30 minutos a -20°C. Tras la fijacién,
las células se precipitaron y se volvieron a lavar con PBS, tras lo que se disolvieron en
una soluciéon compuesta por PBS, 0,5% (v/v) de Tritdn X-100 (Sigma Aldrich®) y 25
ug/mL de ribonucleasa A (ARNasa, SERVA Electrophoresis GmbH). Las células se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en esta solucion, con la que se
consigue permeabilizar la membrana plasmatica y la degradacién del ARN. Por ultimo,
se procedié al marcaje fluorescente del ADN afiadiendo yoduro de propidio (Sigma
Aldrich®) en PBS a una concentracion final de 0,025 pg/mL, v las células se incubaron en
esta solucién durante 15 minutos en oscuridad, para evitar la pérdida de fluorescencia
de la solucién. Transcurrido este tiempo, las células se analizaron en el citémetro de
flujo a través de la fluorescencia emitida por el yoduro de propidio, que se detectd con

el laser que excita a 488 nm (laser azul).

3.2 Analisis de la fosforilacion de la histona H3
La histonas son proteinas que forman parte importante de los nucleosomas, que
a su vez son la unidad basica de la cromatina [247]. Una de estas histonas, en concreto
la histona H3, es fosforilada en los residuos Ser10, Thr1l y Ser28 durante la mitosis, y su
estado de fosforilacion puede ser utilizado para detectar células que se encuentran en

la fase de mitosis (fase M).

Para ello, las lineas celulares se prepararon del mismo modo que para el estudio
del ciclo celular, descrito en el apartado anterior. En este ensayo, tras la fijacién con

etanol frio al 75%, las células fueron lavadas con una solucién de PBS y 0,5% de
albumina de suero bovino (BSA, Sigma Aldrich®), y a continuacién se mezclaron en una
solucién compuesta por PBS y 0,5% (v/v) de Tritén X-100 (Sigma Aldrich®) durante cinco

minutos en frio. De nuevo, la células fueron lavadas con PBS-0,5% BSA vy diluidas en esta

misma solucidn a una densidad de 1*¥10° de células/mL. A continuacion, se prepararon
células para ser incubadas con un isotipo control Alexa Fluor®647 (BiolLegend Inc.)
(control negativo) o con un anticuerpo especifico frente a histona H3 fosforilada en el
residuo Ser28 y marcado con Alexa Fluor®647 (BioLegend Inc.) (células control y

tratadas), todas ellas a una concentracion 5 ul/1*10° de células, durante dos horas, en

oscuridad y a temperatura ambiente. Trascurrido este tiempo, las células fueron lavadas
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con PBS-0,5% BSA y se diluyeron en una solucion con 25 pg/mL de ribonucleasa A
(ARNasa, SERVA Electrophoresis GmbH) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Por ultimo, se realizd el marcaje fluorescente del ADN afiadiendo yoduro de propidio
(Sigma Aldrich®) en PBS a una concentracion final de 0,025 pg/mL, vy las células se
incubaron de nuevo 15 minutos en oscuridad. Tras ello, las células fueron analizadas en
el citémetro de flujo, y la fluorescencia emitida por Alexa Fluor®647 se detectd

utilizando el laser que excita a 633 nm (ldser rojo), y la emitida por el yoduro de

propidio se detectd utilizando el laser que excita a 488 nm (laser azul).

3.3 Sincronizacion celular

Para un estudio detallado de cdmo afecta un farmaco a la division celular se
puede realizar un ensayo donde las células comienzan desde un mismo punto del ciclo
celular y avancen a partir de él. En condiciones de crecimiento normal, cada célula
presenta una velocidad de crecimiento, pero si se utiliza un compuesto capaz de
detener reversiblemente a las células en una fase en concreto del ciclo celular, cuando
se retira este compuesto, todas las células inician el ciclo celular a partir de la misma
fase. Afidicolina es un farmaco que inhibe la actividad de la ADN polimerasa a [248],
evitando asi que las células comiencen la sintesis de ADN y produciendo que se
acumulen entre la fase tardia de Gi e inicio de la fase S del ciclo celular [249]. Este
efecto es reversible y no afecta a la viabilidad celular, y puede ser utilizado para

sincronizar células en cultivo.

Para realizar este ensayo, las células fueron sembradas en frascos de cultivo con
una confluencia entre el 50-60% y se dejaron crecer durante 24 horas en condiciones
normales. La sincronizacién del cultivo celular comenzé pasadas las 24 horas con la
adicién de afidicolina a una concentracion final de 1 ug/mL, que se dejé actuar bajo las
mismas condiciones de cultivo durante otras 24 horas mas. Trascurrido este tiempo, la
afidicolina fue retirada y las células fueron lavadas con PBS, para eliminar cualquier
resto de farmaco. A continuacién, las células fueron tratadas con farmaco (NVP-
AUY922) o su disolvente (DMSO) durante diferentes tiempos (4, 8, 16, 24 y 39 horas).
Transcurrido el tiempo de tratamiento estipulado, las células fueron recogidas para el

estudio de las fases del ciclo celular de igual modo que se explica en el apartado 3.1.
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Ademads, también se recogieron células tras la retirada de afidicolina para comprobar

que efectivamente se produjo una detencion de las células en la fase G1/S (tiempo 0).

3.4 Analisis de la muerte celular con Anexina V

Durante la muerte celular se producen cambios en la membrana de las células
gue pueden ser estudiados. Uno de estos cambios consiste en la translocacion de una
proteina de membrana, el fosfolipido fosfatidilserina (FS). En condiciones normales, el
fosfolipido FS se localiza en la membrana plasmatica hacia el espacio intracelular, pero
durante la apoptosis se transloca desde el espacio intracelular de la célula hacia el
espacio extracelular, por lo que queda expuesto en la superficie externa de la célula
[250]. La Anexina V es una proteina de union a fosfolipidos calcio-dependiente con una
alta afinidad por FS, por lo que es capaz de unirse a las células que exponen FS al
espacio extracelular. Ademas, esta proteina puede conjugarse con fluorocromos y es

utilizada como un marcador especifico de apoptosis [251].

Con este procedimiento se puede discriminar entre células viables, cuya
integridad de la membrana estd intacta, y células que estan sufriendo un proceso
apoptotico. En este dltimo caso, las células presentan FS en la parte exterior de su
membrana. Ademads, con la utilizacion de un colorante vital, como el 7-Amino-
Actinomicina (7-AAD) junto con Anexina V, se puede distinguir entre células en
apoptosis temprana y necroticas. El colorante 7-AAD es capaz de penetrar en las células
gue han perdido la integridad de su membrana, llegar al nucleo y unirse al ADN,
mientras que las células que mantienen su membrana intacta excluyen su entrada. El
proceso de pérdida de integridad de la membrana y permeabilizaciéon de la misma es
propio de las etapas tardias de la apoptosis y la necrosis celular. Por tanto, el uso de
Anexina V marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC), y 7-AAD, puede diferenciar

varios tipos de poblaciones celulares, dependiendo de como sea su marcaje (Figura 21).

Las células viables no presentan translocacion de FS ni rotura de la membrana
plasmatica por lo que no se tifien con ninguno de los dos colorantes (FITC- / 7-AAD-).
Las células en fases tempranas de la apoptosis presentan translocacién de FS, pero aun
mantienen intacta su membrana, por lo que presentan FS hacia el exterior que se une a

Anexina V, pero no dejan pasar a 7-AAD (FITC+ / 7-AAD-). Las células en fases tardias de
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la apoptosis pueden tener alterada la integridad de su membrana y se pueden tefiir con
ambos (FITC+ / 7-AAD+). Por Ultimo, las células que directamente tienen su membrana
dafiada se tifien con 7-AAD (FITC- / 7-AAD+). El Unico inconveniente de este ensayo es
que las células necrdticas al tener rota la membrana celular también pueden ser tefiidas

con Anexina V, ya que se podria unir a la FS que se encuentra en el interior de la célula.
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Figura 21: Grafico que muestra la distribucion de las células segin su marcaje con
FITC-Anexina V y 7-AAD. La fluorescencia que emite FITC-Anexina V es enfrentada a la
emitida por 7-AAD y son creados cuatro cuadrantes para cuantificar el porcentaje de
células que se localiza en cada uno de ellos.

Para la realizacion de la técnica las células fueron sembradas previamente en
frascos de cultivo en condiciones de crecimiento normal con una confluencia entre el
50-70%, y tras 24 horas de crecimiento, el medio de cultivo fue retirado y reemplazado
por medio nuevo que contenia el tratamiento (17-AAG o NVP-AUY922) o su disolvente
(DMSO). Pasado el tiempo de tratamiento, las células fueron tripsinizadas con una
solucién atemperada de PBS y EDTA 2 mM (Sigma Aldrich®) con sumo cuidado, para
gue este proceso no afectara a la estructura de la membrana. A continuacion, las
células se contaron con la utilizacion de una camara Neubauer y lavadas con PBS. Una

vez lavadas, fueron diluidas en la solucion “Binding Buffer”, preparada con 0,1 M de

HEPES (pH 7,4) (Laboratorios PAA®), 1,4 M de NaCl (Sigma Aldrich®) y 25 mM de Ca,Cl

(Sigma Aldrich®), quedando a una concentracién final de 1*¥10° células/mL. Un volumen

de 0,1 mL (1*10° células) de esta solucion se introdujo en nuevos tubos, a los que no les
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afiadio nada (control negativo) o se les afiadieron 5 pL de FITC-Anexina V (Biolegend
Inc.) y 5 uL de 7-AAD (BD Pharmingen™, Becton, Dickinson and Company) (células
control y tratadas). La mezcla se agitd suavemente y se incubd durante 15 minutos en
oscuridad y a temperatura ambiente. Por ultimo, se afiadieron 0,4 ml de la solucion
“Binding Buffer” en cada tubo, y las células fueron adquiridas y analizadas en el
citémetro de flujo. La fluorescencia emitida por FITC-Anexina V y la emitida por 7-AAD

se detectaron con la utilizacion del [aser azul.

4, Estudios mediante microscopia
Para la realizacion de los estudios mediante microscopia y la toma de imagenes
se utilizaron dos microscopios, un microscopio invertido modelo Nikon Eclipse Ti-S con
una camara Nikon Digital Sight DS-Qi1lMc (Nikon Instruments Inc.) y un microscopio
confocal Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss AG). Ambos disponian de programas
especializados para la captura de imagenes: el software NIS-Elements BR 3.2 (64 bit), vy

el software ZEN lite, respectivamente.

4.1 Ensayos de inmunofluorescencia

Para estudiar visualmente cambios celulares a través de la microscopia de
fluorescencia se llevaron a cabo técnicas de inmunotincién, que se describen a
continuacion. Para ello, las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos circulares de 12
mm de didmetro, previamente esterilizados por calor seco, en placas de cultivo de 10
cm de didmetro en condiciones de crecimiento normal. Una vez que las células se
adhirieron a los cubreobjetos y alcanzaron una confluencia del 60-70%
(aproximadamente a las 24 horas), los cubreobjetos se trasladaron, uno a uno con unas
pinzas estériles, a los pocillos de una placa de cultivo de 24 pocillos. En los pocillos, las
células fueron tratadas durante 24 horas con el farmaco a estudiar (17-AAG o NVP-
AUY922) o su disolvente (DMSO). Trascurridas las 24 horas de tratamiento, el medio fue
retirado de los pocillos y las células fueron lavadas con PBS. A continuacion, las células
fueron fijadas con formaldehido al 4% (AppliChem GmbH) en PBS durante 10 minutos y

lavadas nuevamente con PBS. Una vez fijadas, las células fueron permeabilizadas con
una solucién de Tritdn X-100 (Sigma Aldrich®) al 0,3% (v/v) en PBS durante 15 minutos,

y seguidamente se realizd una incubacién con una solucion de bloqueo, compuesta por
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PBS junto con 0,3% de BSA, 10% de SBF, 5% de leche en polvo desnatada y 0,1% de

Tritén X-100, durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Tras el bloqueo, las células fueron incubadas con un anticuerpo primario (fosfo-
histona H3 (Ser10) y a-tubulina, Tabla 11), para lo que se prepard previamente una
placa Petri de 10 cm de didmetro con papel de filtro mojado en el fondo, para conseguir
una atmdsfera humeda. Sobre el papel de filtro mojado, se colocd un trozo de parafilm
transparente del mismo tamafio y bien liso, en el que se colocaron unas gotas del
anticuerpo diluido en la solucion de bloqueo. A continuacion, los cubres con las células
se dispusieron encima de las gotas de forma que las células estaban en contacto con el
anticuerpo, y se dejaron incubar durante una hora a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, todos los cubres fueron lavados, al menos tres veces, uno a
uno introduciéndolos en una solucién de PBS y 0,1% (v/v) de Tritdn X-100, y de nuevo
fueron colocados en otra placa Petri preparada de la misma forma que la anterior, pero

con gotas que contenian los fluorocromos que pueden unirse a los anticuerpos
primarios (Alexa Fluor®488, Alexa Fluor®568) y un marcador de la cromatina (Hoechst

33342) (Tabla 11). Tras su colocacién, las células se dejaron incubar durante 30 minutos
a temperatura ambiente y en oscuridad. Por ultimo, los cubres fueron lavados tres

veces con una solucion de PBS y 0,1% Triton X-100, y un ultimo lavado con agua

destilada.
Anticuerpo/Fluorocromo Dilucién [] Laboratorio
fosfo-histona H3 (Ser 10) (conejo) 1:500 200 pg/mL  Santa Cruz Biotech., Inc
o-tubulina (ratdn) 1:500 200 pg/mL  Santa Cruz Biotech., Inc
Alexa Fluor® 488 anti-ratén 1:400 2 mg/mL Molecular Probes®
Alexa Fluor® 568 anti-conejo 1:400 2 mg/mL Molecular Probes®
Hoechst 33342 1:1000 10mg/mL  Molecular Probes®

Tabla 11: Nombre vy diluciones de los anticuerpos y fluorocromos empleados para
ensayos de inmunotincion.
Para finalizar el procedimiento los cubres fueron montados en portaobjetos con
la utilizacion de medio de montaje (5 L) especifico para preparaciones tefiidas con
fluorocromos (Fluorescence Mounting Medium, Dako Denmark A/S). Tras el montaje,

los portaobjetos se dejaron secar durante unos 5-10 minutos, tras lo que fueron
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guardados a 4°C y protegidos de la luz, hasta que fueron examinados mediante el

microscopio confocal, utilizando un objetivo 60X.

4.2 Estudio del estado de la cromatina
La condensacion y la fragmentacion de la cromatina son procesos asociados a la
apoptosis. Por tanto, la visualizacion del estado de la cromatina mediante microscopia
de fluorescencia, representa un método de estudio de los procesos apoptoéticos. Para la
realizacion de este ensayo se empled el fluorocromo Hoechst 33342 (Molecular
Probes®), capaz de marcar la cromatina introduciéndose en las células sin necesidad de
permeabilizacion. De esto modo, permite la distincion de nicleos con condensacion y/o

fragmentacion de cromatina de aquellos donde la cromatina se encuentra integra.

Para llevar a cabo esta técnica, las células fueron sembradas en placas de 6
pocillos a una confluencia del 50%, y se cultivaron durante 24 horas. Tras este tiempo,
las células fueron tratadas con el farmaco a estudiar (17-AAG o NVP-AUY922) o con su
disolvente (DMSO) durante 24 horas. Al finalizar el tratamiento, las células se lavaron
con PBSy se fijaron con metanol frio durante al menos una hora a -20°C. Tras la fijacion,
se retird el metanol y de nuevo las células fueron lavadas con PBS. A continuacion, se
realizé el marcaje de la cromatina incubando las células durante 15 minutos con el
fluorocromo Hoechst 33342 diluido en PBS, a una concentracién de 3 ug/mlL, a
temperatura ambiente y en oscuridad. Tras la incubacion, las células fueron lavadas
nuevamente con PBS y se observaron y fotografiaron en el microscopio de fluorescencia

invertido, utilizando un objetivo 20X.

5. Estudio de los niveles de expresion de proteinas

5.1 Extractos de proteinas
Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 10 cm de diametro con una
confluencia entre el 50-70%, y se dejaron crecer durante 24 horas en condiciones
normales. Pasado este tiempo, el medio de cultivo fue retirado y reemplazado por
medio de cultivo nuevo y el tratamiento correspondiente para cada condicién (farmaco
o disolvente). Tras el tiempo de tratamiento, las células fueron lavadas con tampdn PBS,
recogidas con la utilizacion de raspadores, y precipitadas por centrifugacion a 4°C. Tras

esto, se procedid a la lisis de las células para lo que se elimind el sobrenadante y se
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suspendieron los precipitados celulares en tampodn de lisis (1% NP-40, 150 mM NacCl, 5
mM EDTA, 50 mM NaF, 30 mM Na4P,07, 1 mM NasVOy4, 50 mM Tris-HCl a pH 7,4, todos
los productos son de Sigma Aldrich®), a una proporcién entre 50-100 pL dependiendo
del tamafio del pellet obtenido. Ademas, a cada pellet se le afiadid una mezcla de
inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma Aldrich®) en una
concentracion de 100 pL/mL, y se mantuvieron en hielo durante 30 minutos para que se
produjera la lisis. Finalizado este tiempo, el lisado se centrifugd durante 15 minutos a
4°Cy a velocidad maxima (16000 x g) en una microcentrifuga, para precipitar el material
no solubilizado. Los sobrenadantes de la centrifugacion constituyeron los extractos de

proteinas y fueron guardados a -20°C hasta su utilizacion.

5.2 Ensayo Bradford

Para determinar la concentracién de proteina de los extractos de proteinas
obtenidos se utilizé un reactivo comercial (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories,
Inc) basado en el método colorimétrico Bradford [252]. En resumen, este ensayo
consiste en la determinacion de la concentracidén de proteinas en solucidén cuando se
encuentran unidas a un colorante, el azul brillante de Coomasie® G-250, mediante la
determinacion de la variabilidad de la absorbancia visible. El colorante presenta un
color rojizo (forma catidnica), pero al contacto con las proteinas pierde protones y
adquiere una coloracién azul (forma anidnica), cuyo maximo de absorbancia cambia de
465 nm a 595 nm. Por tanto, al medir la absorbancia a 595 nm se puede cuantificar la
concentracién de proteina, que segun la ley de Lambert-Beer es directamente

proporcional a la medida de absorbancia.

Antes de determinar la concentracion de proteina en los extractos obtenidos, se
prepard una recta de calibrado (concentracién de proteina versus absorbancia) con una
proteina estandar (albumina de suero bovino (BSA), Sigma Aldrich®) y diluida en un
rango de concentraciones entre 0,2-1 mg/mL. A continuacion, se pipetearon 10 pL de
cada una de las diluciones de la proteina estandar y 10 uL de los extractos obtenidos en
una placa de 96 pocillos por duplicado. A cada uno de los pocillos se le afiadieron 200
uL de colorante diluido (1/5) y se agitd la placa. Pasados 5 minutos de incubacion a

temperatura ambiente, la absorbancia fue leida en un espectrofotémetro de placas
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(Infinite® M200 PRO NanoQuant, Grupo Tecan) a una longitud de onda de 595 nm. Por

ultimo, se interpoldé la absorbancia de las muestras en la recta de calibrado para

obtener su concentracion proteica.

5.3 Analisis de proteinas mediante Western Blot
Para la separacion de las proteinas se utilizd la técnica de electroforesis en geles
de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes con dodecilsulfato sédico (SDS) o

SDS-PAGE (siglas de Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) en

un sistema Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad Laboratories, Inc).

5.3.1 Preparacion de las muestras para electroforesis
De cada muestra de extracto proteico, en funcion de la concentracion
determinada en el ensayo Bradford, se tomd el volumen correspondiente a 80 pg de
proteina y se le afladid una quinta parte de tampdn de carga compuesto por: 312,5 mM
Tris pH 6,8, 10% SDS, 50% glicerol, 0,5% (p/v) azul de bromofenol y 5% B-
mercaptoetanol (todos los productos son de Sigma Aldrich®), y se iguald el volumen de

las muestras con tampdn de lisis. El detergente SDS es un agente tensioactivo anionico
gracias al cual las proteinas son desnaturalizadas, es decir, pierden su estructura
tridimensional. El B-mercaptoetanol también contribuye a la desnaturalizacién de las
proteinas por ser un compuesto reductor capaz de romper los puentes disulfuro que
pueda contener una proteina en su estructura terciaria y cuaternaria. Una vez
preparadas, las muestras fueron incubadas durante 5 minutos a 95°C para la completa

desnaturalizacion de las proteinas.

5.3.2 Electroforesis

Para la separacion de las proteinas por tamafio se utilizd la técnica SDS-PAGE.
Esta técnica usa el detergente SDS, porque como se ha explicado, es capaz de causar la
desnaturalizacion de una proteina, pero también porque confiere a las proteinas una
carga negativa proporcional a la longitud de la cadena polipéptidica, lo que hace que la
relacion carga/masa de una proteina sea bastante uniforme y que la distancia de
migracién en un gel se produzca Unicamente en funcidon de su tamafio. Para llevar a
cabo esta técnica se utilizaron geles de poliacrilamida de 10 calles y 1,5 mm de grosor

compuestos por dos fases: una porcién superior concentradora, de baja concentracion
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de poliacrilamida (4,5%), y una porcion inferior separadora (Tabla 12). En la primera
fase se produce la concentracion de proteinas en un mismo punto para que entren al
mismo tiempo en el gel, y en la segunda fase se desarrolla la separacidon de las proteinas
por tamafio. El porcentaje de acrilamida de esta Ultima fase varia en funcién del peso

molecular de la proteina a analizar.

Composicion P. concentradora P. separadora Laboratorio
Desciamida 30%
H,0 60,2% variable Milli-Q®, Millipore Corp.
Tris-HCIpH88 - 255 mM Sigma Aldrich®

Tris-HCl pH 6,8 123mM s Sigma Aldrich®

SDS 10% 1% 1% Sigma Aldrich®

PSA 0,07% 0,07% Sigma Aldrich®

TEMED 0,07% 0,07% Sigma Aldrich®

Tabla 12: Componentes de los geles de electroforesis y concentraciones de los
mismos. Los agentes polimerizantes del gel empleados fueron persulfato amanico (PSA) y
N,N,N,N-tetrametiletileno diamina (TEMED).

Para identificar la proteina de interés segin su peso molecular, se cargaron en el
gel como referencia 5-10 pl de marcadores estandares de peso molecular tefiidos con
azul de bromofenol (Precision Plus Protein Standards, Bio-Rad Laboratories, Inc), que

abarcan un rango de pesos moleculares entre 10 y 250 kDa.

La electroforesis se desarrollé colocando las muestras en los geles dentro de la
cubeta del sistema de electroforesis y sumergidos en el tampdn de electroforesis
compuesto por: 20 mM de Tris, 200 mM de glicina y SDS 0,1% (p/v) a un pH 8,3, vy
aplicando un voltaje constante, de bajo voltaje (80 V) para el gel concentrador y de alto

voltaje (150 V) para el separador.

5.3.3 Transferencia a membrana
Después de finalizar la electroforesis, las proteinas ya separadas por su peso

molecular fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories,
Inc) o de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon®-P, Millipore Corp.) por ser un

medio mas estable y rigido que el gel, y por presentar una alta capacidad de retencion
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de proteinas. Previamente, las membranas de PVDF fueron humedecidas con metanol y
lavadas con agua destilada durante 5 minutos y a continuacién sumergidas en el
tampoén de transferencia, al menos durante 10 minutos. Una vez preparadas las
membranas, se llevd a cabo el montaje de lo que se conoce como “sandwich”, en el que
el gel de la electroforesis entra en contacto directo con la membrana de nitrocelulosa o

PVDF, y a cada lado se le colocan varios papeles absorbentes Whatman® (GE Healthcare

Europe GmbH) y una almohadilla (Figura 22).

+
| | = Almohadilla
e ———

membrana

i > Whatman
Gel 77
| | —» Almohadilla

Figura 22: Sdndwich de transferencia. Para formar un sandwich se coloca el gel, la
membrana de nitrocelulosa o PVDF, papeles absorbentes y almohadillas, tal y como
representa en la figura. Al aplicar un campo eléctrico perpendicular al gel, las proteinas
migran desde el gel (cerca del polo negativo) hacia la membrana (cerca del polo positivo)
y quedan inmovilizadas en la membrana.

Todo el sdandwich se coloca de nuevo en la cubeta del sistema de electroforesis,
sumergido en un tampon de transferencia compuesto por: 25 mM de Tris, 192 mM de
glicina y 20% de metanol. El proceso de transferencia se realizé a 4°C durante dos horas
a un voltaje constante de 100 V, para los geles con un porcentaje de acrilamida inferior

al 10%, 0 110V, para los geles con un porcentaje de acrilamida igual o superior al 10%.

5.3.4 Bloqueo de la membrana
Después de la transferencia, las membranas de nitrocelulosa o PVDF fueron

incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente en una solucion bloqueadora

compuesta por tampén TBS (137 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7,6), 0,05% de Tween®20

(Sigma Aldrich®), y un 5% de leche en polvo desnatada o BSA. Las proteinas de la

solucion blogueadora se unen inespecificamente a todas las porciones de membrana

gue no han interaccionado con proteinas (procedentes del gel tras la transferencia) y asi
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se puede prevenir en gran parte la posible unién inespecifica de los anticuerpos que se

utilizan posteriormente.

5.3.5 Incubacion con anticuerpos primarios

El siguiente paso consistio en la incubacion de las membranas ya bloqueadas con

los diferentes anticuerpos primarios en agitacion continua a 4°C durante toda la noche,

para permitir que los anticuerpos se unan a las proteinas de interés. Los anticuerpos

empleados fueron preparados en una soluciéon TBS-T (tampdn TBS con 0,05% de

Tween®20) con leche en polvo desnatada (2%) o BSA (1%), y fueron utilizados segun las

recomendaciones de sus hojas técnicas (Tabla 13).

Anticuerpo Naturaleza Dilucidon Peso m. Referencia/ Marca

HSP 90 /B monoclonal 1:2000 90 kDa sc-13119/Santa Cruz Biotechnology®
HSP 70 monoclonal 1:2000 70 kDa sc-373867/Santa Cruz Biotechnology®
EGFR policlonal 1:1000 170kDa sc-03/Santa Cruz Biotechnology®
HER2 policlonal 1:250 185 kDa sc-284/Santa Cruz Biotechnology®
HER3 policlonal 1:250 180 kDa sc-285/Santa Cruz Biotechnology®
HER4 policlonal 1:1000 180 kDa sc-283/Santa Cruz Biotechnology®
Akt (pan) monoclonal 1:100 60 kDa 4691/ Cell Signaling Technology®

Erk 1/2 policlonal 1:500 42,44 kDa 9102/ Cell Signaling Technology®
fosfo-Erk 1/2 policlonal 1:500 42,44kDa 9101/ Cell Signaling Technology®
RPS6 policlonal 1:500 32 kDa 2217/ Cell Signaling Technology®
fosfo-RPS6 policlonal 1:1000 32 kDa 2211/ Cell Signaling Technology®
Ciclina B1 policlonal 1:500 60 kDa sc-594/Santa Cruz Biotechnology®
Cdc2 policlonal 1:500 34 kDa sc-53/Santa Cruz Biotechnology®
I‘t’j:gdcz policlonal 1:1000 34k Da PA1-4617/ Pierce Biotechnology®
Mdr-1 monoclonal 1:250 170 kDa sc-13131/Santa Cruz Biotechnology®
MRP1 policlonal 1:500 190 kDa sc-13960/Santa Cruz Biotechnology®
BCRP1 policlonal 1:500 72 kDa sc-25822/Santa Cruz Biotechnology®
NQO1 monoclonal 1:500 31 kDa sc-271116/Santa Cruz Biotechnology®
B-actina policlonal 1:1000 42 kDa A 2066/ Sigma Aldrich®

Tabla 13: Anticuerpos primarios utilizados para Western Blot.

5.3.6 Incubacion con anticuerpos secundarios

Tras la incubacion con los anticuerpos primarios, las membranas fueron

sometidas a tres lavados de 10 minutos con suave agitacion en una solucion de TBS-T
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para eliminar los posibles restos de anticuerpo primario. Posteriormente, se incubaron
durante una hora, en agitacién orbital y a temperatura ambiente, con el anticuerpo
secundario que esta conjugando con la enzima de peroxidasa de rabano (HRP). Durante
este tiempo, el anticuerpo secundario es capaz de unirse al anticuerpo primario
previamente incubado. Los anticuerpos secundarios empleados (conejo-aHRP o ratén-
aHRP, GE Healthcare Europe GmbH) fueron preparados en solucién TBS-T con leche
desnatada en polvo (1%) o BSA (1%), de acuerdo a la preparacion del anticuerpo
primario, en una dilucién final 1:5.000. Por ultimo, las membranas de nuevo fueron
lavadas dos veces con TBS-T y una vez con TBS, durante 10 minutos cada uno de los

lavados.

5.3.7 Inmunodeteccion

Para la inmunodeteccion de las proteinas se utilizd la sefial de
guimioluminiscencia o de quimiofluorescencia que es capaz de desencadenar la enzima
HRP, que se encuentra conjugada a los anticuerpos secundarios unidos a la membrana.
Esta enzima cataliza la reaccion de oxidacién del reactivo luminol, que en condiciones
alcalinas y tras su oxidacion produce una sustancia que emite una intensa luz, que
puede ser detectada por sistemas de imagen. Para llevar a cabo esta reaccion, las
membranas fueron incubadas con sustratos reveladores que contienen luminol, vy
diferentes sistemas de captura de imagenes. Las membranas de nitrocelulosa fueron
reveladas con el liquido revelador Pierce™ ECL 2 Western Blotting Substrate (Thermo
Fisher Scientific Inc.) y la sefial quimioluminiscente fue capturada en peliculas
fotograficas (Hyperfilm ECL, GE Healthcare Europe GmbH). En las membranas de PVDF
se utilizd este mismo liquido revelador, y se detectd la sefial quimiofluorescente que
también emite en un sistema de escaneado laser (Typhoon 9410, GE Healthcare Europe
GmbH). Por otro lado, en algunos casos donde se requeria una deteccion mas sensible,
las membranas de PVDF fueron incubadas con SuperSignal™ West Dura
Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific Inc.) y la sefal
guimioluminiscente emitida fue capturada en una camara-CCD (ChemiDoc™ XRS, Bio-

Rad Laboratories, Inc).
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5.3.8 Reutilizacion de la membrana
En ocasiones, una misma membrana fue utilizada para detectar diferentes
proteinas, de igual o distinto peso molecular, de los mismos extractos proteicos. Para
ello, las membranas fueron tratadas para eliminar los anticuerpos con los que
previamente habian sido incubadas con una solucién reductora, y después fueron
lavadas, bloqueadas e incubadas con los nuevos anticuerpos frente a las proteinas de

interés (este proceso en inglés se conoce como “stripping”).

El proceso consistid en el lavado de las membranas dos veces con solucion TBS-T
durante 5 minutos e incubadas con el tampdn reductor compuesto por 100 mM de -
mercaptoetanol, 2% de SDS y 62,5 mM de Tris a pH 6,8 durante 30 minutos a 50°C en
una estufa de secado para eliminar los anticuerpos que se encontraban unidos a la
membrana. Las membranas de PVDF fueron previamente incubadas con acetonitrilo
(Panreac Quimica) durante 10 minutos en agitacion suave para una mejor eliminacién
de los anticuerpos. Por ultimo, las membranas fueron lavadas tres veces durante 5
minutos con TBS-T. Con este proceso se rompe la unién de los anticuerpos con sus

antigenos, y las membranas quedan preparadas para ser utilizadas nuevamente.

6. Estudio del estado de fosforilacion de proteinas

Para analizar el estado de fosforilacién de proteinas de interés para nuestro
estudio (Tabla 14), se empled un sistema de deteccion comercial llamado Human
Phospho-MAPK Array Kit (ARY002B, Proteome Profiler™, R & D Systems), que puede
detectar los niveles relativos de fosforilacion de varias quinasas diferentes, entre las que
encontramos proteinas intracelulares implicadas en el desarrollo y la proliferacion

celular.

El sistema se basa en un inmunoensayo que estd compuesto por una membrana
de nitrocelulosa que contiene inmovilizados los anticuerpos (por duplicado), y sobre
ellos se incuban los extractos de proteinas procedentes de las células (antigenos) con
una mezcla de anticuerpos especificos conjugados con biotina. De esta forma el
antigeno queda capturado entre dos anticuerpos, formando un "sandwich" (Figura 23).

La deteccidn de la sefial de cada punto de captura se realiza aportando estreptavidinag,
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gue tiene una alta afinidad por la biotina, y que ademas esta conjugada a la enzima

HRP, para que utilizando reactivos reveladores se pueda detectar la sefial que emite.

Proteina Diana Nomencla.tura Fosforilacién c'lf.-l sitio de
alternativa deteccion

Akt 1 PKBa, RACa Ser473

Akt 2 PKBB, RACB Serd74

Akt 3 PKBy, RACy Serd72

Aktpan e Serd73, Serd74, Serd72

p70 S6 quinasa S6K1, p70a, RPS6KB1 Thr421/Ser424

Erk 1 MAPK3, p44 MAPK Thr202/Tyr204

Erk 2 MAPK1, p42 MAPK Thr185/Tyr187

RSK1 MAPKAPK1a, RPS6KAL Ser380

Tabla 14: Nombre y sitio de fosforilacién de las proteinas estudiadas y detectadas en
la membrana del kit Human Phospho-MAPK Array. Leyenda: Ser (serina), Thr (treonina),
Tyr (tirosina).

o Complejo
* ' biotina-

‘ ’ estreptavidina
Ab conjugado

con biotina

Q enzima HRP

estreptavidina

Ab inmovilizado

biotina
membrana ‘

Figura 23: Esquema ilustrativo del kit Human Phospho-MAPK Array. Una proteina
especifica forma un "sandwich" que permite detectar su presencia en un extracto celular.

Previamente a la utilizacion del kit, las células fueron sembradas en placas de
cultivo de 10 cm de diametro con una confluencia entre el 50-70%, y se dejaron crecer
durante 24 horas en condiciones normales. Pasado este tiempo las células fueron
tratadas con farmaco (17-AAG o NVP-AUY922) o su disolvente (DMSQO) durante 24
horas, tras lo cual se procedié a la extraccién de proteinas y la determinacion de la
concentracién de proteina usando el método de Bradford, como se ha explicado en el

apartado 5.2.
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Una vez obtenidos los extractos celulares, se desarrolld el ensayo siguiendo las
instrucciones descritas por la casa comercial que a continuacién pasamos a describir de
forma resumida. Para comenzar, las membranas del kit fueron bloqueadas con un
tampodn de blogueo (Array buffer 5) durante 1 hora en agitacion. Durante este tiempo,
300 pg de proteina de cada muestra fueron ajustados a un volumen final de 1,5 mL con
tampodn diluyente (Array buffer 1) e incubados con 20 uL de una mezcla de anticuerpos
biotinados (Detection Antibody Cocktail) durante una hora a temperatura ambiente. A
continuacién, cada muestra preparada fue afiadida a una membrana e incubada
durante toda la noche a 4°C en agitacion. Pasado este tiempo, las membranas fueron
lavadas tres veces con un tampdn de lavado (Wash buffer) durante 10 min e incubadas
durante 30 min con estreptavidina-HRP. Por Ultimo, las membranas se volvieron a lavar
de igual modo. Para la deteccidn de las proteinas, se usé el liquido revelador Pierce™
ECL 2 Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific Inc.) y la sefial
guimiofluorescente que emite fue detectada en un sistema de escaneado laser

(Typhoon 9410, GE Healthcare Europe GmbH).

7. Estudio de la actividad enzimatica

Para el estudio de la actividad enzimatica se realizaron ensayos mediante
espectrofotometria, en los que se cuantificd la actividad de la enzima NQO1 en
extractos celulares midiendo la velocidad de reducciéon del reactivo 2,6-dicloroindofenol
(DCPIP). EI DCPIP es un compuesto quimico que en su forma oxidada tiene una
coloracién azul cuya maxima absorcion es de 600 nm, mientras que en su forma
reducida es incoloro, por lo que es habitualmente usado como colorante en reacciones
redox. La enzima NQO1 es una flavoproteina capaz de transferir dos electrones en
presencia de piridin-nucledétidos reducidos (NADH o NADPH) y flavin-nucleétidos (FAD) a
un aceptor de electrones. En este ensayo, el compuesto DCPIP es el aceptor de
1

electrones de la reaccién, cuyo coeficiente de extincién es igual a 2,1¥10* Mt cm’

(Figura 24).

Teniendo en cuenta la concentracidn del producto desaparecido con respecto al
tiempo, se cuantifico la actividad enzimatica de NQO1. Esta metodologia se realizé en
base al procedimiento desarrollado por Ernster [190], y modificado posteriormente por

Benson [253]. Para descartar cualquier actividad producida por otras quinonas

99



100

Materiales y Métodos

reductasas que se encuentren en el extracto celular, todos los ensayos se realizaron por
duplicado y en paralelo, uno en presencia de dicumarol (3,3'-metilen-bis (4-hidroxi-2-
coumarin)) y otro en ausencia de dicumarol. El dicumarol es un inhibidor selectivo de
NQO1 [254]. Por tanto, la actividad especifica de NQO1 de los extractos celulares fue
calculada usando la diferencia entre velocidad de reduccién de DCPIP en

presencia/ausencia de dicumarol.

DCPIP oxidado DCPIP reducido

N Cl ﬁ Cl
O/ + 2HY 4 207 e—p O/
HO 0 HO OH
Cl Cl

Figura 24: Reduccién del compuesto DCPIP. Se midié la desaparicion del color azul de
la forma oxidada de DCPIP por accion de la enzima NQO1 durante 2 minutos.

2 minutos
—

Ademas, también se determind de la actividad de NQO1 en los extractos
celulares después del tratamiento de las células en cultivo con un farmaco inhibidor
especifico de NQO1 llamado ES 936 (5-metoxi-1,2-dimetil-3-[(nitrofenoxi) metil]-1H-
indol-4,7-diona), para determinar si efectivamente este compuesto era capaz de
producir la inhibicién de la actividad de NQO1 en las células. Este compuesto utiliza un
mecanismo de inactivacion "suicida", que consiste en unirse de forma irreversible a una
enzima inhibiendo por completo su accion. ES 936 se une al sitio activo de NQO1 vy
forma un complejo irreversible inhibidor-enzima a través de una union covalente [255].
ES 936 es capaz de inhibir el 95% de la actividad de NQO1 de varias lineas celulares
tumorales a una concentracién de 0,1 uM y en un tiempo de exposicion de 30 min

[256].

Para realizar este ensayo las células se cultivaron durante 72 horas, para que
alcanzaran una confluencia de entre el 80-90%, en placas de cultivo de 10 cm. Para cada
linea celular se colocd una placa control y una tratada previamente con ES 936 0,1 uM
durante 30 min. Al finalizar el tratamiento con ES 936, las células de ambas condiciones
fueron lavadas dos veces empleando PBS, y raspadas con una solucién que contenia 25

mM de Tris-HCl pH 7,4, 250 mM de sucrosa y 5uM de FAD en hielo (todo los productos
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de Sigma Aldrich®). A continuacion, a cada solucidn celular se le afiadieron 10 pL de una

mezcla de inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma Aldrich®), y
fueron sonicadas durante tres periodos de 5 segundos en hielo. Tras el proceso de
sonicacion, las soluciones celulares fueron centrifugadas a velocidad maxima (16000 x
g) durante 30 min en una microcentrifuga, y los sobrenadantes fueron recogidos. La
concentracion proteica de los extractos sonicados fue determinada mediante el ensayo
Bradford, como ya ha sido descrito, y se decidié tomar 10 pg de proteina de cada
condicion para medir la actividad de NQO1. Para ello, los 10 ug de proteina fueron
diluidos en una solucion que contenia 25 mM de Tris-HCl a pH 7,4, 0,7 mg/ml de BSA y

200 pM de NADH (Sigma Aldrich®) hasta un total de 1 mL. En este punto, se prepararon

dos tipos de muestras, una en presencia de 20 uM de dicumarol y otra en ausencia de
este compuesto (Tabla 15). Por ultimo, se realizd la medicion de la actividad de NQO1
en placas de 24 pocillos en un espectrofotémetro de placas (Infinite® M200 PRO
NanoQuant, Grupo Tecan) a una longitud de onda de 600 nm y a temperatura ambiente
(27°C). Antes de realizar la lectura de cada pocillo, se procedié a la adicion de 40 uM de
DCPIP y se midi6 la absorbancia durante 2 min. Utilizando la ley de Lambert-Beer se
calculé la concentracion de desaparicion de DCPIP en intervalos de tiempo de

aproximadamente de 6 segundos, y asi se calculd la actividad especifica de esta enzima.

Vol. pocillo control Reactivo Vol. pocillo con dicumarol
100 pL Tris-HCl pH 7,4 100 pL
206 pL BSA 206 pL
10 pL NADH 10 pL
10 pL DCPIP 10 pL
----- Dicumarol 5ulL
674 L - vol. lisado H,0 669 pl - vol. lisado
Variable (para 10 pg) Lisado cel. Variable (para 10 pg)

Tabla 15: Volumen de los reactivos empleados en el ensayo de actividad enzimatica.
Para todos los pocillos el volumen final fue de 1 mL. La altura de la columna de liquido en
todos los pocillos fue de 0,5 cm.
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8. Ensayos de silenciamiento de genes mediante ARN de
interferencia

El silenciamiento de genes a través pequefias moléculas de ARN de doble
cadena conocidas como ARN de interferencia (ARNi) es una herramienta ampliamente
utilizada para regular de manera artificial genes de nuestro interés. Este proceso de
silenciamiento genético se encuentra en multitud de organismos, incluidas las células
eucariotas, aunque aun no se conoce en profundidad por qué los organismos
mantienen este mecanismo, aunque se le atribuyen funciones como ser un mecanismo
antiviral y participar en la expresién genética durante el desarrollo embrionario [257].
Estos ARNi, de 21-25 nucledtidos, proceden de ARN de doble cadena (dsRNA) que son
procesados por varias enzimas de la familia RNAsa tipo Il hasta que finalmente se unen
a su ARN mensajero (ARNm) complementario y lo degradan. Esta degradacion
interrumpe la informacion que se transmite a través de los ARNm desde el ADN hasta la
magquinaria de sintesis de proteinas. Al eliminar la sintesis de una proteina especifica se

puede estudiar como este fendmeno afecta a la célula.

Para realizar este ensayo se utilizd un ARNi sintetizado quimicamente e
introducido en las células a través de la transfeccion. La transfeccion es una técnica que
se usa para introducir material genético al interior de una célula, y para llevarla a cabo
uno de los mecanismos mas utilizados es la lipofeccion. La lipofeccidn se sirve de lipidos
cationicos sintéticos, que son capaces de formar espontaneamente vesiculas con acidos
nucleicos en su interior, y de interaccionar con la membrana celular. En nuestro caso, se
utilizd como lipido la lipofectamina y las condiciones del ensayo fueron optimizadas
para obtener una buena eficiencia de transfeccién con una confluencia celular

aceptable (entre 70-80%).

Para el estudio del silenciamiento de NQO1 las células fueron transfectadas con
el ARNi contra el ARNm de NQO1 (ARNi NQO1) (Figura 25), o con una secuencia
inespecifica (“scrambled”) que no degrada ningin ARNm celular conocido, y que sirvid
de control de la transfeccidn. Este ensayo de interferencia es transitorio, porque la

expresion del gen es silenciada temporalmente.
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5'-GUCUUAGAACCUCAACUGATT-3'

3'-TTCAGAAUCUUGGAGUUGACU-5'

Figura 25: Secuencia del ARNi de NQO1 (Silencer® Select Validado siRNA, Ambion®)
utilizado en los ensayos de silenciamiento.

Las células fueron sembradas paralelamente en placas de 96 pocillos y de 6
pocillos a una confluencia entre el 30-50%. Esta siembra se realizé con medio de cultivo
suplementado con 10% de SBF, previamente inactivado, y sin antibidticos, y las células
se dejaron crecer durante 24 horas. Para la transfeccion, se utilizd una solucién que
contenfa como vehiculo de transfeccién lipofectamina (Lipofectamine™ RNAIMAX,
Invitrogen™), que se usd a una concentracion final de 2,5 pl/mL, y ARNi de NQO1
(Figura 25) o ARNi inespecifico (“scrambled”) (siRNA-A, Santa Cruz Biotechnologies,
Inc.), ambos a una concentracion final de 6,25 pmoles/mL. Todos ellos fueron diluidos
previamente en medio de cultivo Opti-MEM® Reduced Serum (Gibco®) e incubados
durante 5 min a temperatura ambiente por separado. A continuacion, la lipofectamina 'y
el ARNi fueron mezclados e incubados durante 20 min a temperatura ambiente. Esta
mezcla fue afiadida gota a gota y con agitacion al cultivo celular. La transfeccion se
realizd durante 24 horas a 37°C en un incubador con 5% de CO, vy finalizd retirando todo
el medio de cada pocillo, tras lo cual las células fueron cultivadas con medio de cultivo
DMEM rico en glucosa (4,5 g/L) (Laboratorios PAA®). A continuacién, las células fueron
tratadas con el farmaco (17-AAG) o con el disolvente adecuado (DMSQ). Transcurridas
72 horas de tratamiento, se llevaron a cabo los ensayos de citotoxicidad en las placas de
96 pocillos por sextuplicado mediante tincidn con cristal violeta, y el andlisis de niveles
de proteinas mediante Western blot y los ensayos de actividad enzimatica se realizaron
con las células sembradas en las placas de 6 pocillos. Para todos los experimentos se

dispusieron cuatro condiciones:

células sin transfectar

células con ARNi inespecifico o secuencia "scrambled" (ARN S)

células con ARNi NQO1 + disolvente (DMSO)

células con ARNi NQO1 + farmaco (17-AAG 0,5 uM)
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9. Analisis estadisticos

Los experimentos se realizaron al menos tres ocasiones (n > 3) y los datos se
presentan como la media * error estandar de la media (SEM). Las diferencias
estadisticamente significativas se estimaron a partir de p: * p< 0,05, ** p< 0,01y ***p
< 0,001. Las diferencias se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney de dos colas. También se utilizd el test no paramétrico de Spearman para
calcular la correlacién entre la actividad de la enzima de NQO1 vy la sensibilidad a los
farmacos 17-AAG y NVP-AUY922, representada con la ICsq para cada farmaco de cada
linea celular. Para la realizacién de los test se utilizaron los programas: GraphPad Prism
version 4.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA) o el programa SPSS versién 10.0
(SPSS Inc., Chicago, IL).
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1. Estudio de los niveles de expresion de HSP90
Para dar comienzo a este estudio sobre la inhibicién de la chaperona HSP90 en
lineas celulares de CP y de CCR, se caracterizaron los niveles basales de HSP90 en cada
una de las lineas celulares incluidas en el estudio. Como ha sido descrito en la
introduccidn, la chaperona HSP90 es una proteina constitutiva y se expresa en todas las
células, y como era de esperar, y asi se puede apreciar en la Figura 26, en todas las

lineas celulares analizadas se obtuvieron niveles apreciables de expresién de HSP9O.
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El densitometrado de las bandas revela que las lineas de CP presentan
diferentes niveles de HSP90, siendo las lineas celulares PANC-1, CFPAC-1 e IMIM-PC-1

las que presentan mayores niveles de expresion de HSP9O0 (Figura 27).
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Figura 27: Densitometrado de la expresion de HSP90 en las lineas celulares de CP. Los
valores de HSP90 para cada linea representados en la figura anterior fueron normalizados
frente a B-actina.
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Por otro lado, las lineas de CCR presentan una expresion de HSP90 mas
homogénea, y entre las lineas con mayor expresién de HSP90 se encuentran las células

LoVo, HCT-15, HCT 116 y DLD-1. (Figura 28).

i HSP90

=
- [ N

Unidad de densitometrado

HT-29 Ls174T SW620 HCT116 SW480 HCT-15 DLD-1 HGUE-C-1 LoVo  Caco-2

Figura 28: Densitometrado de la expresién de HSP90 en las lineas celulares de CCR.
Los valores de HSP90 para cada linea representados en la figura anterior fueron
normalizados frente a B-actina.
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2. Efectos de la inhibicion de HSP90 sobre la proliferacion celular

2.1 Efectos sobre la proliferacion celular dependiente de anclaje
Sabiendo que los niveles de expresion de HSP90 son moderados o altos en todas
lineas celulares seleccionadas, el siguiente paso fue determinar el efecto anti-
proliferativo de los inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922 en todas las lineas
celulares. Asimismo, también se realizaron experimentos con algunos cultivos primarios
obtenidos a partir de muestras tumorales de pacientes con CCR. Todas las células
fueron cultivadas como se explica en materiales y métodos, y los ensayos de

proliferacion celular se basaron en el metabolismo de MTT o tincién con cristal violeta.

2.1.1 Efecto antiproliferativo de 17-AAG
En el caso de las ocho lineas celulares de CP, los resultados experimentales
indicaron que el tratamiento con 17-AAG durante 72 horas, con concentraciones
comprendidas entre 0,001 y 2 uM, disminuye la proliferacién de las lineas celulares de
manera concentracion-dependiente, aunque esta reduccion no es igual en todas las
lineas celulares. Por un lado, se observa una reduccion superior al 50% de la

proliferacion en casi todas las lineas celulares estudiadas a 2 uM, la maxima
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concentracion utilizada en los ensayos (en orden de menor a mayor ICso: RWP-1, Hs
766T, IMIM-PC-1, HPAF-II, BxPC3 e IMIM-PC-2) (Tabla 16, Figura 29). Por otro lado, las
lineas celulares CFPAC-1 y PANC-1 presentan una menor disminucion en su
proliferacion, ya que en ambos casos, 17-AAG solamente fue capaz de inhibir
aproximadamente entre el 35-40% del crecimiento a 2 uM. Para estas lineas celulares

se considerd que su ICsg es superior a esta concentracion (Tabla 16).

Por tanto, se distinguen dos grupos de lineas celulares con respecto al
tratamiento con 17-AAG, uno que responde bien y muestra sensibilidad a 17-AAG, y
otro que muestra una menor respuesta al tratamiento con 17-AAG. Ademas, estas
lineas celulares también se diferencian por sus valores de ICsg. Teniendo en cuenta este
hecho, decidimos elegir un valor de ICsq intermedio entre ambos grupos celulares como
es 1 UM, para distinguir entre lineas celulares sensibles a 17-AAG vy lineas celulares
resistentes. Aquellas lineas celulares con una ICsy inferior a 1 uM se consideraron
sensibles a 17-AAG, mientras que las lineas cuya ICsg es superior a 1 uM se consideraron
resistentes a este inhibidor. Las diferencias entre ambos grupos comienzan a observarse
a bajas concentraciones de 17-AAG, y se hace notable a partir de una concentracion de
0,5 uM (Figura 29), por lo que esta concentracion nos parecié apropiada para la

realizacion de los siguientes experimentos.
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Figura 29: Efecto de 17-AAG sobre la proliferacion celular en las lineas celulares de
CP. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de 17-AAG (0,001-2 uM),
durante 72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferacion + el error
estandar de la media (SEM) de diferentes experimentos (n=6), con respecto al control,
obtenido mediante ensayos MTT.
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Linea celular CP % Inhibicién con 0,5 uM % Inhibicién con 2 pM ICso [UM]
RWP-1 60,6+3,4 61,4+3,8 0,012

Hs 766T 59,2+5,1 62,8 +3,9 0,025
IMIM-PC-1 54,7+4,8 55,8+5,4 0,031
HPAF-II 51,5+£3,6 58,3+4,9 0,044
BxPC3 58,1+2,8 62,7+£2,6 0,049
IMIM-PC-2 62,3+3,7 72,3+1,6 0,089

CCcFPACT 355441 41347  >2

PANC-1 24542 35445 >2

Tabla 16: Porcentaje de inhibicién de las lineas celulares de CP y su valor de ICsq. En la
tabla se muestra el porcentaje de inhibicién de la proliferacién celular cuando las células
fueron tratadas con una concentracién 0,5y 2 UM de 17-AAG, y los valores de ICsq. Todos
los datos se obtuvieron a través de la curva sigmoidea para cada linea representada en la
figura 29. La linea en color rojo separa las lineas celulares cuya ICsq es menor de 1 uM, de
las que es mayor de 1 uM.

Los ensayos de proliferaciéon en las lineas de CCR también mostraron una
disminucién de la proliferaciéon de las lineas celulares de forma concentracion-
dependiente cuando eran tratadas con concentraciones crecientes de 17-AAG (0,001-2

UM) durante 72 horas. También se observa una respuesta diferencial de las lineas

celulares de CCR frente a 17-AAG (Figura 30).
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Figura 30: Efecto de 17-AAG sobre la proliferacién celular en lineas celulares de CCR.
Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de 17-AAG (0,001-2 uM),
durante 72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferacion + SEM de
diferentes experimentos (n=6), con respecto al control, obtenido mediante ensayos MTT.

Si tenemos en cuenta los valores de ICsg obtenidos para las lineas celulares de

CCR tras el tratamiento con 17-AAG (Tabla 17), se observa que la mayoria de las lineas
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celulares presentaban una ICsg menor de 1 uM (en orden de menor a mayor ICsg: HT-29,
SW480, SW620, LS 174T, HCT 116, DLD-1, HGUE-C-1, HCT-15 y LoVo), y que solamente
habia una linea celular cuya ICso era mayor de 1 uM, Caco-2. Del mismo modo que
hicimos en las lineas celulares de CP y teniendo en cuenta la concentracién 1 uM como
el valor de ICsq como referencia para distinguir las diferentes respuestas de las células
frente a 17-AAG, las lineas celulares de CCR con una ICsg menor de 1 uM fueron
consideradas como sensibles a 17-AAG, y la Unica linea celular con una ICsqg mayor de 1
UM, Caco-2, fue considerada resistente. Hay que apuntar que la diferente respuesta a
17-AAG entre la linea celular LoVo y Caco-2 es moderada ya que la linea celular LoVo
tiene una ICsg préxima a 1 uM (1Cs0=0,738), acercandose al comportamiento de linea
celular Caco-2 (ICs50=1,095) (Tabla 17). Por esto, la linea celular LoVo fue considerada de
sensibilidad intermedia a 17-AAG, ya que en estos ensayos responde a 17-AAG, pero no

tan considerablemente como es resto de las lineas celulares sensibles.

Linea celular CCR % Inhibicién con 0,5 uM % Inhibicién con 2 uM 1Cs0 [UM]

HT-29 88,4+ 1,1 88,4+ 1,0 0,006
SW480 70,2+7,8 70,5+5,5 0,015
SW620 79,7 4,1 79,9+ 4,1 0,017
LS 1747 81,5£2,9 81,8+4,1 0,018
HCT 116 71,4£2,0 73,8£2,8 0,026
DLD-1 71,8+ 1,6 72,1426 0,031
HGUE-C-1 62,8+ 1,8 71,1422 0,101
HCT-15 71,242, 80,2433 0,111
LoVo 28,3+0,5 64,6 +10,6 0,738
‘Caco2 282+11,9 549+39 1,095

Tabla 17: Porcentaje de inhibicion de las lineas celulares de CCR y su valor de ICsq. En
la tabla se muestran el porcentaje de inhibicién de la proliferacion celular cuando las
células fueron tratadas con una concentracion 0,5y 2 uM de 17-AAG, y los valores de ICsp.
Todos los datos se obtuvieron a través de la curva sigmoidea para cada linea representada
en la figura 30. La linea en color rojo separa las lineas celulares cuya ICso es menor de 1
UM, de las que es mayor de 1 uM.

2.1.2 Efecto antiproliferativo de NVP-AUY922
En general, todas las lineas celulares estudiadas de CP presentaron una
importante inhibicion del crecimiento cuando eran tratadas con concentraciones

crecientes de NVP-AUY922 (0,001-2 uM) durante 72 horas (Figura 31), de forma

concentracién-dependiente. De hecho, con este farmaco, los valores de ICsg de las
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lineas celulares de CP fueron, para todos los casos, menores de 1 uM, vy siguiendo el
mismo criterio utilizado para el farmaco 17-AAG, todas ellas fueron consideran
sensibles a NVP-AUY922 (Tabla 18). En orden de menor a mayor ICsg, las lineas celulares
de CP se disponen de este modo: RWP-1, IMIM-PC-1, CFPAC-1, PANC-1, IMIM-PC-2,
HPAF-II, Hs 766T y BxPC3 (Tabla 18). Si se observa lo que ocurre a una concentraciéon
intermedia, como puede ser 0,1 uM, se aprecia que las lineas celulares han sufrido una

inhibicion considerable del crecimiento, con valores que oscilan entre el 40-65% (Tabla

18).

3

754

50~

25+

% con respecto el control

I 1
0.001 0.01

0.1

NVP-AUY922 log [uM]

Figura 31: Efecto de NVP-AUY922 sobre la proliferacién celular en lineas celulares de
CP. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de NVP-AUY922 (0,001-2
uM), durante 72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferacion + SEM de
diferentes experimentos (n=6), con respecto al control, obtenido mediante ensayos MTT.

IMIM-PC-2
HPAF-II
CFPAC-1
BxPC-3
RWP-1
IMIM-PC-1
Hs 766T
PANC-1

Linea celular CP % Inhibicién con 0,1 uM % Inhibicién con 2 uM ICs0 (UM)
RWP-1 53,1+£3,2 66,1+1,0 0,002
IMIM-PC-1 499+1,2 54,2 +£0,5 0,002
CFPAC-1 52,1+£2,4 60,4 £0,8 0,009
PANC-1 53,3+£2,5 63,2+£1,5 0,010
IMIM-PC-2 64,5+2,3 69,6 £3,4 0,012
HPAF-II 459+ 4,2 53,3+1,1 0,018
Hs 766T 41,1+2,9 55,6+1,0 0,023
BxPC3 55,2+5,2 71,3+£1,2 0,034

Tabla 18: Porcentaje de inhibicién de las lineas celulares de CP y su valor de ICs,. En la
tabla se muestran el porcentaje de inhibicién de la proliferacién celular cuando las células
fueron tratadas con una concentracion 0,1y 2 uM de NVP-AUY922, y los valores de ICsy.
Todos los datos se obtuvieron a través de la curva sigmoidea para cada linea representada

en la figura 31.
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Para las lineas celulares de CCR, la inhibicién de la proliferacién producida por
NVP-AUY922 (0,001-2 uM) durante 72 horas de tratamiento también fue bastante
significativa y concentracién-dependiente (Figura 32), con una disminucion del
crecimiento entre el 80-90% para la mayoria de las lineas celulares analizadas a una

concentracion 2 uM (Tabla 19).
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Figura 32: Efecto de NVP-AUY922 sobre la proliferacién celular en lineas celulares de
CCR. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de NVP-AUY922 (0,001-2
uM), durante 72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferacion + SEM de
diferentes experimentos (n=6), con respecto al control, obtenido mediante ensayos MTT.

Ademas, al igual que ocurre en las lineas celulares de CP, la ICso de todas las
lineas celulares de CCR fue inferior a 1 uM, por lo que todas las lineas celulares se
consideraron sensibles a NVP-AUY922 (Tabla 19). En orden de menor a mayor ICsg, las
células quedaban del siguiente modo: SW620, SW480, DLD-1, HT-29, HGUE-C-1, Caco-2,
HCT 116, HCT-15, LoVo y LS 174T (Tabla 19). A una concentracién intermedia como 0,1
UM, la mayoria de las lineas celulares de CCR presentan una disminucion de
aproximadamente un 60-80% de su crecimiento. La concentracion 0,1 pM fue
seleccionada para realizar el resto de experimentos, tanto con las lineas celulares de CP

como de CCR.

De manera interesante, podemos decir que ninguna linea celular de CP o de CCR
mostré una baja respuesta a NVP-AUY922, ya que en todas se producia una disminucién

considerable de la proliferacién tras el tratamiento con este inhibidor.
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Ademas, ninguna linea celular analizada presenta un valor de ICsg superior a 1
UM (Tabla 18 y 19), valor seleccionado en este trabajo para clasificar las células como
sensibles o resistentes al tratamiento frente a los inhibidores de HSP90 estudiados, para
el rango de concentraciones utilizadas en los experimentos de proliferacién (0,001-2

LUM).

Linea celular CCR % Inhibicién con 0,1 uM % Inhibicién con 2 uM ICso (LM)

SW620 82,8+1,8 83,609 0,003
SW480 70,2+7,8 70,5%5,5 0,005
DLD-1 73,1+3,1 76,1+2,8 0,015
HT-29 86,9+1,8 90,2+1,9 0,016
HGUE-C-1 83,3+1,2 86,0£0,9 0,023
Caco-2 51,6+£6,5 60,9+4,3 0,024
HCT 116 80,0%5,5 82,0+4,2 0,028
HCT-15 74,7 +4.,5 80,8+1,7 0,029
LoVo 68,8+4,3 80,2+3,2 0,033
LS 1741 58,7+3,1 82,518 0,065

Tabla 19: Porcentaje de inhibicion de las lineas celulares de CCR y su valor de ICsq. En
la tabla se muestran el porcentaje de inhibicion de la proliferaciéon celular cuando las
células fueron tratadas con una concentracién 0,1y 2 uM de NVP-AUY922, y los valores
de ICso. Todos los datos se obtuvieron a través de la curva sigmoidea para cada linea
representada en la figura 32.

2.1.3 Efectos antiproliferativos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre
cultivos primarios

En general, los cultivos primarios procedentes de tumores colorrectales de
pacientes también mostraron una inhibicion del crecimiento cuando fueron tratados
con 17-AAG o NVP-AUY922, aunque la reduccion de la proliferacién en estos cultivos
fue menor que la observada en las lineas celulares de CCR incluidas en el estudio. En
total, fueron analizados 16 cultivos primarios (Tabla 8), los cuales fueron tratados con
dos concentraciones diferentes de cada farmaco. Basandonos en los experimentos
preliminares realizados en las lineas celulares de CCR, se decidié utilizar una
concentracién baja de 17-AAG (0,5 uM) y de NVP-AUY922 (0,1 uM); y una
concentracién mas alta, de 2 y 1 uM, respectivamente. El promedio de la inhibicidon de
la proliferacion fue de 35,9 + 2,2% y de 42,7 + 2,2%, cuando los cultivos fueron tratados
con 0,5y 2 uM de 17-AAG; y de 43,9 + 2,7% y de 45,3 + 2,5%, cuando fueron tratados
con 0,1y 1 uM de NVP-AUY922 (Figura 33).
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Figura 33: Efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre la proliferacion celular de cultivos
primarios derivados de muestras tumorales de pacientes con CCR. Los cultivos primarios
(n=16) fueron tratados con 0,5y 2 uM de 17-AAG, y 0,1 y 1 uM de NVP-AUY922, durante
72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferacion de diferentes
experimentos (n=3), con respecto al control, para cada cultivo, medido mediante tincién
con cristal violeta.

En algunos cultivos primarios, en concreto en cuatro de ellos: HCUVA-CC-1,
HCUVA-CC-34, HCUVA—CC—lCT, HCUVA—CC—BCT, también se realizd un curso dosis-
respuesta con diferentes concentraciones de ambos farmacos. El rango de
concentraciones empleado fue superior al utilizado en las lineas celulares (0,01- 10 uM),
dado que los resultados obtenidos en el ensayo anterior (Figura 33) indicaron que la
reduccién de la proliferacién en los cultivos primarios no era tan pronunciada como en
las lineas celulares de CCR. En los cuatro cultivos, el crecimiento fue inhibido por ambos
inhibidores de forma concentracién-dependiente, al igual que se observa en las lineas
celulares de CCR (Figura 30y 32). Si examinamos el efecto de 17-AAG, la disminucién de
la proliferacion es bastante significativa en el cultivo primario HCUVA-CC-3%", con casi un
80% de reduccién a la maxima concentracion utilizada (10 uM), mientras que el cultivo
HCUVA-CC-34 es el que peor responde al tratamiento con 17-AAG. Con respecto a los
valores de ICsg, decir que todos los cultivos muestran un valor de ICsq inferior a 1 uM,
por lo que al igual que las lineas celulares de CCR, fueron considerados sensibles a 17-
AAG (Tabla 20), a excepcién del cultivo HCUVA-CC-34 cuyo valor de ICsq fue superior a 1

UM, y por tanto se considerd resistente a 17-AAG (Tabla 20).
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Por otro lado, si se observa el comportamiento de los cultivos con respecto a
NVP-AUY922, se aprecia que sucedia algo muy parecido que tras el tratamiento con 17-
AAG. El cultivo mas afectado por el tratamiento fue HCUVA-CC-3CT, con una disminucién
de la proliferacion de 74,8 + 6,1% a la maxima concentracioén utilizada de NVP-AUY922
(10 uM), y el menos afectado fue el cultivo HCUVA-CC-34, con una disminucion de la

proliferacion de un 40,4 + 7,8 a esta misma concentracion (Tabla 20).
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Figura 34: Efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre la proliferacion celular en cuatro
cultivos primarios derivados de muestras tumorales de pacientes con CCR: HCUVA-CC-1
(CC-1), HCUVA-CC-34 (CC-34), HCUVA-CC-1°" (CC-1%") y HCUVA-CC-3°T (CC-3"). Las células
fueron tratadas con concentraciones crecientes (0,01-10 uM) de 17-AAG (A) y NVP-
AUY922 (B) durante 72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferacion *
SEM de diferentes experimentos (n>3), con respecto al control, obtenido mediante
tincién con cristal violeta.

Los valores de ICsqo de los cultivos primarios analizados también fueron inferiores
a 1 pM tras el tratamiento con NVP-AUY922, y por tanto todos ellos fueron
considerados sensibles a este inhibidor, segun el mismo criterio utilizado para las lineas
celulares de CCR, a excepcidén del cultivo HCUVA-CC-34, con un valor de ICsg mayor de 1
UM (Figura 34, Tabla 20). Esto es muy interesante, ya que HCUVA-CC-34 son el modelo
celular, considerando todas las lineas celulares de CP y de CCR vy los cultivos estudiados
en este trabajo que peor responden al tratamiento con NVP-AUY922 (Tablas 18, 19 vy
20), siendo este hecho muy evidente cuando fue tratado con 0,1 uM de NVP-AUY922,
donde el inhibidor solamente es capaz de producir una disminucion de la proliferacion

de un 17,8 + 4,8% (Tabla 20).
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17-AAG
Cultivo primario % Inhibicion con 0,5 uM % Inhibicién con 10 uM  1C5p [UM]
HCUVA-C-3“ 67,4%3,9 77,7+6,1 0,016
HCUVA-C-1 46,7 £6,9 62,9+5,3 0,130
HCUVA-C-1< 45,2 +5,9 59,9+0,9 0,194
HCUVA-C-34 37,5+5,3 43,8+7,2 >1
NVP-AUY922
Cultivo primario % Inhibicién con 0,1 uM % Inhibicién con 10 uM  1Cso [UM]
HCUVA-C-1¢ 43,8+3,0 65,0+ 1,0 0,034
HCUVA-C-3“ 68,8+ 5,4 74,8 +6,1 0,035
HCUVA-C-1 49,6 £ 4,8 70,6 £0,1 0,040
HCUVA-C-34 17,8+4,8 40,4+7,8 >1

Tabla 20: Porcentaje de inhibicion de cultivos primarios y su valor de ICso. En la tabla

se muestran el porcentaje de inhibicién de la proliferacién celular cuando los cultivos

primarios fueron tratados con una concentracién 0,5y 10 uM de 17-AAG, y 0,1 y 10 uM

de NVP-AUY922, y sus respectivos valores de ICsq. Todos los datos se obtuvieron a través

de la curva sigmoidea para cada linea representada en la figura 34.
2.1.4 Efectos antiproliferativos durante un curso temporal

Para estudiar con mas detalle la inhibicién de la proliferaciéon celular producida
por 17-AAG y NVP-AUY922, se realizd un curso temporal de 1, 3 y 6 dias, donde las en
las lineas celulares de CP y de CCR fueron tratadas con una concentracion constante de
cada farmaco. Los experimentos se llevaron a cabo en cuatro lineas celulares de CP:
IMIM-PC-1, IMIM-PC-2, CFPAC-1 y PANC-1; y cuatro lineas celulares de CCR: HT-29,
SW620, LoVo y Caco-2. Los resultados con 17-AAG (0,5 uM) muestran que hay dos
grupos de lineas celulares que se comportaban de forma diferente, al igual que ocurrio
en los ensayos dosis-respuesta. Por un lado, las lineas celulares CFPAC-1 y PANC-1
practicamente no mostraban inhibicion alguna, seguidas por la linea Caco-2, que
presentd una inhibicién muy leve, de solamente un 25,6 + 7,3% (Tabla 21, Figura 35, A).
Concretamente, estas tres lineas celulares han sido consideradas resistentes frente a
este inhibidor, y en estos ensayos se confirmd su baja respuesta a 17-AAG. Por otro
lado, en el resto de las lineas celulares se observa una inhibicidn de la proliferacion de
aproximadamente un 60% o superior a los 6 dias de tratamiento, especialmente las
lineas HT-29 y SW620, cuya inhibicion es drastica (Tabla 21, Figura 35, B). Ademas, la

linea celular LoVo presenta una inhibicién del 70,5 £+ 5,7% (Tabla 21), indicando que a
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mayor tiempo de exposicidon a 17-AAG, su inhibicion es similar a otras lineas celulares
sensibles a 17-AAG, confirmando asi su comportamiento sensible frente a 17-AAG. Un
resultado similar a los obtenidos en los ensayos dosis-respuesta también muestra el
andlisis de las ocho lineas celulares tratadas NVP-AUY922 (0,1 uM), ya que todas
experimentan una inhibicion de alrededor del 80% de la proliferacién tras el

tratamiento con NVP-AUY922, por lo que todas son sensibles frente a este inhibidor en

estos experimentos (Tabla 21, Figura 35, B).
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Figura 35: Curso temporal de la proliferacién celular tras el tratamiento de
inhibidores de HSP90. Las lineas celulares de CP (IMIM-PC-2, IMIM-PC-1, CFPAC-1 vy
PANC-1) y de CCR (HT-29, SW620, LoVo y Caco-2) fueron tratadas durante 1, 3 y 6 dias
con A) 0,5 uM de 17-AAG o B) 0,1 uM de NVP-AUY922. Cada punto representa el
promedio de la proliferacién + SEM de diferentes experimentos (n>3), con respecto al
control, medido mediante tincion con cristal violeta.

Linea celular 17-AAG NVP-AUY922
IMIM-PC-2 58,4+1,2 85,3+4,3
IMIM-PC-1 77,8+7,2 82,6+2,2
CFPAC-1 18,1+0,2 91,4+0,5
PANC-1 15,0+0,3 79,4+ 4,4
HT-29 94,8 +0,5 83,1+3,0
SW620 94,1+0,2 93,9+0,6
LoVo 70,5%5,7 949+1,0
Caco-2 25,6+7,3 86,1+3,9

Tabla 21: Porcentaje de inhibicidn de ocho lineas celulares tras el tratamiento de 17-
AAG y NVP-AUY922 durante 6 dias. En la tabla se muestra el porcentaje de inhibicion de la
proliferacion celular cuando las células fueron tratadas con una concentracion 0,5 uM de
17-AAG y 0,1 pM de NVP-AUY922. Los datos corresponden al dltimo punto representado

en la figura 35 para cada linea celular.
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2.2 Efectos sobre la proliferacion celular independiente de anclaje

El ensayo in vitro llamado "soft agar" es una forma de analizar el crecimiento de
las células tumorales sin que puedan anclarse a ninguna superficie, es decir, de forma
independiente de anclaje. En este caso, las células tienen que ser capaces de crecer
formando colonias dentro de un soporte blando de agar. Este ensayo es uno de los mas
rigurosos para determinar la capacidad de transformacion maligna de las células,
aungue no todas las células tumorales presentan esta propiedad. Para la realizacién de
este ensayo primero se determind si efectivamente las lineas celulares eran capaces de
formar colonias en condiciones de crecimiento normales, en presencia de suero y sin
farmacos (Figura 36), y después se valorod el efecto de los inhibidores, 17-AAG y NVP-

AUY922, sobre las mismas.
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Figura 36: Numero de colonias formadas por varias lineas celulares. Nimero de
colonias formadas durante 14 dias, en cada una de las ocho lineas celulares seleccionadas
sin ningun tipo de tratamiento. Cada barra representa el promedio de las colonias + SEM
de diferentes experimentos (n>3).

2.2.1 Efectos de 17-AAG sobre la formacion de colonias

Para evaluar el efecto de 17-AAG sobre la formacién de colonias se eligieron
lineas celulares sensibles al tratamiento con 17-AAG en los ensayos de proliferacion
celular, y lineas que no lo eran. Segun los resultados de los ensayos de proliferacion, se
seleccionaron tres lineas sensibles a 17-AAG (ICsop < 1 puM): una linea celular de CP,
IMIM-PC-1, y dos de CCR, HT-29 y SW620; una linea celular de CCR con una sensibilidad
intermedia a 17-AAG, LoVo; v tres lineas celulares resistentes a 17-AAG (ICsg > 1 uM):
dos lineas celulares de CP, CFPAC-1 y PANC-1, y una de CCR, Caco-2. La linea celular de

CP IMIM-PC-2 fue descartada para el ensayo por el bajo niumero de colonias que

119



120

Resultados

formaba (Figura 36). Los resultados tras 14 dias de tratamiento con 0,5 uM de 17-AAG
mostraron que la inhibicion de la formacién de colonias en las lineas IMIM-PC-1, HT-29 y
SW620 fue practicamente total, con un 99% de inhibicién de la formacion de colonias
(Figura 37 y Figura 39). En el caso de la linea celular LoVo también se observa una gran
reduccién de la formacion de las colonias, con un 94,5% + 4,2 (Figura 37), por lo que
responden al tratamiento con 17-AAG. En la linea Caco-2 las colonias formadas fueron
inhibidas hasta un 59,7% + 6,7 (Figura 37). En este tipo de ensayo, Caco-2 presenta una
respuesta parcial a 17-AAG. Todo lo contrario ocurrié en las lineas celulares de CP,
CFPAC-1 y PANC-1, que mostraron resistencia a 17-AAG, con un porcentaje muy bajo de

inhibicion del nimero de colonias (8,0 + 7,9% vy 4,7 + 2,5%, respectivamente) (Figura 37

y Figura 39).
6 17-AAG 0,5 uM
; Control
» | IMIM-PC-1
© 804 / x
= % HT-29
0 / 23 swe20
(W)
@ / CFPAC-1
8 ol % 1 5 PANC-1
cs:) / E3 Lovo
= / 7 Caco-2
o\ 20‘ /
e
% .
o_ //‘ %‘ %

Figura 37: Efecto de 17-AAG en la formacién de colonias en lineas celulares.
Porcentaje del n2 de colonias, tratadas con DMSO (control) 0 0,5 uM de 17-AAG durante
14 dias, en cada una de las siete lineas celulares. Cada barra representa el promedio de
las colonias + SEM de diferentes experimentos (n=3). Se representa un solo control,
correspondiente al nimero maximo de colonias para cada linea celular (100%).

2.2.2 Efectos de NVP-AUY922 sobre la formacion de colonias
Para evaluar el efecto de NVP-AUY922 sobre la formacién de colonias se
seleccionaron las mismas lineas celulares que fueron tratadas con 17-AAG. Sin
embargo, con este inhibidor todas las células analizadas presentaron una reduccion casi
total del nimero de colonias formadas tras el tratamiento con NVP-AUY922, a una
concentraciéon de 0,1 uM. (Figura 38). En concreto, la formacion de colonias fue inhibida
superando el 85% de reduccion en todas las lineas celulares, especialmente en las lineas

de CP IMIM-PC-1 y PANC-1, donde la reduccién fue de un 99 + 0,5 % en ambos casos
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(Figura 38 y 39), y en la linea celular de CCR LoVo, en la que la inhibicion del nimero de

colonias alcanza un 98,8 + 0,4% (Figura 38).
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Figura 38: Efecto de NVP-AUY922 en la formacion de colonias en lineas celulares.
Porcentaje del n2 de colonias, tratadas con DMSO (control) o 0,1 uM de NVP-AUY922

durante 14 dias, en cada una de las siete lineas celulares. Cada barra

representa el

promedio de las colonias + SEM de diferentes experimentos (n>3). Se representa un solo
control, correspondiente al nUmero maximo de colonias para cada linea celular (100%).

Control 17-AAG NVP-AUY922

IMIM-PC-1

PANC-1

.-

Figura 39: Imagenes escaneadas de las colonias formadas por las lineas IMIM-PC-1 y
PANC-1 tratadas con 17-AAG y NVP-AUY922. A) y D) Colonias de las lineas IMIM-PC-1 y
PANC-1 tratadas con DMSO (control), respectivamente. B) y E) Colonias de las lineas
IMIM-PC-1 y PANC-1 tratadas con 0,5 uM de 17-AAG. C) y F) Colonias de las lineas IMIM-
PC-1 y PANC-1 tratadas con 0,1 uM de NVP-AUY922. Las colonias fueron escaneadas
después de 14 dias de tratamiento vy tras la adicién e incubacion con INTZ durante 16

horas.
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2.2.3 Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre la formacion de colonias
en cultivos primarios

Para analizar los efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre la formacién de
colonias en los cultivos primarios, primero se determind si los cultivos primarios
derivados de muestras tumorales de pacientes, previamente evaluados en los ensayos
de proliferacién, presentaban esta propiedad. Entre los cultivos primarios también
existia una gran diversidad con respecto al nimero de colonias que formaba cada
cultivo. Uno de ellos formaba una cantidad muy pequefia de colonias, el cultivo HCUVA-
CC—1CT, mientras que los otros tres cultivos, HCUVA-CC-1, HCUVA-CC-3“ y HCUVA-CC-34,

formaban un nimero considerable de colonias (Figura 40).
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Para estudiar el efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 se utilizaron dos
concentraciones diferentes de cada fdarmaco, una concentracion baja y una
concentracién alta. Los cultivos HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-3“" presentaron una
reduccion de la formacion de colonias mayor del 80% para ambos farmacos, y para
ambas concentraciones (Figura 41 y Figura 42). Por otro lado, en el cultivo HCUVA-CC-
34, Ia inhibicion de la formacién de colonias tras el tratamiento fue aproximadamente
de un 60% con 17-AAG, tanto con 0,5 uM como con 2 uM, y con NVP-AUY922 fue de un
14,1 + 1,8% a una concentracién de 0,1 uM, y de un 51,5 + 4,9% a una concentracion de
1 uM (Figura 41 y Figura 42). En este cultivo, ambos inhibidores disminuyeron el
numero de colonias, aunque eta disminucién fue parcial tras el tratamiento con 17-
AAG, y muy leve tras el tratamiento con NVP-AUY922 a una concentracion baja. Este
cultivo tampoco respondié bien al efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 en los ensayos de

proliferacién dependiente de anclaje (Figura 34).
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Figura 41: Efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 en la formacién de colonias de cultivos
primarios. Los cultivos derivados de muestras tumorales de pacientes con CCR: HCUVA-
CC-1 (CC-1), HCUVA-CC-34 (CC-34), HCUVA-CC-1" (CC-1“") y HCUVA-CC-3“" (cc-3“T)
fueron tratados con DMSO (control), 0 0,5 uM y 2 uM de 17-AAG (A), 0 0,1 uM y 1 uM de
NVP-AUY922 (B), durante 14 dias, y el porcentaje del nimero de colonias formadas ha
sido representado. Cada barra representa el promedio de las colonias + SEM de
diferentes experimentos (n=3). Se representa un solo control, correspondiente al nimero
maximo de colonias para cada cultivo (100%).

Control 17-AAG NVP-AUY922

CC-3¢T CC-1

CC-34

Figura 42: Imagenes escaneadas de las colonias formadas por cultivos primarios. A),
D) y G) Colonias de los cultivos CC-1, CC-3“" y CC-34 tratados con DMSO (control). B), E) y
H) Colonias de los cultivos CC-1, CC-3" y CC-34 tratados con 17-AAG (2 uM). C), F) e I)
Colonias de los cultivos CC-1, CC-3" y CC-34 tratados con NVP-AUY922 (1 pM). Los
cultivos primarios fueron escaneados después de 14 dias de tratamiento, tras la adicion e
incubacion con INTZ durante 16 horas.
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3. Efectos de la inhibicion de HSP90 sobre los niveles de expresion
de proteinas clientes o sus dianas relacionadas con las rutas PI3-
K/Akt y MAPK

Existen numerosas proteinas descritas como "clientes" de HSP90, es decir,
proteinas que dependen de esta chaperona para completar algin proceso post-
traduccional. Si HSP90 es inhibida, no puede realizar su funcidn, y sus proteinas clientes
son degradadas via proteosoma. Siguiendo este planteamiento, se investigd si los
inhibidores 17-AAG y NVP-AUY922 eran capaces de disminuir los niveles de expresién
de proteinas clientes de HSP90 y/o proteinas relacionadas con ellas, que forman parte
de rutas de sefializacion tan importantes como la ruta PI3-K/Akt o la ruta MAPK. Dentro
de estas rutas, son proteinas clientes de HSP90 algunos RTK capaces de activarlas, como
los receptores HER, las quinasas Raf-1 (C-Raf), B-Raf, Akt, mTOR y p70S6K. Para
determinar los efectos de la inhibicion de HSP90 sobre estas vias de sefializacién, lineas
celulares de CP y de CCR fueron tratadas con 17-AAG (0,5 uM) y con NVP-AUY922 (0,1
UM) a diferentes tiempos. Obtenidos los extractos, se procedié a la realizacién de

ensayos de Western Blot.

3.1 Efectos de 17-AAG sobre proteinas relacionadas con HSP90

En primer lugar, se analizd lo ocurrido tras el tratamiento con 17-AAG (0,5 uM).
Inicialmente, se estudiaron los niveles de expresién de los miembros de la familia de
receptores HER (EGFR, HER2, HER3 y HER4) en dos lineas de CP (IMIM-PC-2 y PANC-1) y
en dos lineas de CCR (HT-29 y Caco-2) tratadas durante 24 y 48 horas con 17-AAG. Tras
ello, se estudid la expresién de proteinas que se encuentran por debajo de los
receptores HER, y que forman parte de la ruta PI3-K/Akt, como es el caso de Akt, y de la
ruta MAPK, como Erk 1/2 y sus niveles de fosforilacién (Thr202/ Tyr204). Aunque Erk
1/2 no es una proteina cliente de HSP90, su fosforilacién indica si la cascada MAPK esta
activada o no. Los experimentos revelaron dos tipos de respuesta. Por un lado, las lineas
celulares IMIM-PC-2 y HT-29, sensibles a 17-AAG en los ensayos de proliferacion,
mostraron una disminucién en los niveles de expresion de la mayoria de los receptores
HER, Akt total, y la fosforilacion de Erk 1/2 (Figura 43). Dentro de los receptores HER,
HER4 fue el menos inhibido por el efecto de 17-AAG. Por otro lado, las lineas celulares
resistentes a 17-AAG en los ensayos de proliferaciéon, PANC-1 y Caco-2, apenas

mostraron cambios en los niveles de expresién de las proteinas analizadas. Solamente
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se observa una ligera disminucion en los niveles de HER2 y HER3 en ambas lineas, y de
Akt tras 48 horas de tratamiento en la linea Caco-2, aunque los niveles de expresion de

la fosforilacién de Erk 1/2 no fueron alterados en ninguno de los casos (Figura 43).
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Figura 43: Efectos de 17-AAG sobre los niveles de expresion en proteinas
relacionadas con HSP90. Las lineas celulares de CP IMIM-PC-2 y PANC-1, vy las lineas
celulares de CCR, HT-29 y Caco-2 se cultivaron y se trataron con DMSO (-) o con 0,5 uM
de 17-AAG (+), durante 24 o 48 horas. Los extractos obtenidos se analizaron mediante
Western blot utilizando anticuerpos frente a las proteinas: EGFR, HER2, HER3, HER4, Akt,
p-Erk 1/2, Erk 1/2, HSP70 y HSP90. B-actina se utilizé como control de carga para todas
las condiciones.

Ademas del estudio de proteinas relacionadas con vias de sefializacion, también
se determind el efecto de 17-AAG sobre la expresion de la chaperona HSP70. El
incremento de la expresion de HSP70 ha sido descrito como un biomarcador de
respuesta de la inhibiciéon de la funcidon de HSP90. Al analizar su expresion en las lineas
tratadas con 17-AAG, se observa un claro aumento de expresion HSP70 en las lineas
sensibles IMIM-PC-2 y HT-29. También se observa un leve aumento de la expresiéon de
HSP70 en la linea Caco-2, sobre todo tras 48 horas de tratamiento, quizas relacionado
con los leves cambios que 17-AAG produce también en los niveles de otras proteinas en
esta linea celular. Por Ultimo, se analizaron los niveles de HSP90, pero el tratamiento
con 17-AAG en las lineas celulares analizadas no produjo cambios en sus niveles de

expresion.
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3.2 Efectos de NVP-AUY922 sobre proteinas relacionadas con HSP90
Dado que los datos obtenidos en los ensayos de proliferacion indicaban que

todas las lineas celulares de CP y de CCR eran sensibles a NVP-AUY922, inicialmente se
eligieron dos lineas de CCR, SW620 y Caco-2, ambas sensibles al inhibidor de HSP90,
para observar el efecto que producia NVP-AUY922 (0,1 uM). Los experimentos
mostraron una disminucion significativa de los niveles de expresién de las proteinas
estudiadas (EGFR, HER2, HER3, Akt, p-Erk 1/2 y Erk 1/2) en las dos lineas de CCR, a
excepcion del receptor HER4, donde la disminucion en los niveles de expresion fue leve,

en comparacion con el resto de receptores HER (Figura 44, A).

HSPI0 ot vl | i s *L~.‘
ﬁn M g P -

IMIM-PC-2 PANC-1
p-Erk 1/2 . _ 1 -“ avb L (22n 48h 24h 48h

Erk 1/2 --‘l-" 5i'\‘- EGFR‘;;\‘ --‘,‘-__:

HSP70 | sl ;ﬁ‘ .- HER2 e e
HSPOD | | [ e S i HSP70- d“

B-Actina N S | M e SR B |
SW620 Caco-2

HSPO0 S v | s~ i — | W— o—

B-Actina du qm

IMIM-PC-1 ~ CFPAC-1

Figura 44: Efectos de NVP-AUY922 sobre los niveles de expresiéon de proteinas
relacionadas con HSP90. Las lineas celulares de CCR, SW620 y Caco-2 (A), y las lineas de
CP, IMIM-PC-2, PANC-1, IMIM-PC-1, CFPAC-1 (B), se cultivaron y posteriormente, se
trataron con DMSO (-) o con 0,1 uM de NVP-AUY922 (NVP) (+) durante 24 o0 48 horas. Los
extractos obtenidos se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos frente a
las proteinas: A) EGFR, HER2, HER3, HER4, Akt, p-Erk 1/2, Erk 1/2, HSP70 y HSP90 o B)
EGFR, HER2, HSP70 y HSP90. B-actina se utilizdé como control de carga para todas las
condiciones.

Los cambios en el receptor EGFR en la linea celular SW620 no pudieron ser
valorados debido a que sus niveles de expresion son indetectables en esta linea celular.

Por otro lado, también se observa un incremento de la expresion de HSP70 en ambas
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lineas celulares, al contrario que la expresiéon de HSP90, que practicamente no se

modifica tras el tratamiento (Figura 44, A).

El efecto de NVP-AUY922 (0,1 uM) también se estudié en varias lineas celulares
de CP (IMIM-PC-2, PANC-1, IMIM-PC1 y CFPAC-1), en las cuales se observa una
disminucién en los niveles de expresion de los receptores EGFR y HER2. Ademas, vy al
igual que ocurrio en las lineas de CCR, los niveles de expresién de HSP70 aumentaron
considerablemente y los niveles de expresién de HSP90 apenas sufrieron cambios

(Figura 44, B).

3.3 Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 en proteinas relacionadas con
HSP90 a tiempos cortos

A continuacion se investigaron los efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre los
niveles de expresion de proteinas relacionadas con HSP90 en ensayos realizados a
tiempos cortos (4, 8 y 16 horas). En concreto, se estudiaron los niveles de expresién de
los receptores RTK clientes de HSP90, EGFR y HER2, y los niveles de las chaperonas
HSP70 y HSP90, en varias lineas celulares de CP. Los experimentos mostraron que la
disminucién en los niveles de expresion tanto de EGFR como de HER2 comenzaba a

percibirse tras 4 y 8 horas de tratamiento (Figura 45).

Tras el tratamiento de 17-AAG (0,5 uM), la linea sensible a 17-AAG, IMIM-PC-2,
mostré una disminucién de EGFR a las 8 horas de tratamiento y de HER2 a las 16 horas
(Figura 45, A). Ademas, los niveles de HSP70, biomarcador de la inhibicién de HSP90,
comenzaron a incrementarse tras 4 horas de tratamiento. Por el contrario, los niveles
de expresion de EGFR no variaron en la linea resistente a 17-AAG, PANC-1, y en los
niveles de HER2 se detectd un leve descenso a las 16 horas (Figura 45, A). Los niveles de

HSP70 apenas mostraron cambios en esta linea celular.

Tras el tratamiento con NVP-AUY922 (0,1 uM), las dos lineas celulares
analizadas, IMIM-PC-1 y CFPAC-1, que son sensibles a NVP-AUY922, mostraron una
disminucion de los niveles de expresiéon de HER2 a las 4 horas de tratamiento y de los
niveles de EGFR entre las 8 y las 16 horas (Figura 45, B). Los niveles de expresion de
HSP70 se incrementaron a las 4 horas de tratamiento en la linea IMIM-PC-1, y a las 8

horas de tratamiento en la linea CFPAC-1.
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Los niveles de HSP90 no se alteraron ni con el tratamiento de 17-AAG, ni con el
tratamiento con NVP-AUY922 en ninguna de las lineas celulares analizadas, del mismo
modo que no se modificaron después de los tratamientos a tiempos mas largos,

comentados en los apartados anteriores.
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Figura 45: Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre los niveles de expresién de
proteinas relacionadas con HSP90 a tiempos cortos. A) Las lineas celulares de CP, IMIM-
PC-2 y PANC-1 (A), se cultivaron y trataron con DMSO (-) o con 0,5 uM de 17-AAG (+)
durante 4, 8 o 16 horas. B) Las lineas celulares de CP, IMIM-PC-1 y CFPAC-1 (B), se
cultivaron y trataron con DMSO (-) o con 0,1 uM de NVP-AUY922 (+) durante 4, 8 0 16
horas. Los extractos obtenidos se analizaron mediante Western blot utilizando
anticuerpos frente a las proteinas EGFR, HER2, HSP70 y HSP90. B-actina se utilizd como

control de carga para todas las condiciones.

3.4 Efectos en los niveles de fosforilacion en diferentes quinasas tras
el tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922

Para profundizar en el estado de activacién de las rutas PI3-K/Akt y MAPK tras la
inhibicion de HSP90, con 17-AAG y NVP-AUY922, se decidié utilizar un kit (ver
Materiales y Métodos) que permite determinar simultdaneamente el estado de
fosforilacion de varias proteinas implicadas en estas rutas de sefializacién. El estatus de
fosforilacion de varias de estas proteinas tras el tratamiento de 17-AAG (0,5 uM) o de

NVP-AUY922 (0,1 uM) ha sido presentado en la Figura 46.

Entre las proteinas analizadas, varias participan en la ruta PI3-K/Akt. Una de
ellas, es la proteina Akt. Concretamente, se analizd el estatus de fosforilacién de sus
tres isoformas: Serd73 (Aktl), Ser474 (Akt2) y Serd72 (Akt3), y ademas, de sus niveles
de fosforilacion total (Akt pan). También se determind el estatus de fosforilacién de la

proteina quinasa p70S6K. Esta proteina es sustrato de mTOR, y mTOR puede ser
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activada por medio de Akt. Ademas, se detectaron los niveles de fosforilacion de Erkl
(Thr202/ Tyr204), y de Erk2 (Thr185/ Tyr187), ultima proteina quinasa de la ruta MAPK.
Por udltimo, el estatus de fosforilacién de la proteina RSK1 también fue analizado vy
representado. Esta proteina quinasa puede ser activada por Erk 1/2, y también puede
regular la activacion de mTOR, por lo que es una proteina que puede influir en ambas

rutas [258, 259]. Ademas, ha sido descrita como otra de las proteinas clientes de HSP90.
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Figura 46: Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre los niveles relativos de
fosforilacién de proteinas relacionadas con las rutas PI3-K/Akt y MAPK. A) Las células
IMIM-PC-2 se trataron con DMSO (barras control) o con 0,5 uM de 17-AAG (barras 17-
AAG) durante 24 horas. B) Las células IMIM-PC-2 se trataron con DMSO (barras control) o
con 0,1 uM de NVP-AUY922 (barras NVP-AUY922) durante 24 horas. Los extractos
obtenidos se analizaron con el kit Human phospho-MAPK array. El densitometrado de los
puntos correspondientes a la fosforilacién de dichas quinasas estd representado para las
condiciones control y tratamiento.
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Este experimento se realizd en la linea celular de CP IMIM-PC-2, por su
sensibilidad a ambos inhibidores. Para ello, se dispuso una condicidon control (células
tratadas con DMSO) y una condicion de células tratadas con 17-AAG (0,5 uM) o con
NVP-AUY922 (0,1 uM) durante 24 horas. Los resultados obtenidos tras el revelado de
las membranas mostraron que se producia una disminucion del estado de fosforilacion
de las quinasas: Akt1, Akt3, Akt pan, p70S6K, Erk1, Erk2 y RSK1, cuando las células eran
tratadas con 17-AAG y NVP-AUY922 (Figura 46, A y B). La isoforma Akt2 solamente
disminuyd con el tratamiento de 17-AAG (Figura 46, A), pero los niveles de fosforilacion
del resto de isoformas y de Akt pan (totales) se redujeron con ambos inhibidores (Figura

46, Ay B).

Ademas de la utilizacion del kit, también se determinaron los niveles de
fosforilacion de la proteina RPS6, sustrato de p70S6K y por tanto relacionada con la ruta
P13-K/Akt, mediante Western blot. Este experimento se realizd en tres lineas celulares
de CP, IMIM-PC-2, IMIM-PC-1 y PANC-1, vy dos lineas celulares de CCR, HT-29 y Caco-2,
tratadas con 17-AAG o NVP-AUY922 durante 24 horas (Figura 47).
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Figura 47: Efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre los niveles de fosforilacion de RPS6.
A) Las lineas celulares de CP, IMIM-PC-2 y PANC-1, y las lineas de CCR, HT-29 y Caco-2, se
cultivaron y se trataron con DMSO (-) o con 0,5 uM de 17-AAG (+) durante 24 horas. B)
Las lineas celulares de CP, IMIM-PC-2, IMIM-PC-1 y CFPAC-1, vy la linea celular de CCR,
Caco-2, se cultivaron y trataron con DMSO (-) o con 0,1 uM de NVP-AUY922 (+) durante
24 horas. Los extractos obtenidos se analizaron mediante Western blot utilizando
anticuerpos frente a p-RPS6 y RPS6 total. B-actina se utilizd como control de carga para
todas las condiciones.
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Los resultados mostraron que la linea resistente a 17-AAG, PANC-1, no presenta
disminucion de los niveles de fosforilacién de RPS6. En la linea de CCR Caco-2, también
considerada resistente a 17-AAG, se observa una leve disminucidén. En las lineas
sensibles a 17-AAG, IMIM-PC-2 y HT-29, los niveles de fosforilacion de RPS6
disminuyeron hasta su total desapariciéon (Figura 47, A). Por otro lado, si observamos lo
ocurrido tras el tratamiento con NVP-AUY922, todas las lineas analizadas, IMIM-PC-2,
IMIM-PC-1, CFPAC-1 y Caco-2, que son sensibles a este inhibidor, mostraron una

reduccion de la fosforilacién de RPS6 (Figura 47, B).

3.5 Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre proteinas relacionadas con
HSP90 en cultivos primarios

Siguiendo con el estudio de los cambios que se producen en los niveles de
expresion de las proteinas relacionadas HSP90 cuando las células son tratadas con
inhibidores de HSP90, también se quiso investigar como afectaban dichos tratamientos
a los niveles de expresion de proteinas en los cultivos primarios obtenidos de muestras
tumorales de pacientes con CCR. Para ello, los cultivos primarios fueron tratados
durante 24 horas con una concentracion baja y una concentracion alta de cada
inhibidor; y a continuacion se estudiaron los niveles de expresion de EGFR, como
proteina cliente de HSP90 y activador de las rutas PI3-K/Akt y MAPK, el estado de
fosforilacion de Erk 1/2 como indicador de la inhibicion de la ruta MAPK, y la chaperona
HSP70, como biomarcador de respuesta a la inhibicion de HSP90. De manera
complementaria, se estudiaron los niveles de HSP90, como se hizo en los experimentos
realizados con lineas celulares. Por desgracia, el crecimiento de los cultivos primarios es
mucho mas lento y la obtencidon de extractos celulares fue mucho mas dificil que en las
lineas celulares establecidas, por lo que el nimero de proteinas analizadas fue menor
qgue en las lineas celulares. Los resultados mostraron que los niveles de EGFR
disminuyeron en tres cultivos primarios (HCUVA-CC-3%", HCUVA-CC-1¢" y HCUVA-CC-34)
tras el tratamiento con los dos inhibidores. La Unica excepcion fue el cultivo HCUVA-CC-
34 tratado con una concentracion baja de NVP-AUY922 (0,1 uM), donde los niveles de
EGFR no variaron (Figura 48). Los niveles de EGFR no pudieron ser valorados en el
cultivo HCUVA-CC-1, ya que no se detectaron niveles de expresion de este receptor en

este cultivo. Por otro lado, los niveles de fosforilacion de Erk 1/2 también disminuyeron
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tras el tratamiento de 17-AAG en los cuatro cultivos. Sin embargo, no ocurrié lo mismo
tras la exposicién con NVP-AUY922, que no fue capaz de disminuir considerablemente
la fosforilaciédn de Erk 1/2 en los cultivos HCUVA-CC-34, con ambas concentraciones, ni
en HCUVA-CC-3%", con una concentracion baja (0,1 uM) (Figura 48). Es interesante
comentar que el cultivo HCUVA—CC—3CT, a esta misma concentracion de NVP-AUY922
(0,1 uM) en otro tipo de ensayos mostrd una alta sensibilidad a NVP-AUY922, por lo que
es posible que otras proteinas no estudiadas estén afectadas tras el tratamiento. En el
caso del cultivo HCUVA-CC-34, los niveles de expresion de las proteinas analizadas
disminuyeron, sobre todo tras el tratamiento con 17-AAG, a pesar de su baja respuesta
al tratamiento con 17-AAG o NVP-AUY922 en los ensayos de proliferacion. Por otro
lado, los niveles de la chaperona HSP70 se incrementaron en los cuatro cultivos
tratados con ambos inhibidores, a excepcion del cultivo HCUVA-CC-34 cuando fue
tratado con una concentracion baja de NVP-AUY922, indicando el leve efecto de este
inhibidor sobre este cultivo a esa concentracion. Por ultimo, los niveles de expresiéon de
HSP90 sufrieron leves modificaciones en algunos cultivos, aunque es posible que estén

relacionadas con pequefias variaciones en la carga.
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Figura 48: Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre los niveles de expresion de
proteinas relacionadas con HSP90 en cultivos primarios. Los cultivos primarios HCUVA-
CC-1 (CC-1), HCUVA-CC-34 (CC-34), HCUVA-CC-1" (CC-1%) y HCUVA-CC-3“" (CC-37") se
cultivaron y trataron con DMSO (-), o con 0,5 UM (+) 0 2 UM (++) de 17-AAG, o con 0,1
UM (x) 0 1 uM (xx) de NVP-AUY922, durante 24 horas. Los extractos obtenidos fueron
analizados mediante Western blot usando anticuerpos frente a EGFR, p-Erk 1/2, Erk 1/2,
Hsp70 y HSP9O0. B-actina fue utilizada como control de carga para todas las condiciones.
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4. Efecto de los inhibidores de HSP90 sobre la distribucion de las
fases del ciclo celular

Dado que la proliferacion celular se produce mediante la progresion de las
células a lo largo de las distintas fases del ciclo celular, se realizaron diferentes
experimentos para estudiar y evaluar el efecto del tratamiento con los inhibidores de
HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922, en el ciclo celular de las lineas celulares de CP y de CCR,

y de los cultivos primarios derivados de tumores de pacientes con CCR.

4.1 Efectos de 17-AAG sobre el ciclo celular en lineas celulares

El inhibidor 17-AAG presentd un efecto antiproliferativo en la mayoria de las
lineas celulares estudiadas de CP y de CCR, a excepcion de algunas lineas (CFPAC-1,
PANC-1, Caco-2), que se muestran resistentes al tratamiento con 17-AAG, como se
comentd en el apartado 2.1.1. Para estudiar los cambios que se producen en la
distribucion del contenido de ADN en las fases del ciclo celular tras el tratamiento con
17-AAG, se seleccionaron tanto lineas celulares sensibles como algunas resistentes a 17-
AAG, con el fin de profundizar en el mecanismo antiproliferativo de este farmaco. De
hecho, los resultados revelaron que 17-AAG no ejercia el mismo efecto en todas las

lineas celulares, al igual que ocurria en los ensayos de proliferacion.

4.1.1 Efectos de 17-AAG sobre el ciclo celular en lineas celulares de CP
A continuacion, se describen los efectos producidos por 17-AAG (0,5 uM) en
cuatro lineas celulares de CP: dos lineas celulares sensibles a 17-AAG (ICsp < 1 uM),
IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1, y dos lineas resistentes (ICso > 1 uM), PANC-1 y CFPAC-1. Los

datos de los experimentos se han recogido en la tabla 22.

Unas de las lineas celulares de CP que mas distan en cuanto a la sensibilidad a
17-AAG en los ensayos de proliferacion son IMIM-PC-2 y PANC-1, representando una de
las lineas mas sensibles a 17-AAG y una de las mas resistentes, respectivamente. En la
distribucion de las fases del ciclo celular, también se comprobd que se comportan de
forma diferente tras la exposicién con 17-AAG (0,5 uM). Si se analizan los efectos de 17-
AAG sobre la linea celular IMIM-PC-2, a las 24 horas de tratamiento se observa una
acumulacion en la fase Gy, con la consecuente reduccidon de la fase S, que también se

produjo a las 48 y 72 horas de tratamiento. La acumulacion en la fase G, y la
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disminucién en la fase S indican que las células no podian superar el "checkpoint" de Gy,
y no estaban entrando en la fase S. También se observa un incremento de la fase SubG;
a partir de las 24 horas, muy significativo a las 72 horas de tratamiento, donde llega a
representar mas de un 40% de todas las células con respecto al control (Tabla 22). A
medida que aumenta la fase SubG;, también se observa un decrecimiento de la fase G,
probablemente debido a que las células eran incapaces de continuar el ciclo y acababan

muriendo (Figura 49, A).
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Figura 49: Distribucion del contenido de ADN en las fases del ciclo celular en lineas
celulares de CP. Las lineas A) IMIM-PC-2, B) PANC-1, C) IMIM-PC-1 y D) CFPAC-1 se
cultivaron y trataron con DMSO (C) o con 0,5 uM de 17-AAG (T) durante 24h, 48h o 72h.
El contenido en ADN fue determinado mediante tincién con yoduro de propidio y
citometria de flujo (n>3).

Ademas, se analizé el efecto del inhibidor 17-AAG sobre la ciclina D1 mediante
Western blot, dado que la ciclina D1 media en el avance de las células de la fase G; a la
fase S del ciclo, y se comprobd que 17-AAG provocaba un descenso en los niveles de

expresion de esta ciclina en la linea IMIM-PC-2 (Figura 50). Por el contrario, en la linea
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celular PANC-1 los valores entre las células control y las células tratadas apenas
sufrieron variacion, y 17-AAG (0,5 uM) tampoco produjo ningun efecto apreciable sobre

su ciclo celular (Figura 49, B, Tabla 22).
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Figura 50: Efecto de 17-AAG sobre los niveles de ciclina D1 en la linea celular de CP
IMIM-PC-2. Las células se cultivaron y trataron con DMSO (-) o con 0,5 uM de 17-AAG (+)
durante 24h, 48h o 72h. Los extractos obtenidos fueron analizados mediante Western
blot usando anticuerpos frente a ciclina D1. B-actina fue utilizada como control de carga.

En la linea celular de CP sensible a 17-AAG IMIM-PC-1 se observa un aumento de
la fase G,/M tras el tratamiento con el inhibidor durante 24 horas, y al mismo tiempo
un incremento de fase SubG;, que se hizo mdas pronunciado a las 48 y 72 horas,
llegando a aumentar hasta un 26,7% con respecto a las células no tratadas (Figura 49, C,
Tabla 22). El incremento de la fase SubG; estd acompafiado por una disminucién de la
fase Gy, mientras que la fase S se mantiene en valores similares. Por tanto, en las lineas
celulares de CP sensibles a 17-AAG, IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1, se produce un "bloqueo"
del avance de las células a lo largo del ciclo celular, pero en distintas fases del ciclo
celular. Ademads, ambas lineas celulares incrementaron la fase SubGy, lo que indicaba
gue se estaba produciendo fragmentacion de ADN, una caracteristica del proceso de

muerte celular.

También se estudiaron los efectos de 17-AAG en la linea celular resistente
CFPAC-1 (Figura 49, D). Tras el tratamiento con 17-AAG se produce una acumulacion
gradual de las células en la fase G,/M del ciclo celular, que llega hasta un incremento
del 15% entre las células no tratadas y las tratadas tras 72 horas de tratamiento (Tabla
22). A consecuencia de esta acumulacion, la fase G; del ciclo celular disminuye,
mientras que la fase S se mantiene en valores semejantes entre células tratadas y no

tratadas, lo que indica que la sintesis de ADN no se ve afectada. Ademas, a las 72 horas
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de tratamiento se aprecia un ligero aumento de la fase SubG;, mucho menor que el

observado en las lineas sensibles.

IMIM-PC- 24h 48h 72h
2 control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG
SubG, 48+1,1 14,1+3,7 52+1,4 33,258 3,704 409+7,8
Gy 55,7+1,4 65,2+3,9 58,624 48,5+ 3,7 59,7+2,4 48,01 6,1
S 179+2,4 6,512,0 17,7+ 2,4 70x1,6 148+1,6 86+2,4
Gy/M 21,6 £3,0 14,2+0,9 18,5+3,1 6,2+t1,7 18,3+2,9 7,0£11
PANC-1 24h 48h 72h
control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG
SubG, 6,1+0,1 51+15 7614 85+1,2 7515 10,5+0,9
G, 46,9+ 1,5 476+2,1 48,2+ 1,2 46,8+ 2,9 56,3+1,2 53,9t1,6
S 15,7+0,9 17,0+ 3,0 145+1,4 14,5+2,8 149+3,5 14,4 £3,5
Gy/M 249+4,4 21,6 +2,7 22,9+39 23,5+2,9 245+1,1 26,8+04
IMIM-PC- 24h 48h 72h
1 control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG
SubG, 3,9+0,9 86+1,2 7,625 30,6 £2,8 110461, 1ugl! 37,1+£3,6
G, 53,0+£3,1 44,3 +2,9 61,4+4,3 37,4+6,1 58,7+1,7 27,0+£4,2
S 15,0+ 2,5 9,4+4,7 11,5+£0,9 13,4+£4,3 119+2,4 11,3+£2,8
G, /M 25,7+3,4 329+52 196+2,8 27,5142 21,4+34 24,9+ 4,9
. 24h 48h 72h
control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG
SubG, 46 £1,2 4,8+0,8 3,9+0,7 6,5+0,9 39+1,1 10,8 £2,8
G, 56,3+4,3 49,4 +3,3 61,1+3,0 38,6 £6,2 58,5+3,8 34,8 +8,9
S 18,7+4,8 155+5,5 13,3+2,8 14,0+ 3,9 129+1,6 13,5+1,6
Gy/M 21,4+2,2 24,1+3,4 17,7+1,5 25,4+7,8 21,6 £3,8 32,1£9,9

Tabla 22: Valores promedio para cada una de las fases del ciclo celular y SEM de los
distintos experimentos (n>3), realizados en cuatro lineas celulares de CP tratadas con

DMSO (control) y tratadas con 0,5 uM de 17-AAG durante 24, 48 o 72h.

4.1.2 Efectos de 17-AAG sobre el ciclo celular en las lineas celulares de
CCR

Del mismo modo, se evalud el efecto de 17-AAG sobre cuatro lineas de CCR: dos
lineas celulares sensibles, HT-29 y SW620, una linea con sensibilidad intermedia, LoVo, y

una linea resistente, Caco-2. Los datos de los experimentos se han recogido en la tabla

23.
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La linea celular HT-29, una de las lineas mas sensible al efecto antiproliferativo
de 17-AAG, experimenta una acumulacién de las células en la fase G,/M, poco evidente
a las 24 horas de tratamiento, pero muy significativa tanto a 48 como 72 horas (Figura
51, A). Ademas, la fase SubG; también aumenta considerablemente a 48 y 72 horas de
tratamiento, mientras que las fases Gy y S disminuyen a consecuencia del aumento de
las otras fases. Algo similar ocurre en la linea SW620 (Figura 51, C), donde no se
aprecian grandes cambios tras 24 horas de tratamiento, pero posteriormente se
produce un incremento en fase G,/M, y sobre todo de la fase SubG;, que a 72 horas
presenta un aumento del 30% con respecto las células no tratadas (Tabla 23). También

se detecta una reduccion del resto de las fases a 24, 48 y 72 horas.
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Figura 51: Distribucion del contenido de ADN en las fases del ciclo celular en lineas
celulares de CCR. Las lineas A) HT-29, B) Caco-2, C) SW620 y D) LoVo se cultivaron y
trataron con DMSO (C) o con 0,5 uM de 17-AAG (T) durante 24h, 48h o 72h. El contenido
en ADN fue determinado mediante tincién con yoduro de propidio y citometria de flujo
(n=3).
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En la linea celular Caco-2 se aprecia un ligero incremento de la fase G,/M tras 24
y 48 horas de tratamiento, que continud a las 72 horas, y al cual se suma un leve
aumento de la fase SubG; (Figura 51, B). Sin embargo, el efecto antiproliferativo de 17-
AAG es bastante modesto en esta linea. El caso de la linea LoVo es mas singular (Figura
51, D), ya que el tratamiento durante 72 horas con 17-AAG provoca un incremento de la
fase SubG; del 26,7% (Tabla 23), indicativo de que las células experimentaban muerte
celular, sin una acumulacion importante previa en ninguna fase del ciclo. Estos datos
apuntan que, efectivamente, el inhibidor 17-AAG tiene un efecto citotdxico sobre esta
linea celular. En general, el incremento de la fase SubG; se produce en las tres lineas

sensibles o de sensibilidad intermedia a 17-AAG (HT-29, SW620 y LoVo), mientras que
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en la linea resistente Caco-2 apenas aumenta.

HT-29 24h 48h 72h
control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG
SubG; 1,8+1,0 4,1+1,1 46+2,7 14,4+£1,2 4,2+2,0 149+ 2,9
G, 61,3+£3,1 51,0+£0,5 63,4+4,5 24,5+0,9 64,9 + 3,7 26,5+2,3
S 29,659 22,5+10,0 22,4+49 16,7+£3,4 17,9+£0,3 12,2+1,8
G,/M 7,3+£1,8 11,3+0,9 TS 4110478 ,2 89+1,2 46,5+ 2,6
Caco-2 24h 48h 72h
control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG
SubG, 58+1,0 6,5+1,1 3,8+0,6 V., 24 243 4,7+0,9 10,0+ 2,0
G, 48,3 £0,8 489+ 1,1 51,2+2,3 45,1+ 2,6 55,2+2,5 42,9+3,3
S 23,5+3,7 18,2 +3,9 23,742 22,0+4,8 20,0+2,9 18,7+3,0
G,/M 22,1+3,6 26,3+3,9 21,2+2,8 25,3+3,2 19,8+ 1,7 28,4+2,6
SW620 24h 48h 72h
control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG
SubG; 1,1+£0,8 4,6+0,9 2,2+1,6 10,3+2,4 0,6+0,9 31,429
Gy 60,7+1,2 56,8+1,7 72,9+9,6 57,9+5,0 82,8+2,5 354+1,1
S 30,7+0,5 29,352 17,1+ 11,1 16,6 £0,2 7,7+1,7 149+7,2
G,/M 75%2,3 93+1,5 79+5,4 15,2+2,4 89+1,8 18,3+4,9
LoVo 24h 48h 72h
control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG
SubG, 7,7 £3,2 12,9+1,2 11,1+0,7 36,6+3,1 10,9+0,9 37,6+6,9
Gy 60,8+5,6 62,9+3,5 545+0,7 33,5+3,8 54,3+4,3 33,6+6,3
S 10,8 £ 0,7 10,9+ 2,7 18,9+ 1,1 16,7+ 1,4 13,3+2,2 12,1+1,4
G,/M 89+4,3 12,6 £1,7 13,9+0,4 9,6+0,7 12,8+3,9 13,9+£2,6

Tabla 23: Valores promedio para cada una de las fases del ciclo celular y SEM de los
distintos experimentos (n>3), realizados en cuatro lineas celulares de CCR tratadas con
DMSO (control) 0 0,5 uM de 17-AAG durante 24, 48 o0 72h.
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4.2 Efectos de NVP-AUY922 sobre el ciclo celular en lineas celulares
Una vez estudiado el efecto de NVP-AUY922 en los ensayos de proliferacion, que
indican que este farmaco es capaz de inhibir el crecimiento de todas las lineas celulares
de CP y de CCR analizadas, también se investigaron los efectos de este inhibidor sobre la
distribucion del contenido de ADN en las distintas fases del ciclo celular, en algunas de
las lineas celulares. En concreto, se escogieron las mismas lineas celulares estudiadas
con 17-AAG, y los datos de los experimentos se han recogido en la tabla 24 para las

lineas celulares de CP y en la tabla 25 para las lineas celulares de CCR.

4.2.1 Efectos de NVP-AUY922 sobre el ciclo celular en las lineas
celulares de CP

El tratamiento con NVP-AUY922 produce una acumulacién de células en la fase
G,/M del ciclo en las lineas celulares PANC-1 y CFPAC-1 (Figura 52, B y D), con un
incremento del 18,6% y 24,9% (Tabla 24), respectivamente, tras 24 horas de
tratamiento, y que se mantiene a 48 y 72 horas. También se observa un incremento de
la fase SubG; en ambas lineas, que a las 24 horas de tratamiento era leve, y fue
aumentando considerablemente con un mayor tiempo de exposicién a NVP-AUY922. A
72 horas de tratamiento, el incremento de la fase SubG; es de 26,8% para la linea PANC-
1, y de 21,9% para la linea CFPAC-1 (Tabla 24). Ademas, en ambas lineas celulares se
observa un descenso considerable en la fase Gy, y en la fase S, que disminuye

levemente.

En la linea celular IMIM-PC-1, se observa una leve acumulacion en la fase Gy/M a
24, 48 y 72 horas de tratamiento (Figura 52, C), y un incremento de la fase SubGy, que
llega a representar un aumento del 30,4% con respecto a las células no tratadas a 72
horas (Tabla 24). La fase G; también disminuye, sobre todo a 48 y 72 horas de

tratamiento, y la fase S apenas experimenta cambios.

Por ultimo, la linea celular IMIM-PC-2 presenta una acumulacion muy leve en la
fase G,/M, y una disminucion de las fases G; y S, también bastante leve (Figura 52, A),
tras 24, 48 y 72 horas de tratamiento. El cambio mas significativo que experimenta esta
linea es un incremento de la fase SubG; en las células tratadas, que fue de un 14,7%

tras 72 horas de tratamiento con NVP-AUY922 (Tabla 24). En general, las cuatro lineas
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celulares de CP cuando fueron tratadas experimentaron un incremento considerable de

la fase SubGj, lo que indica que en todas se produce fragmentacion de ADN, y ademas,

en dos de ellas (PANC-1 y CFPAC-1) tiene lugar un importante "bloqueo" en la fase G,/M

del ciclo celular.

>

IMIM-PC-2

N ..
75*I . . l

504

% de celulas

(@)

IMIM-PC-1

% de celulas

25.

C T C T C T
24h 48h 72h

PANC-1
1007
75'I I I l I
50+

% de células

% de células

24h 48h 72h

CFPAC-1

—-—-.—-l

C T C T C T
24h 48h 72h

[ I SubG, Gy

s p——" ]

Figura 52: Distribucion del contenido de ADN en las fases del ciclo celular en lineas
celulares de CP. Las lineas A) IMIM-PC-2, B) PANC-1, C) IMIM-PC-1 y D) CFPAC-1 se
cultivaron y trataron con DMSO (C) o con 0,1 uM de NVP-AUY922 (T) durante 24h, 48h o
72h. El contenido en ADN fue determinado mediante tincidon con yoduro de propidio y

citometria de flujo (n=3).
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IMIM- 24h 48h 72h
e control NVP control NVP control NVP
SubG, 7,4+19 149+1,8 11,9+0,7 20,9+ 3,8 16,9143 31,6+7,7
Gy 57,5t14 56,4+ 3,4 57,7+ 1,5 50,4+3,4 549+19 43,4+2,9
S 25,7+£2,6 19,3+2,7 20,6 £2,3 17,2+1,4 19,5+0,9 14,8+ 3,4
Gy/M 85+0,9 95+2,1 7,5+1,0 116+1,9 6,6+1,6 10,3+2,5
PANC-1 24h 48h 72h
control NVP control NVP control NVP
SubG, 53+0,9 9,1+1,5 7,7+0,8 20,8 £3,5 81+1,7 34,9+4,8
G, 44,4+ 3,2 354+7,7 50,8+ 1,6 24,2 £2,2 59,4+1,3 20,4+£0,9
S 38,0£3,2 24,6 £5,0 31,2+0,9 26,8+ 1,3 23,8+1,4 209+1,6
G,/M 12,3+1,3 30,9+ 8,9 104+1,4 28,2+t3,4 8,810,6 23,8+4,4
IMIM- 24h 48h 72h
R control NVP control NVP control NVP
SubG, 45+1,6 11,8+1,8 48+1,4 28,6 £4,3 88+1,5 39,2+4,1
G, 49,8+ 2,6 45,6 £5,3 62,1+1,3 31,7+6,7 59,4+1,3 25,0+6,2
S 31,8+3,7 30,7+4,3 23,9125 24,4+ 6,5 083 T I 18,3+ 2,0
Gy, /M 6,4+1,4 17,2+2,2 9,2+2,3 16,7+ 2,9 11,1+0,9 17,4+0,7
CEPAC-1 24h 48h 72h
control NVP control NVP control NVP
SubG; 39 %15 8,6+0,3 58+1,9 13,7+£5,2 54+1,6 27,359
G, 42,7+ 1,2 289+4,4 54,2+3,8 25,0+£4,8 63,5+4,4 20,8+ 3,0
S 38,8+£0,8 23,0t44 28,2123 23,7t34 21,4+3,4 19,4+3,2
Gy/M 146+1,9 395+04 11,8+0,5 37,5t4,.8 9,8+1,9 32,4+3,8

Tabla 24: Valores promedio para cada una de las fases del ciclo celular y SEM de los
distintos experimentos (n>3), realizados en cuatro lineas celulares de CP tratadas con
DMSO (control) 0 0,1 uM de NVP-AUY922 (NVP) durante 24, 48 o 72h.

4.2.2 Efectos de NVP-AUY922 sobre el ciclo celular en las lineas
celulares de CCR

Cuando se analizo el efecto de NVP-AUY922 sobre la distribuciéon del contenido

de ADN en las fases del ciclo celular en cuatro lineas celulares de CCR se determind que,

en general, el farmaco era capaz de producir una acumulacion de las células HT-29,

SW620 y Caco-2 en la fase G,/M (Figura 53, A, By C). El incremento de la fase G,/M en

las lineas HT-29 y SW620 es leve, representando un 6,9% y un 18,6%, respectivamente,

tras 72 horas de tratamiento (Tabla 25). Sin embargo, en la linea Caco-2, la acumulacion
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en la fase G,/M es bastante considerable, con un 28,2 % a las 24 horas de tratamiento
(Tabla 25), que se mantiene tras 48 y 72 horas de tratamiento. En las tres lineas, sobre

todo en la linea celular Caco-2, esta acumulacion estd acompafnada de una disminucién

en las fases Gy y S.
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Figura 53: Distribucion del contenido de ADN en las fases del ciclo celular en lineas
celulares de CCR. Las lineas A) HT-29, B) Caco-2, C) SW620 y D) LoVo se cultivaron y
trataron con DMSO (C) o con 0,1 uM de NVP-AUY922 (T) durante 24h, 48h o 72h. El
contenido en ADN fue determinado mediante tincién con yoduro de propidio y citometria

de flujo (n=3).

Ademas, también se produce un incremento paulatino de la fase SubG; en las
tres lineas de CCR, que llega a suponer un incremento de 14,5% en HT-29, un 18% en
SW620 vy un 13,6% en Caco-2, con respecto a las células no tratadas tras 72 horas con
NVP-AUY922 (Tabla 25). En el caso de la linea LoVo (Figura 53, D), del mismo modo que
pasaba cuando fueron tratadas con 17-AAG, no se detectan casi cambios en las fases
del ciclo, a excepcién de un incremento de la fase SubG;, que es de un 13,7% a las 24

horas de tratamiento, y que alcanzé un 19,4% a las 72 horas (Tabla 25). Tras 48 horas
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de tratamiento, también se produce una disminucién de las fases Sy G,/M en esta linea

celular, que continua hasta las 72 horas de tratamiento, y a la que se suma una

disminucion de la fase G4, a consecuencia del aumento de células en la fase SubG;.

HT-29 24h 48h 72h
control NVP control NVP control NVP
SubG, 3,3+£0,9 52+0,8 54+0,7 7,7+0,6 6,2+1,1 20,7+3,4
G, 60,2+2,8 559+1,1 61,6+1,2 55615 61,5+3,4 46,9+ 2,1
S 22,5+25 23,0+1,9 24,3+3,8 23,2+1,7 19,2 +2,7 17,9+2,8
Gy/M 79+2,8 15,6+1,9 7,3+2,3 13,7+1,7 9,2+1,8 16,1+1,5
Caco-2 24h 48h 72h
control NVP control NVP control NVP
SubG; 3,2+0,6 3,5+0,7 2,5+0,7 10,1+1,4 7,2+5,3 20,8+ 2,5
G, 44,8 £ 3,7 25,7+12,5 46,6 £3,1 25,7+8,1 50,0+4,8 29,9+0,6
S 34,1+4,8 24,8 +1,7 29,7+5,0 18,7+5,7 22,7+3,4 17,2+2,7
Gy,/M 17,9+9,2 46,1 £ 11,5 21,3+7,4 455+ 2,4 20,1+2,9 32,1+0,4
SW620 24h 48h 72h
control NVP control NVP control NVP
SubG, 1,8+0,9 4,1+1,1 2,0+£0,8 13,8+ 3,1 2,6+0,8 20,6 £5,1
G, 654+34 62,7+3,9 69,634 56,9+34 22% 2% 45,2+ 1,8
S 21,5+0,8 16,0+ 1,9 18,9+ 2,6 11,3+£2,8 15,3+3,9 12,1+£0,9
Gy, /M 11,3+2,4 13,4+£5,1 9,4+£3,3 15,8+ 6,8 9,8+1,8 28,4+39
LoVo 24h 48h 72h
Control NVP control NVP control NVP
SubG; 99 +0,7 23,6 2,7 15,6+ 2,4 3419/ tB 5 15,0£6,5 344+19
G, 449+1,6 45,0+ 1,5 40,6 £ 5,5 447+ 2,1 47,4+ 4,5 24,8+12,0
S 16,9 £ 6,8 15,9+ 3,8 19,2+0,7 12,5+2,2 145+3,4 17,4+4,5
G,/M 23,2+19 23,4+54 17,2+2,7 11,8+1,2 10,3£5,2 12,9+3,1

Tabla 25: Valores promedio para cada una de las fases del ciclo celular y SEM de los
distintos experimentos (n>3), realizados en cuatro lineas de CCR tratadas con DMSO

(control) 0 0,1 uM de NVP-AUY922 (NVP) durante 24, 48 o 72h.

En resumen, se observa un incremento de la fase SubGy en las cuatro lineas

celulares de CCR tras el tratamiento con NVP-AUY922, al igual que ocurrid en las lineas

celulares de CP, y en las lineas HT-29, SW620 y especialmente en la linea Caco-2, un

"bloqueo" de las células en la fase G,/M del ciclo celular.

4.3 Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre el ciclo celular en cultivos
primarios

El estudio de la distribucidn del contenido de ADN en el ciclo celular en los

cultivos primarios derivados de muestras tumorales d pacientes con CCR, para
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investigar como afectaba el tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922 sobre las fases del
ciclo celular en estos cultivos, muestra que ambos farmacos provocan una acumulacion
en la fase G,/M del ciclo celular a las 24 horas de tratamiento en el cultivo HCUVA-CC-1

(Figura 54, A) y en el cultivo HCUVA-CcC-3¢ (Figura 54, B).
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Figura 54: Distribucién del contenido de ADN en las fases del ciclo celular en cultivos
primarios derivados de muestras tumorales de pacientes de CCR. A) Los cultivos HCUVA-
CC-1 (CC-1) y HCUVA-CC-3“" (CC-3“") se cultivaron y trataron con DMSO (C) o con 0,5 puM
de 17-AAG durante 24h. B) Los cultivos CC-1 y CC-3" se cultivaron y trataron con DMSO
(C) o con 0,1 uM de NVP-AUY922 (T) durante 24h. El contenido en ADN fue determinado
mediante tincién con yoduro de propidio y citometria de flujo (n>3).

Los resultados de los experimentos recogidos en la tabla 26 indican que en el
cultivo HCUVA-CC-1 el incremento de la fase Go/M es de 5,3% con 17-AAG y de 10,9%
con NVP-AUY922; y que en el cultivo HCUVA-CC-3“" es de 18,6% con 17-AAG y de 17,8%
con NVP-AUY922. Este incremento de la fase G,/M se acompafia de una disminucién en
la fase Gy, y una leve reduccién de la fase S, con respecto a las células no tratadas, en
ambos cultivos. Ademads, se observa un ligero aumento de la fase SubG; tras el
tratamiento con ambos inhibidores, aunque es menor que el causado por estos
farmacos en las lineas celulares de CCR. Desafortunadamente, estos experimentos no

se pudieron realizar a tiempos mas largos ni en el resto de cultivo primarios.
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24h
cc-1
control 17-AAG NVP-AUY922
SubG, 2,3+0,9 2,9+0,8 3,1+0,5
G 34,4+1,7 27,4+5,7 22,1447
S 33,6441 33,1448 30,6 3,9
Gy/M 16,9 + 2,6 222483 27,8+ 4,5
cc-3“ 240
control 17-AAG NVP-AUY922
SubG, 6,0+1,2 79+2,1 8,5+2,9
G 32,5412 18,2+ 2,8 17,2+ 4,1
S 37,9+1,2 28,3%5,0 29,4+ 2,0
Gy/M 17,5+ 1,3 36,1+ 4,3 353+7,0

Tabla 26: Valores promedio para cada una de las fases del ciclo celular y SEM de los
distintos experimentos (n>3), realizados en los cultivos CC-1 y CC-3“" tratados con DMSO
(control) 0 0,5 uM de 17-AAG 0 0,1 uM de NVP-AUY922, durante 24h.

5. Estudio de la acumulacion de las células en la fase G>/M del ciclo
celular producida por 17-AAG y NVP-AUY922

El estudio del efecto de los inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922, sobre
las fases del ciclo celular en las lineas celulares de CP y de CCR nos reveld que ambos
eran capaces de provocar un aumento de la fase G,/M en varias de las lineas celulares.
Este incremento es debido al "bloqueo" que sufren las células en esta fase del ciclo,
donde quedan atrapadas, no pudiendo finalizar la division celular. A continuacién, se
realizaron varios ensayos para estudiar el "bloqueo" de las células en esta fase y

describir como se produce.

5.1 Analisis de la fosforilacion de la histona H3 mediante citometria de
flujo

Las histonas nucleares (H3, H2B, H2A y H4) forman, junto con el ADN vy otras
proteinas, la cromatina, cuya unidad basica es el nucleosoma, que es considerada la
estructura organizativa bdsica del cromosoma vy el primer paso de compactacion del
material genético. A su vez, las histonas juegan un papel importante durante la
transcripcion del ARN vy la replicacién del ADN, por su participacion en la regulacién de

la estructura de la cromatina [247]. Una de las modificaciones que se produce al inicio
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de la mitosis, coincidiendo con la condensacion del material genético, es la fosforilaciéon
de una histona nuclear, la histona H3, y su desfosforilacion coincide con la
descondensacion de la cromatina al finalizar la division celular [260]. Por el momento se
desconoce cudles son las funciones concretas que desempefia la Histona H3 fosforilada
(fosfo-histona H3), pero se ha descrito que comienza a fosforilarse al inicio de la
profase, concretamente en los residuos Ser10, Thrl1 y Ser28, y se mantiene asi hasta la
anafase tardia, por lo que se ha convertido en un evento muy distintivo del proceso de
mitosis [261]. Teniendo en cuenta esto, y para investigar si las lineas celulares que
experimentaban una incremento en la fase G,/M del ciclo celular tras el tratamiento
con 17-AAG o NVP-AUY922, se acumulaban en mitosis (fase M), se determiné el
porcentaje de células de la fase G,/M que eran positivas para fosfo-histona H3 (Ser28),
cuando eran expuestas a estos inhibidores de HSP90, en ensayos mediante citometria
de flujo. Las lineas celulares analizadas para el estudio del efecto de 17-AAG fueron dos
lineas de CP, IMIM-PC-1 y CFPAC-1, ya que ambas mostraban un aumento de la fase
G,/M tras el tratamiento con este inhibidor, que comenzaba a las 24 horas (Figura 49,
Tabla 22). En la linea IMIM-PC-1 el porcentaje de células positivas para fosfo-H3 en la
fase G,/M fue tres veces superior, en concreto con un incremento de 11,4%, en las
células tratadas con 17-AAG durante 24 horas que en las células no tratadas (Figura 55,
A, Tabla 27). En el caso de la linea CFPAC-1, el porcentaje de células positivas para fosfo-
histona H3 aumenta ligeramente, sélo un 2% (Figura 55, A, Tabla 27). De hecho, la
acumulacion en la fase G,/M que presenta esta linea celular tras el tratamiento con 17-

AAG es menor que la detectada en la linea IMIM-PC-1 (Figura 49, Tabla 22).

Para analizar el efecto de NVP-AUY922 se eligieron tres lineas celulares (IMIM-
PC-1, CFPAC-1 y Caco-2), que experimentaban una acumulacién significativa en la fase
G,/M cuando fueron tratadas con este inhibidor (Figuras 52 y 53, Tablas 24 y 25). En
todas ellas, se produce un incremento de células positivas para fosfo-histona H3 en Ia
fase G,/M, sobre todo en la linea celular CFPAC-1, con un aumento de un 31,2% en
comparacién con las células no tratadas (Figura 55, B, Tabla 27 y Figura 56). En la linea
celular Caco-2 el porcentaje de células positivas para fosfo-histona H3 aumenta un

19,4% tras el tratamiento con NVP-AUY922 (Figura 55, B, Tabla 27), y el incremento en
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la linea celular IMIM-PC-1 es de un 7,7% (Figura 55, B, Tabla 27), similar al producido

por el tratamiento con 17-AAG en esta linea celular.

30 Bso
= B c24H = B c24H
‘é BB 17-AAG ‘250' B Nve
£x £ o
3 :
g 2 30-
[se] (v}
I I
o 10- o 2
s =
E E
3 'S 104
S 3 o
=2 B 0-

IMIM-PC-1 CFPAC-1 IMIM-PC-1 CFPAC-1 Caco-2

Figura 55: Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre la fosforilacion (Ser28) de la
histona H3. (A) Las lineas celulares de CP, IMIM-PC-1 y CFPAC-1, se cultivaron y trataron
con DMSO (C 24h) 0 0,5 uM de 17-AAG (17-AAG) durante 24h. (B) Las lineas celulares de
CP, IMIM-PC-1 y CFPAC-1, y linea de CCR, Caco-2 se cultivaron y trataron con DMSO (C
24h) 0 0,1 uM de NVP-AUY922 (NVP) durante 24h. El contenido de células positivas para
fosfo-histona H3 (Ser28) (p-H3) en la fase G2/M fue determinado, al tiempo que se
analizaba el perfil de ciclo celular, mediante citometria de flujo en al menos tres
experimentos independientes (n>3 + SEM).

17-AAG NVP-AUY922
Linea celular Control 24h 0,5 uM Control 24h 0,1 uM
IMIM-PC-1 53+0,9 16,7 £ 3,3 86%1,2 16,3+4,6
CFPAC-1 3,1£2,1 51+£3,1 10,6 £0,9 41,8+8,3
Caco-2 -- - 39+15 23,3+4,1

Tabla 27: Valores promedio (n>3) y SEM del porcentaje de células positivas para fosfo-
histona H3 (Ser 28) en la fase G2/M del ciclo celular, determinados mediante citometria
de flujo.
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Figura 56: Histogramas del ciclo celular e histona H3 fosforilada (Ser28) tras el
tratamiento con NVP-AUY922. La linea celular CFPAC-1 se cultivé y traté con DMSO
(Control 24h) o 0,1 uM de NVP-AUY922 durante 24h. El contenido de células positivas
para fosfo-histona H3 (Ser28) (p-H3) en la fase G,/M fue determinado tras la fijacién y
tincidn de las células con Alexa Fluor®647 anti-Histona H3 fosforilada (Ser28) (p-H3), al
mismo tiempo que se analizaba el perfil de ciclo celular con tincidon de yoduro de propidio
(YP), mediante citometria de flujo.

5.2 Analisis de la fosforilacion de la histona H3 mediante microscopia
de fluorescencia

Paralelamente al anterior ensayo, las tres lineas celulares analizadas en los
ensayos de citometria de flujo (IMIM-PC-1, CFPAC-1 y Caco-2) fueron tratadas con 17-
AAG o NVP-AUY922 durante 24 horas, y posteriormente incubadas con anticuerpos
frente a a-tubulina y fosfo-histona H3 para observar si se producian cambios en las
figuras mitodticas tras el tratamiento con los inhibidores de HSP90 mediante microscopia
de fluorescencia. En estos experimentos, se estudié la fosforilacién de la histona H3 en
el residuo Ser10, y se incluyd la deteccion de a-tubulina, proteina que forma parte de
los filamentos de los microtubulos del huso mitético. Tras el tratamiento con 17-AAG,
se observa un considerable aumento de nucleos positivos para fosfo-histona H3 (Ser10)
en la linea IMIM-PC-1 (Figura 58, A), en concreto de un 16,4% con respecto a las células

no tratadas, y un leve incremento en las lineas CFPAC-1 (4,3%) y Caco-2 (1,1%) (Figura
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58, By C, Tabla 28). El menor incremento de fosfo-histona H3 que presentan las lineas
CFPAC-1 y Caco-2 se puede asociar con su menor acumulacion en la fase G,/M, tras el

tratamiento con 17-AAG (Figuras 49 y 51, Tablas 22 y 23).

Asi mismo, el tratamiento con NVP-AUY922 provoca un aumento considerable
de nucleos positivos para fosfo-histona H3 en las tres lineas analizadas, con respecto a
las células no tratadas, en las lineas IMIM-PC-1 (17,9%) y CFPAC-1 (11,8%) (Figura 58, A
y B, Tabla 28), y en la linea Caco-2 el incremento fue mas leve (5%) (Figura 58, C, Tabla
28). En las tres lineas celulares tras el tratamiento con este farmaco hay un mayor
porcentaje de células que han alcanzado la fase de mitosis (M). Ademas de las lineas
celulares mencionadas, también se analizd el nimero de nucleos positivos para fosfo-
histona H3 (Ser10) en un cultivo primario, HCUVA-CC-1. En este cultivo también se
determind una ligera acumulacion de las células en la fase G,/M del ciclo celular cuando
fue tratado con ambos farmacos durante 24 horas (Figura 54, Tabla 26). Los resultados
de este ensayo indican que se produce un leve incremento de fosfo-histona H3 (Ser10)
tras el tratamiento de 17-AAG, con un incremento de un 2,6% con respecto a las células
no tratadas, y con NVP-AUY922 el incremento es un poco superior, alcanzando un 3,4%

(Figura 58, D, Tabla 28).

17-AAG NVP-AUY922

Linea celular C 24h 0,5 uM 0,1uM
IMIM-PC-1 5,0 21,4 22,9
CFPAC-1 2,6 6,9 14,4
Caco-2 5,5 6,6 10,5
HUVA-CC-1 51 7,7 8,5

Tabla 28: Porcentaje de nucleos positivos para fosfo-histona H3 (Ser10). Los nucleos
fueron contados tanto en las células tratadas con DMSO (C 24h), y en las células tratadas
con 0,5 uM de 17-AAG 0 0,1 uM de NVP-AUY922 durante 24h.

Ademads de determinar que varias de las lineas celulares tratadas con 17-AAG y
NVP-AUY922 (IMIM-PC-1, CFPAC-1 y Caco-2) presentaban un incremento, en mayor o
menor medida, de células positivas para fosfo-histona H3 (Ser28 y Ser10), al visualizar

con mas detalle las figuras mitdticas formadas en las células tratadas, se observa que no

tienen una apariencia similar a las formadas en las células sin tratamiento (Figura 57, A).
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De hecho, los nucleos en mitosis observados en las células tratadas presentan unas

morfologias anormales o aberrantes (Figura 57, By C).

A

C 24h

vy)

17-AAG

NVP-AUY922 | ()

Figura 57: Figuras mitéticas formadas en una linea celular tras el efecto de 17-AAG y
NVP-AUY922. Las células IMIM-PC-1 se trataron durante 24 horas con DMSO (A, C 24h), o
0,5 uM de 17-AAG (B, 17-AAG) o 0,1 uM de NVP-AUY922 (C, NVP-AUY922), y se
incubaron con anticuerpos primarios frente a fosfo-histona H3 (Ser10) y a a-tubulina, y
posteriormente con anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 488 a-ratdn, Alexa Fluor® 568
a-conejo, y el fluoréforo Hoechst 33342 para el marcaje de la cromatina. Los nucleos se
fotografiaron mediante microscopia confocal (objetivo 60X) para observar las diferencias
entre las células no tratadas (A) y las tratadas con 17-AAG (B) o con NVP-AUY922 (C). En
las células sin tratamiento (A) se observan figuras mitéticas que podrian corresponder a
la primera fase de la mitosis, profase (dos primeras imdgenes), y a la metafase (tercera
imagen) y anafase tardia (cuarta imagen).
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Figura 58: Analisis por microscopia confocal de fluorescencia del efecto de 17-AAG y
NVP-AUY922 en lineas celulares de CP, de CCR y cultivos primarios derivados de muestras
tumorales de pacientes. Las células se trataron durante 24 horas con DMSO (C 24h) 0 0,5
UM de 17-AAG (17-AAG) o 0,1 uM de NVP-AUY922, y se incubaron con anticuerpos
primarios frente a fosfo-histona H3 (Serl0) y a a-tubulina, y posteriormente con
anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 488 a-ratén, Alexa Fluor® 568 a-conejo, y el
fluoréforo Hoechst 33342 para el marcaje de la cromatina. Los nucleos se fotografiaron
mediante microscopia confocal (objetivo 60X) para analizar las diferencias entre las
células tratadas y las no tratadas. Las lineas celulares de CP analizadas fueron IMIM-PC-1
(A), CFPAC-1 (B), la linea celular de CCR, Caco-2 (C), y el cultivo primario HCUVA-CC-1 (D).

5.3 Estudio de los efectos de NVP-AUY922 en los niveles de proteinas
implicadas en el avance de las células de la fase G, hacia la fase M

El avance a través del ciclo celular es producido por la activacion de diferentes
guinasas dependientes de ciclinas (Cdks) que fosforilan proteinas esenciales para cada
paso del ciclo celular. Para llevar a cabo sus funciones, las Cdks se asocian con las
ciclinas, que son subunidades reguladoras sin actividad enzimatica. La transiciéon entre
la fase G, y M esta regulada por la activacién de un complejo formado por la ciclina By
la quinasa dependiente de ciclina, Cdc2 (CDK1). Este complejo comienza a formarse
durante fase S y G,, e inicialmente se encuentra en estado inactivo debido a la
fosforilacion de Cdc2 en el residuo tirosina 15 (Tyrl5) y treonina 14 (Thr14) [262]. Pero
si estos residuos son desfosforilados, el complejo se activa y se inicia la mitosis [263]. La
ciclina B actla como una proteina reguladora de la actividad quinasa de Cdc2 y es
degradada al finalizar el proceso de mitosis [264]. Cuando las células estan preparadas
para dividirse, el complejo ciclina B/Cdc2 se activa y conduce a las células hacia la fase
M del ciclo celular. Dado que, tanto Cdc2 como la ciclina B1 son proteinas clientes de
HSP90, decidimos analizar sus niveles de expresion tras la inhibicion de HSP90. El
estudio de estas proteinas fue evaluado tras el tratamiento con NVP-AUY922, dado que
todas las lineas celulares incluidas en el estudio responden a este inhibidor, que ademas
provoca un "bloqueo" en la fase G,/M del ciclo celular en muchas de ellas. Para la
realizacion de estos experimentos se utilizaron dos lineas celulares que experimentan
una acumulacién significativa en la fase G,/M tras el tratamiento con NVP-AUY922, una
linea celular de CP, CFPAC-1y una linea celular de CCR, Caco-2, y las dos fueron tratadas
con NVP-AUY922 (0,1 uM) durante 4, 8, 16 o 24 horas. Los resultados mediante
Western blot muestran una disminucion en la fosforilacion de Cdc2 (fosfo-Cdc2) en el

residuo tirosina 15 (Tyrl5) en ambas lineas (Figura 59). Esta disminucidon comienza
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siendo leve a las 4 horas de tratamiento, y se incrementa tras un tiempo mayor de
exposicion al inhibidor. El tratamiento con NVP-AUY922 también provoca una
disminucién progresiva de los niveles totales de Cdc2, alcanzando una reduccion
bastante considerable tras 24 horas de tratamiento en las dos lineas celulares (Figura
59). El densitometrado de los niveles de fosfo-Cdc2 (Tyr15) y los niveles de expresion de
Cdc2 tras el tratamiento con NVP-AUY922, revela que la disminucién, tanto del estado
de fosforilacion de Cdc2 como de sus niveles totales, en ambas lineas celulares es
directamente proporcional al tiempo de exposicién al farmaco (Figura 60, Tabla 29). Por
tanto, el tratamiento con NVP-AUY922 afecta tanto al estado de fosforilacién de Cdc2,

como a sus niveles de expresién.

NVP 4h 8h 16h 24h 4h 8h 16h 24h
-+ -+ -+ - 4 S T T I
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Figura 59: Efecto del inhibidor NVP-AUY922 sobre las proteinas relacionadas con la
transicidon G,/M del ciclo celular. Los niveles de expresidn de las proteinas estudiadas se
determinaron en la linea celular de CP CFPAC-1, y en la linea de CCR Caco-2, en respuesta
al tratamiento durante un curso temporal de 4, 8, 16 y 24 horas con DMSO (-) 0 0,1 uM
de NVP-AUY922 (+). Los extractos obtenidos se analizaron mediante Western blot
utilizando anticuerpos frente ciclina B1, fosfo-Cdc2 (Tyr15), Cdc2, HSP70 y HSP90. B-
actina fue utilizada como control de carga para todas las condiciones. La imagen
corresponde a experimentos representativos.

Asi mismo, se analizaron los niveles de expresion de la ciclina B1 en las lineas
celulares CFPAC-1 y Caco-2, pero aunque esta proteina también es cliente de HSP90
como Cdc2, en este caso los niveles de expresién apenas varian y no se modifican tras el
tratamiento con NVP-AUY922 (Figura 59). Ademas, se incluyd el estudio de los niveles
de HSP70 y HSP90 en el curso temporal (4, 8, 16 y 24h) para ambas lineas celulares. Los

niveles de HSP70 aumentan progresivamente con un mayor incremento de exposicién
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al farmaco, indicando que hay inhibicion de HSP90, y los niveles de HSP90 no se

modifican con el tratamiento (Figura 59).
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Figura 60: Densitometrado de los niveles de fosfo-Cdc2 (Tyr15) y Cdc2 tras el
tratamiento con el inhibidor NVP-AUY922. Los graficos de barras representan el nivel
promedio de los niveles de fosforilacién de la proteina Cdc2 (A) normalizados frente a los
niveles de proteina total de Cdc2, y de proteina Cdc2 total (B) normalizados frente al
control de carga, obtenidos a partir del andlisis de densitometria de al menos tres
experimentos (n>3) + SEM. A cada control de cada tiempo se le asigné el valor de 1 (se
representa en la primera columna), y los valores de cada banda fueron obtenidos para
cada condicion.

Linea celular  Tiempo (h) fosfo-Cdc2 Cdc2 total
CFPAC-1 4 1,79+0,24 0,91+0,02
8 1,52+£0,13 0,48 £ 0,03
16 0,44+0,14 0,63 £0,05
24 0,57 £0,09 0,37+0,10
Caco-2 4 0,86 £ 0,04 0,74+0,18
8 0,93+0,05 0,64 £0,08
16 0,78+0,13 0,66+0,14
24 0,53+0,15 0,43+0,16

Tabla 29: Valores de los niveles de fosfo-Cdc2 (Tyrl5) y Cdc2 tras el tratamiento con el
inhibidor NVP-AUY922. El promedio + SEM de los niveles de fosforilacion de la proteina
Cdc2 y de proteina Cdc2 total obtenidos a partir del andlisis de densitometria de al menos
tres experimentos (n>3) han sido calculados para 4, 8, 16 y 24 horas de tratamiento con
NVP-AUY922 para las lineas celulares CFPAC-1 y Caco-2, con respecto a las células no
tratadas (valor =1). Estos valores han sido representados en la Figura 60.
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Ademds de los experimentos realizados en lineas celulares, también se
analizaron los niveles de expresion y fosforilacién (Tyrl5) de Cdc2 y de ciclina B1 en
varios cultivos primarios. Los cultivos estudiados fueron HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-37,
donde previamente se habian analizado los cambios provocados por NVP-AUY922 en las
fases del ciclo celular, como se explicé en el apartado 4.3. En ambos casos se determind
un aumento de la fase G,/M con respecto al control de 10,9% vy 17,8%,
respectivamente, tras el tratamiento con NVP-AUY922 durante 24 horas (0,1 uM)
(Figura 54, Tabla 26). Al analizar los niveles de proteinas en los cultivos tratados con
NVP-AUY922 durante 24 horas se observa una disminucion tanto de los niveles totales
de Cdc2, como de su fosforilacion (Tyrl5) (Figura 61), al igual que se observé en las
lineas celulares analizadas (Figura 59). Por otro lado, los niveles de ciclina B1 y de
HSP90, como ocurre en las lineas celulares, no varian tras el tratamiento, mientras que

los niveles de expresién de HSP70 aumentan en los dos cultivos (Figura 61).
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Figura 61: Efecto del inhibidor NVP-AUY922 sobre las proteinas relacionadas con la
transicion G,/M del ciclo celular en cultivos primarios. Los niveles de expresiéon de las
proteinas estudiadas se determinaron en los cultivos primarios HCUVA-CC-1 (CC-1) y
HCUVA-CC-3T (CC-3“") en respuesta al tratamiento durante 24 horas con DMSO (-) 0 0,1
UM de NVP-AUY922 (+). Los extractos obtenidos se analizaron mediante Western blot
utilizando anticuerpos frente ciclina B1, fosfo-Cdc2 (Tyrl5), Cdc2, HSP70 y HSP90. B-
actina fue utilizada como control de carga para todas las condiciones. La imagen
corresponde a experimentos representativos.
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5.4 Estudio de los efectos de NVP-AUY922 sobre la fase G,/M en células
sincronizadas

No todas las células de una poblacién celular en periodo proliferativo se
encuentran en la misma fase del ciclo celular. Para estudiar el efecto de la inhibicion de
HSP90 sobre células que estan en el mismo punto del ciclo celular, y asi confirmar los
resultados obtenidos en experimentos llevados a cabo en células que se encuentran en
diferentes puntos del ciclo, se realizaron experimentos en células sincronizadas tratadas
con NVP-AUY922. Para ello, se seleccioné una linea celular, CFPAC-1, que fue
sincronizada tras el tratamiento con afidicolina durante 24 horas, tal y como se describe
en Materiales y Métodos. De este modo, toda la poblacidn celular parte desde un
mismo punto del ciclo celular, en concreto al inicio de la replicacion celular, al limite
entre la fase Gy y S. Tras la sincronizaciéon, las células fueron tratadas a diferentes
tiempos con NVP-AUY922 (0,1 uM) y se analizo la distribucidon de las células en las fases

del ciclo celular por medio de citometria de flujo (Figura 62).
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Figura 62: Efectos de NVP-AUY922 sobre las fases del ciclo celular en la linea celular
de CP CFPAC-1 tras su sincronizacion. Las células se cultivaron y trataron con afidicolina
(1 pg/ml) durante 24 horas. Posteriormente, se liberaron del bloqueo en G1/S y de nuevo
se trataron con vehiculo (DMSO) (A) o con 0,1 uM de NVP-AUY922 (B) durante diferentes
tiempos (4, 8, 16, 24 y 39 horas). La distribucion en el ciclo celular del contenido de ADN
fue determinado mediante tincién con yoduro de propidio y citometria de flujo, en al
menos tres experimentos independientes (n>3 + SEM).
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Los resultados de los experimentos muestran que las células CFPAC-1
sincronizadas y posteriormente tratadas, se acumulan o quedan "bloqueadas" en la fase
G,/M del ciclo, al contrario que las células sin tratar, que tras la retirada del farmaco
afidicolina y salir de la transicién G1/S, vuelven a manifestar una distribucion normal en

el ciclo celular (Figura 62).

Ademas, en la misma linea celular, CFPAC-1, también se analizaron los niveles de
expresién de proteina Cdc2 total y de su estado de fosforilacion (Tyrl5), tras ser
sincronizadas con afidicolina, del mismo modo que se realizé el estudio de las fases del
ciclo celular. Los resultaros de estos experimentos determinaron que se produce una
disminucién de los niveles de Cdc2 total y Cdc2 fosforilada (Figura 63), al igual que
ocurrid en esta linea celular sin sincronizar, cuando fueron tratadas con NVP-AUY922

durante 24 horas (Figura 59).
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Figura 63: Efecto de NVP-AUY922 sobre los niveles totales de Cdc2 y su forma
fosforilada en la linea celular de CP CFPAC-1 tras ser sincronizada. Las células se
cultivaron y trataron con DMSO (-) o afidicolina (AFl) (1 ug/ml) (+) durante 24 horas.
Posteriormente, se liberaron del bloqueo en G4/S y se trataron con DMSO (-) o con 0,1
uM de NVP-AUY922 (NVP) (x) durante 24 horas. Los extractos obtenidos se analizaron
mediante Western blot utilizando anticuerpos frente fosfo-Cdc2 (Tyr15), Cdc2, HSP70 vy
HSP90. B-actina fue utilizada como control de carga para todas las condiciones.

Asimismo, también se produce un leve aumento de fosfo-Cdc2 (Tyrl5) en las
células tratadas sélo con afidicolina, que puede ser debido a que las células estan
retenidas en la fase G1/S, no se estan dividiendo y no pueden avanzar hacia la fase
G,/M. En este caso, Cdc2 se encontraria inactivada, es decir, fosforilada en Tyrl5.

Ademas, los datos obtenidos en las células sincronizadas confirmaron que la reduccion
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de los niveles de Cdc2 y fosfo-Cdc2 (Tyrl5) eran debidos a un efecto especifico del
inhibidor de HSP90. Ademads, los niveles de expresion de HSP70 aumentan tras el
tratamiento con NVP-AUY922, al contrario que los niveles de HSP90 que no cambian

(Figura 63).

6. Estudio del incremento de la fase SubG; producida por 17-AAG y
NVP-AUY922

El tratamiento con los inhibidores de HSP90 generd un aumento de la fase
SubG; en algunas de las lineas celulares de CP y CCR, sugiriendo que se producia muerte
celular a consecuencia de esta inhibicion. Teniendo en cuenta este hecho, se quiso
analizar si 17-AAG y NVP-AUY922 inducian un mecanismo de muerte apoptdtica en las
lineas celulares. La apoptosis es un tipo de muerte celular programada en la que la
célula participa de forma activa y ocurre bajo condiciones fisiolégicas, sin producir una
respuesta inflamatoria [143, 144]. Para determinar si las células tratadas con estos
inhibidores de HSP90 sufrian este mecanismo de muerte celular se realizaron ensayos
con el marcador de apoptosis temprana Anexina V. Como se ha explicado en Materiales
y Métodos (apartado 3.4), este ensayo se basa en la pérdida de asimetria que sufre la
membrana celular durante el proceso apoptético, traslocando al exterior celular el
fosfolipido fosfatidilserina (FS), que pueden ser detectado por la proteina Anexina V
conjugada con un fluorocromo [250, 251]. Por el contrario, los colorantes vitales como
7-AAD penetran facilmente en las células necrdticas, pero no en las células que adn
mantienen su membrana celular intacta, por lo que la utilizacion de ambos puede ser
usada para diferenciar entre células que estan sufriendo un proceso apoptoético de
células necrdticas. Aunque hay que tener en cuenta que células en fases tardias de la
apoptosis han perdido parte de la integridad de la membrana celular y permiten la

entrada del colorante 7-AAD.

Ademas, existen cambios morfoldgicos asociados a una muerte apoptotica, v
unos de los mas caracteristicos son los que se producen en el nlcleo. Los cambios en el
ndcleo comienzan con condensacién de la cromatina nuclear que forma cumulos
densos en la periferia del nucleo. A continuacion, se produce fragmentacion nucleary la
formacién de invaginaciones de la membrana plasmatica y la membrana nuclear. Como

consecuencia de estas invaginaciones, aparecen los cuerpos apoptoticos, que pueden
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estar formados por cantidades variables de fragmentos nucleares junto con otros
componentes citoplasmaticos [143, 144]. Finalmente, los cuerpos apoptoticos in vivo

pueden ser eliminados mediante fagocitosis, evitando la inflamacién de la zona.

6.1 Analisis de la muerte celular producida por 17-AAG

Para estudiar el aumento de la fase SubG; provocado por el tratamiento de 17-
AAG, se selecciond la linea celular IMIM-PC-2, que presentaba un considerable
incremento de células (9,3%) en esta fase tras 24 horas de exposicion a 17-AAG, con
respecto a las células no tratadas (Tabla 22). Tanto las células control como las tratadas
se incubaron con Anexina V-FITC y 7-AAD, y se analizaron mediante citometria de flujo.
Los resultados obtenidos indican que 17-AAG induce un incremento considerable (16,4
+ 4,3%) de células marcadas con Anexina V (FITC +/ 7-AAD -) con respecto a las células
sin tratar (Figura 65), es decir, de células en apoptosis temprana. Ademas, también hay
un pequefio porcentaje de células que se marcan con Anexina V-FITC y 7-AAD (5,5 +
0,8%), por lo que hay un porcentaje de células que han perdido la integridad de su
membrana, y puede representar presencia de células necroéticas o de células que han
alcanzado una fase tardia de la apoptosis. Por otro lado, el porcentaje de células
marcadas solamente con 7-AAD (FITC-/7-AAD+), que indica la presencia de células

necroticas, es casi inexistente (0,2 + 0,2) (Figura 65).
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Figura 64: Porcentaje de células IMIM-PC-2 marcadas con Anexina V y/o 7-AAD tras el
tratamiento con 17-AAG. La linea celular de CP IMIM-PC-2 se cultivd y tratd con DMSO o
con 0,5 uM de 17-AAG durante 24 horas. El contenido de células marcadas para Anexina
V-FITC y 7-AAD fue determinado mediante citometria de flujo. El valor de cada columna
representa la media + SEM de al menos tres experimentos independientes (n>3) con
respecto a su control.
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El estado de integridad de la cromatina también puede ser estudiado para
determinar si las células estan experimentando una muerte apoptdtica, ya que durante
la apoptosis la cromatina se condensa y se fragmenta. En nuestro estudio, se uso el
fluorocromo Hoechst 33342, que se intercala en el ADN celular y hace posible visualizar
el estado de la cromatina mediante microscopia de fluorescencia. Para ello, la misma
linea celular utilizada en el ensayo anterior, IMIM-PC-2, fue tratada con 17-AAG (0,5
UM) durante 24 horas, y tanto los nucleos de las células sin tratamiento como los de las
células tratadas con 17-AAG fueron analizados. En las imagenes se puede apreciar cémo
las células tratadas presentan nucleos con condensacion y fragmentos de cromatina
(3,9%) en un porcentaje superior al determinado para las células no tratadas (0,2%)

(Figura 65).
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Figura 65: Estudio mediante microscopia de fluorescencia del efecto de 17-AAG sobre
la integridad de la cromatina. La linea celular de CP IMIM-PC-2 se cultivd y tratd con
DMSO (A) 0 0,5 uM de 17-AAG (B), y posteriormente se incubd con el fluoréforo Hoechst
33342 para el marcaje de la cromatina. El porcentaje de nucleos con fragmentacion de
cromatina se calculé para ambas condiciones (C). Las imagenes se tomaron mediante
microscopia de fluorescencia (objetivo 20X), y un nucleo con condensacién vy
fragmentacion de cromatina representativo se ha magnificado (D).
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6.2 Analisis de la muerte celular producida por NVP-AUY922

Del mismo modo que se realizaron los ensayos con el marcador de Anexina V en
células tratadas con 17-AAG, también se realizé este tipo de ensayo en lineas celulares
que experimentaban aumento de la fase SubG; del ciclo celular después de ser tratadas
con NVP-AUY922. En este caso, las lineas seleccionadas fueron IMIM-PC-2 y CFPAC-1, en
las cuales la fase SubG; aumenta un 7,5% y un 4,7%, respectivamente, tras el
tratamiento de NVP-AUY922 durante 24 horas (Tabla 24). En estos ensayos, los
resultados manifestaron que estas dos lineas presentaban un comportamiento
diferente tras el tratamiento con NVP-AUY922. Mientras que las células IMIM-PC-2
presentan un considerable aumento de células marcadas solamente con Anexina V
(14,9 + 3,1%) respecto al control, que indica que las células estan experimentando un
proceso de apoptosis, la linea CFPAC-1 sdlo presenta un 1,6 £ 0,7% de células con

respecto al control en esta situacién (Figura 66).

NVP-AUY922 0,1 uM 24h
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Figura 66: Porcentaje de células IMIM-PC-2 y CFPAC-1 marcadas con Anexina V y/o 7-
AAD tras el tratamiento con NVP-AUY922. Las lineas celulares de CP IMIM-PC-2 y CFPAC-1
se cultivaron y trataron con DMSO o con 0,1 uM de NVP-AUY922 durante 24 horas. El
contenido de células marcadas para Anexina V-FITC y 7-AAD fue determinado mediante
citometria de flujo. El valor de cada columna representa la media + SEM de al menos tres
experimentos independientes (n>3) con respecto a su control.

Por otro lado, si observamos las células marcadas con Anexina V-FITC y con 7-
AAD (FITC+/7-AAD+), la linea celular IMIM-PC-2 presenta un leve incremento de células
marcadas por ambos fluorocromos (5,8 + 1,9%) tras el tratamiento con NVP-AUY922.
Sin embargo, la linea celular CFPAC-1 tiene un considerable incremento de células

positivas para ambos fluorocromos con respecto a su control (14,3 + 5,4%), es decir de
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células que podrian estar sufriendo un proceso de necrosis o encontrarse en una fase
tardia de la apoptosis. Por ultimo, los resultados de estos experimentos indican que el
porcentaje de células marcadas solamente con 7-AAD (FITC-/7-AAD+) fue muy pequefio
para ambas lineas tras el tratamiento, en concreto de un 0,5 + 0,2% para IMIM-PC-2, y

de un 1,7 £ 1,4% para CFPAC-1, con respecto a sus controles (Figura 66).

Al'igual que ocurrié tras el tratamiento con el inhibidor 17-AAG, las células IMIM-
PC-2 tratadas con NVP-AUY922 presentan un alto porcentaje de células en apoptosis
tempana en los ensayos realizados con Anexina V, por lo que también se decidio
analizar la morfologia de los nucleos en células control y tratadas con NVP-AUY922 (0,1
UM) durante 24 horas. El contaje de los nucleos indica que hay un mayor niumero de
nucleos con condensacién y fragmentacion de cromatina en las células tratadas (1,5%),

en relacién a las células control (0,1%) (Figura 67).

Control NVP-AUY922 0,1 uM
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Figura 67: Estudio mediante microscopia de fluorescencia del efecto de NVP-AUY922
sobre la integridad de la cromatina. La linea celular IMIM-PC-2 se cultivd y tratd con
DMSO (A) o 0,1 uM de NVP-AUY922 (B), y posteriormente se incubd con el fluoréforo
Hoechst 33342 para el marcaje de la cromatina. El porcentaje de nucleos con
fragmentacion de cromatina se calculd para ambas condiciones (C). Las imagenes se
tomaron mediante microscopia de fluorescencia (objetivo 20X), y un nucleo con
condensacion y fragmentacién de cromatina representativo se ha magnificado (D).
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7. Estudio de factores relacionados con la accion antitumoral de 17-
AAG

Al iniciar este trabajo, se eligieron dos inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-
AUY922, de procedencia quimica diferente, pero con un mecanismo de accion comun,
para estudiar la respuesta antitumoral que provocaban en modelos celulares de CP y de
CCR. Como se ha descrito en apartados anteriores, los diferentes experimentos
realizados revelaron que no todas las lineas celulares respondian de igual modo a 17-
AAG y NVP-AUY922. De hecho, habia algunas lineas que no respondian bien o lo hacian
de forma leve al tratamiento con 17-AAG. Por el contrario, todas las lineas estudiadas,
inclusive las consideradas resistentes a 17-AAG, eran sensibles al tratamiento con NVP-
AUY922. Por tanto, se planted investigar posibles factores que pueden estar mediando

en la resistencia que presentan dichas lineas celulares frente al inhibidor 17-AAG.

7.1 Papel de los transportadores ABC

Teniendo en cuenta otros estudios que relacionaban la resistencia a inhibidores
ansamicinicos con los transportadores ABC y el fenotipo MDR [199, 200], se quiso
determinar si algunos de estos transportadores estaban involucrados en la resistencia a
17-AAG observada en algunas de lineas celulares estudiadas. Para ello, se analizaron los
niveles de expresion en condiciones de crecimiento normales de algunos
transportadores ABC, en concreto de Mdr-1, MRP1 y BCRP1, en todas las lineas
celulares de CP y de CCR, incluidas en nuestro trabajo. Los resultados obtenidos
indicaron que ninguna de las lineas celulares de CP expresan el transportador Mdr-1 (P-

gp) (Figura 68).
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Figura 68: Niveles de expresion de los transportadores ABC. Los niveles de expresién
de Mdr-1, MRP1 y BCRP1 se determinaron mediante Western blot en extractos de lineas
de CPy de CCR crecidas en condiciones normales. La imagen corresponde a experimentos
representativos. Las lineas celulares Colo 320 y T98G se utilizaron como controles
positivos para Mdr-1 y MRP1, respectivamente. Para la deteccién se usaron anticuerpos
frente a Mdr-1, MRP1 y BCRP1. B-actina fue utilizada como control de carga para todas
las condiciones.

Por el contrario, varias de las lineas celulares de CCR, en concreto HCT-15, LoVo,
DLD- 1 y LS 174T expresan niveles de Mdr-1 (Figuras 68 y 69). Con respecto a MRP1,
solamente la linea DLD-1 presenta niveles de expresion de este transportador (Figuras
68 y 69). Por ultimo, la expresién del transportador BRCP1 se detecta en bastantes
lineas celulares, siendo su expresion bastante significativa en la linea celular de CP Hs
766T (Figuras 68 y 69), y en menor medida, en las lineas celulares de CCR SW480,
SW620, DLD-1, HCT-15, HGUE-CC-1, LS 174T y Caco-2 (Figuras 68 y 69).
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Figura 69: Densitometrado de los niveles de los transportadores ABC. El grafico de
barras muestra el nivel de expresién de Mdr-1, MRP1 y BCRP1 en las lineas celulares
representadas en la figura anterior normalizadas con B-actina.

Sin embargo, y a pesar de que los experimentos muestran que varias lineas
celulares tienen niveles de expresion de transportadores relacionados con el fendmeno
MDR, no se detectd ninguno de estos transportadores en las lineas celulares de CP
resistentes al tratamiento con 17-AAG CFPAC-1 y PANC-1. Por otro lado, la linea celular
de CCR Caco-2 resistente a 17-AAG expresa niveles reducidos del transportador BRCP1,
y la linea LoVo, que tiene una sensibilidad intermedia a 17-AAG, expresa niveles de Mdr-
1 muy leves (Figura 69). Aun asi, la expresién de BRCP1 y Mdr-1 no parece tener
relacién con la resistencia al tratamiento con 17-AAG, dado que otras lineas celulares
con mayor expresion para estos transportadores responden a 17-AAG, como es caso de
las lineas celulares de CCR SW620 o LS 174T, o la linea celular de CP Hs 776T (Figuras 29
y 30). La unica linea celular incluida en este estudio que expresa niveles de los tres
transportadores ABC es DLD-1, que responde al tratamiento con 17-AAG (Figura 68 y
69).

7.2 Papel de la enzima NQO1
La enzima NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1 (NQO1, DT-diaforasa) puede
metabolizar al inhibidor 17-AAG, reduciéndolo desde su forma quinona (17-AAG) a una
forma hidroquinona (17-AAGH,). Este metabolito reducido es mas eficaz que 17-AAG,

ya que tiene una mayor afinidad por HSP90 [195, 196]. Por tanto, la presencia o no de
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esta enzima en las lineas celulares puede influir en el efecto citotdxico de este inhibidor.
Para averiguar si esta enzima interviene en el efecto producido por 17-AAG en las
células utilizadas en este estudio, y si esta relacionada con la escasa respuesta a 17-AAG
que presentan algunas de ellas, se realizaron varios experimentos que se describen a

continuacion.

7.2.1 Estudio de la expresion y la actividad enzimatica de NQO1
Inicialmente, para confirmar si las lineas celulares de CP y de CCR disponian de
NQO1 se analizaron los niveles de expresién de NQO1 en extractos de las lineas

celulares incluidas en este estudio, y ademas en varios cultivos primarios (Figura 70).
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Figura 70: Niveles de expresion de la enzima NQO1. Los niveles de expresién de
NQO1 se determinaron mediante Western blot en extractos de las lineas celulares de CP
y de CCR, y de cultivos primarios (HCUVA-CC-1 (CC-1), HCUVA-CC-34 (CC-34), HCUVA-C-
17 (CC-1%T), HCUVA-CC-3°T (CC-3%")), cultivados en condiciones normales. La imagen
corresponde a experimentos representativos. Para la deteccidén se usd un anticuerpo
frente NQO1 y B-actina fue utilizada como control de carga.

Estos experimentos muestran que dos de las lineas celulares de CP,
concretamente PANC-1 y CFPAC-1, no presentan niveles de expresion de NQO1, y en las
lineas celulares de CCR ocurre lo mismo con otras dos lineas, LoVo y Caco-2 (Figura 70).
El resto de las lineas celulares muestran niveles de NQO1, y los cultivos primarios
HCUVA-CC-1, HCUVA-CC-34, HCUVA—CC—lCT, HCUVA-CC-3“" también presentan niveles de
la enzima NQO1 (Figura 70).
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Ademas de detectar la expresion de NQO1 en dichas células, también se estudié
si correspondia con una NQO1 funcional. Esto es importante ya que existen dos
polimorfismos no funcionales de NQO1 (NQO1*2 y NQO1*3). El polimorfismo NQO1*2
cuando estd presente de forma homocigota conllevan la pérdida de la proteina y de la
actividad enzimatica de NQO1, vy el polimorfismo NQO1*3 puede tener una actividad
enzimatica disminuida para determinados sustratos [265]. Para analizar si NQO1 era
funcional, se investigaron los niveles de actividad enzimatica de NQO1 en algunas lineas
celulares. En concreto, se analizaron cuatro lineas sensibles a 17-AAG: IMIM-PC-2,
IMIM-PC-1, HT-29 y SW620, una de sensibilidad intermedia: LoVo y tres lineas
resistentes: CFPAC-1, PANC-1, y Caco-2 (Tabla 30).

ne Linea celular 17|—CASZG NVPJEEFYQZZ ACNtIQ\”gid con ES 936 #
1 IMIM-PC-1 0,031 0,002 241,2 £ 40,8 20,18 + 10,1*
2 IMIM-PC-2 0,089 0,012 85,9+ 14,7 ND*

3 CFPAC-1 >2,0 0,009 ND ND

4 PANC-1 >2,0 0,010 ND ND

5 HT-29 0,006 0,016 465,1+74,2 92,65 +46,2*
6 SW620 0,018 0,003 599,9 + 87,7 199,71 + 24,5*
7 LoVo 0,738 0,033 8,87+2,3 ND

8 Caco-2 1,095 0,024 ND ND

Tabla 30: Actividad de NQO1 en las lineas celulares de CP y CCR. La actividad
especifica de NQO1 (nmol DCPIP / min/mg de proteina) se calculé utilizando el ensayo de
reduccion de DCPIP en presencia/ausencia de dicumarol en extractos de las ocho lineas
indicadas. Se indican los valores de concentracion para el 50% de inhibicién del
crecimiento (ICsp) de cada linea y para cada inhibidor calculados en el apartado 2.1.
También se determind la inhibicion de la actividad de NQO1 por el compuesto ES 936. »
Las células fueron tratadas con 0,1 uM de ES 936 durante 30 min, y posteriormente se
analizé la actividad de NQO1. La media de al menos tres experimentos fue representada +
SEM. La reduccién de NQO1 tras el tratamiento con ES 936 es estadisticamente
significativa (*p <0,05) y fue calculada con el test de Mann-Whitney. ND: actividad de
NQO1 no detectable (<5 nmol DCPIP / min / mg de proteina).

Consistente con los resultados obtenidos mediante Western blot, las lineas que
carecen de expresion de NQO1, tampoco tienen actividad enzimatica de NQO1, excepto
la linea LoVo, que presenta unos niveles casi inapreciables de actividad enzimatica (8,87

+ 2,3). En el caso de las lineas PANC-1 y Caco-2, otros trabajos han revelado que no es

detectable ni la expresion ni la actividad de NQO1 en ellas porque presentan el
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polimorfismo NQO1*2 homocigoto [265, 266]. Por otro lado, el resto de las lineas
celulares analizadas que si presentan expresion de NQO1, también tienen actividad
enzimatica, por lo que la funcionalidad de la enzima pudo ser confirmada en estas

células (Tabla 30).

Teniendo en cuenta estos resultados, se utilizd un test de correlacién para
elucidar si la actividad enzimatica de NQO1 vy la sensibilidad a 17-AAG en las células
analizadas estaban directamente relacionadas. El pardmetro estadistico utilizado para
medir esta relacion fue el coeficiente de correlacién de Spearman, y este parametro
indica que existe una correlacién negativa estadisticamente significativa (r= -0,9271,
p=0,0022) entre la actividad enzimatica de NQO1 vy los valores de ICso para 17-AAG
(Figura 71, A). De igual modo, este coeficiente también fue calculado para NVP-AUY922,
para explorar la posibilidad de una asociacién entre NQO1 vy la sensibilidad de las lineas
celulares a este inhibidor. Sin embargo, en este caso, el coeficiente obtenido (r= -
0,3904, p= 0,3268) sefiala que no existe una relacion estadisticamente significativa

entre ambos (Figura 71, B).
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Figura 71: Relacién entre la ICso de 17-AAG y NVP-AUY922 con la actividad enzimatica
de NQO1. Los valores del 50% de inhibicién del crecimiento (ICs) después de 72 horas de
tratamiento con 17-AAG (A) y con NVP-AUY922 (B) se representaron frente a la actividad
NQO1 (nmol DCPIP / min / mg de proteina) y se calculd el test de correlacion de
Spearman. Cada nimero corresponde a la linea celular indicada en la Tabla 30.
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7.2.2 Inhibicion farmacologica de NQO1

Para determinar si la presencia de la enzima NQO1 puede influir en la actividad
antitumoral de 17-AAG, se decidié utilizar un inhibidor especifico de esta enzima, como
ES 936. Dicho compuesto es capaz de inhibir el 95% de la actividad de NQO1 en 30
minutos a concentraciones no toxicas para las células (0,1 uM), pero no inhibe la
actividad de otras reductasas celulares [256], por lo que es un buen candidato para
estudiar la importancia y participacion de esta enzima en la actividad de 17-AAG en las
lineas celulares. Para ello, las cuatro lineas celulares analizadas que tenian actividad
enzimatica de NQO1 se trataron con ES 936 durante 30 minutos y la actividad de NQO1
se calculé trascurrido este tiempo (Tabla 30). Tras el tratamiento con ES 936, la linea
celular con menor actividad de NQO1, IMIM-PC-2, perdié totalmente la actividad de
NQO1, y en la linea IMIM-PC-1, ES 936 fue capaz de inhibir mas del 90% de la actividad
de NQO1. Las dos lineas celulares de CCR, HT-29 y SW620, tras 30 minutos de
tratamiento con ES 936, presentaban un 20-30% de actividad de NQO1.

Atendiendo a estos resultados, las lineas celulares donde ES 936 fue mas
efectivo (IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1), se trataron con este farmaco y tras ello fueron
tratadas con 17-AAG, para valorar los efectos de 17-AAG en ausencia de actividad de
NQO1, y se compararon estos efectos con los provocados en células solamente tratadas
con 17-AAG. Estos experimentos indican que la inhibicion del crecimiento en células
tratadas Unicamente con 17-AAG fue muy similar a la que se produce en células
tratadas con ES 936 previamente (30 min) y durante todo el ensayo (72 horas), (Figura
72). Por tanto, la inhibicién de NQO1 producida por el fdrmaco ES 936 no variaba la
disminucion del crecimiento celular producido por 17-AAG sobre estas lineas celulares y
en estas condiciones experimentales. Este resultado apunta la posibilidad de que la
actividad de NQO1 no sea indispensable para que 17-AAG pueda ejercer un efecto

antiproliferativo sobre algunas células tumorales.
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Figura 72: Inhibicion de la proliferacion producida por 17-AAG y ES 936. Las lineas de
CP IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1 se trataron con DMSO (C), ES 936 (0,1 uM), 17-AAG (0,1 00,5
uM) o 17-AAG (0,1 o 0,5 uM) junto con ES 936 (0,1 uM) durante 72 horas. Las células
tratadas con ES 936 (ES y 17-AAG + ES) se trataron previamente con 0,1 uM de ES 936
durante 30 minutos. La proliferacién celular se determind mediante tincién con cristal
violeta. Cada barra representa el promedio de al menos tres experimentos + SEM. Las
diferencias significativas de las células tratadas solamente con 17-AAG o en combinacién
con ES 936 con respecto al control (C) se determinaron mediante el test de Mann-
Whitney (* p < 0,05, ** p <0,01).

Asimismo, quisimos determinar los efectos de la inhibicion farmacoldgica de
NQO1 con el inhibidor especifico ES 936 en ensayos a largo plazo de tiempo como son
los ensayos de clonogenicidad. Para ello, las células de CCR, HT-29, fueron expuestas a
17-AAG en un corto periodo de tiempo, solamente 4 horas, y después se dejaron crecer
durante 14 dias. En una de las condiciones y antes del tratamiento con 17-AAG, las
células fueron previamente tratadas con ES 936 para inhibir la actividad de NQO1, y
ademas, el farmaco ES 936 se afiadié junto con 17-AAG durante todo el tiempo que las
células fueron tratadas (4 horas). Ademas, se comprobd que al cabo de cuatro horas de
tratamiento con 17-AAG, la actividad de NQO1 permanecia inhibida en la linea celular

HT-29 (Tabla 31).

El ensayo de clonogenicidad determind que las células HT-29 no son capaces de
recuperarse de la exposicién a 17-AAG (0,5 uM) durante 4 horas, y que solamente un
19,7 £ 8,9% sobrevive tras el tratamiento con este farmaco (Figura 73). Por otro lado,
cuando las células HT-29 fueron tratadas con ambos inhibidores, 17-AAG y ES 936, un

mayor numero de células consigue sobrevivir, aproximadamente la mitad de la
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poblacion celular (52,6 + 2,7%) (Figura 73), aunque el resto de las células mueren a
consecuencia del tratamiento con 17-AAG. Este resultado indica que, aunque las células
no dispongan de actividad enzimatica de NQO1, 17-AAG pudo disminuir alrededor de la

mitad de las células, por lo que tiene accidn antiproliferativa.

Actividad NQO1
Linea celular Control conES9364h

HT-29 488.0 £49.1 ND

Tabla 31: Actividad de NQO1 tras 4 horas de tratamiento con ES 936. La actividad
especifica de NQO1 (nmol DCPIP / min/ mg de proteina) se calculé utilizando el ensayo de
reduccion de DCPIP en presencia/ausencia de dicumarol en extractos de la linea de CCR
HT-29 tratados con DMSO (control) o con 0,1 uM de ES 936 durante 4 horas. La media de
al menos tres experimentos es representada + SEM. ND: actividad de NQO1 no detectable
(<5 nmol DCPIP / min / mg de proteina).
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Figura 73: Inhibicion de la formacion de colonias producida por 17-AAG y ES 936 en
ensayos de clonogenicidad. Las células HT-29 fueron sembradas a baja densidad vy
cultivadas durante 24 horas. A continuacién, las células fueron tratadas con DMSO
(Control), 0,1 uM de ES 936 (ES), 0,5 uM 17-AAG, o0 0,5 uM 17-AAG junto con 0,1 pM ES
936 (17-AAG + ES) durante 4 horas. Las células tratadas con ES 936 (ES y 17-AAG + ES)
fueron previamente incubadas con 0,1 pM ES 936 durante 30 minutos. Pasado este
tiempo, las células se lavaron y se dejaron crecer durante 14 dias, tras los cuales las
colonias formadas se fijaron, tifieron y contaron. La imagen escaneada es representativa
de las colonias formadas en cada condicién (A). El grafico representa el porcentaje de
colonias normalizado de al menos tres experimentos + SEM. (B) Las diferencias
significativas de las células tratadas con 17-AAG y en combinacién con ES 936 (17-AAG +
ES) con respecto al control se determinaron mediante el test de Mann-Whitney (* p <
0,05, ** p <0,01).
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7.2.3 Inhibicion bioldgica de NQO1

Atendiendo a los resultados obtenidos tras la inhibicion de la actividad
enzimatica de NQO1 con ES 936, nos planteamos estudiar si esta enzima estaba
influyendo en la actividad producida por 17-AAG con otro tipo de ensayos. Para ello, se
decidié silenciar la expresidén génica de NQO1 en la linea celular de CP IMIM-PC-2
mediante ARN de interferencia (ARNi). La realizacion de este experimento esta descrita
con detalle en Materiales y Métodos, pero queremos recordar que para cerciorarnos de
que el silenciamiento se estaba produciendo durante todo el tiempo que durd el
tratamiento con 17-AAG (72 horas), se realizaron dos ensayos complementarios. En
concreto, se recogieron extractos celulares de todas las condiciones transcurridas 72
horas, y se determinaron los niveles de expresion de NQO1 (Figura 74) y su actividad
enzimatica en todas ellas (Tabla 32). Ademas, también se utilizd una secuencia
inespecifica de ARNi (ARNi “scramble” (S)) para comprobar que los resultados de dichos
experimentos eran debidos especificamente al silenciamiento de NQO1, y no a procesos
inespecificos asociados al proceso de la transfeccién. Inicialmente, se analizaron los
niveles de expresion de NQO1, y se observa que el ARNi especifico para NQO1 (ARNi
NQO1) provocaba en las células una disminucién, hasta niveles inapreciables, de la
expresion de la enzima NQO1 (Figura 74, A). Al mismo tiempo, se analizaron los niveles
del receptor EGFR, proteina cliente de HSP90, y los niveles de HSP70, cuyo aumento es
indicativo de la inhibiciéon de HSP90. Los resultados de los experimentos muestran que
los niveles de expresion de ambas proteinas se modifican solamente en las células que
fueron tratadas con 17-AAG, por lo que la transfeccion no influyd en la actividad de la
chaperona HSP90, ni en el mecanismo de accion de 17-AAG, que fue capaz de eliminar
la expresién de EGFR y aumentar los niveles de HSP70, aun en ausencia de NQO1.
También se analizé la actividad enzimatica de NQO1, y no se detectd actividad alguna
en las células transfectadas con ARNi NQO1, pero si en las células control o en las
transfectadas con la secuencia inespecifica (Figura 74, B, Tabla 32). Ambos
experimentos nos sirvieron para validar que los experimentos transcurrieron en

ausencia de expresién y actividad de NQO1.
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Figura 74: Inhibicion bioldgica de la enzima NQO1. La linea de CP IMIM-PC-2 fue no
transfectada (Control) o transfectada con ARNi scramble (ARNi S) o con ARNi especifico
para silenciar NQO1 (ARNi NQO1) durante 24 horas. Posteriormente, las células fueron
tratadas con DMSO (control) 0 0,5 uM de 17-AAG durante 72 horas. A continuacién, se
realizaron los siguientes experimentos. A) Los niveles de expresién de EGFR, HSP70 y
NQO1 se determinaron mediante Western blot en los extractos de las condiciones
indicadas. La imagen corresponde a experimentos representativos. Para la deteccién se
usaron anticuerpos frente a EGFR, HSP70 y NQO1, y B-actina fue utilizada como control
de carga para todas las condiciones. B) La actividad especifica de NQO1 (nmol DCPIP /
min/ mg de proteina) se calculé utilizando el ensayo de reducciéon de DCPIP en
presencia/ausencia de dicumarol en los extractos de las condiciones indicadas. C) La
proliferacion celular fue determinada mediante tincién con cristal violeta. Cada barra
representa el promedio de al menos tres experimentos + SEM vy las diferencias
significativas de los tratamientos con respecto a su control se determinaron mediante el
test de Mann-Whitney (* p < 0,05).

Finalmente, se analizaron los efectos antiproliferativos producidos por el

tratamiento de 17-AAG (0,5 uM) durante 72 horas tanto en células transfectadas como
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en no transfectadas, y los resultados de los experimentos determinan que 17-AAG fue
capaz de disminuir el crecimiento en las células donde NQO1 se habia silenciado y en las
células en las que no (Figura 74, C), poniendo de manifiesto que la reduccion de 17-AAG
a su forma hidroquinona (17-AAGH,) mediada por NQO1, no es necesaria para que este

farmaco pueda ejercer un efecto citotodxico sobre la linea celular IMIM-PC-2.

Actividad NQO1

ARNi NQO1 + ARNi NQO1 +
DMSO 17-AAG

IMIM-PC-2 349+8.6 26.2+55 ND ND

Linea celular Control ARNi S

Tabla 32: Actividad de NQO1 tras el silenciamiento biolégico de NQO1. La actividad
especifica de NQO1 (nmol DCPIP / min/ mg de proteina) se calculé utilizando el ensayo de
reduccion de DCPIP en presencia/ausencia de dicumarol en extractos de las células IMIM-
PC-2 no transfectadas (Control), o transfectadas con ARNi scramble (ARNi S), o con ARNi
especifico para silenciar NQO1 (ARNi NQO1) durante 24 horas. A continuacién, las células
se trataron con DMSO en las condiciones: control, ARNi S y ARNi NQO1, o con 0,5 uM de
17-AAG en una condicién ARNi NQO1, durante 72 horas. El promedio de al menos tres
experimentos fue representado + SEM. ND: actividad de NQO1 no detectable (<5 nmol
DCPIP / min / mg de proteina).

8. Estudio de la combinacion del inhibidor NVP-AUY922 con otros
farmacos antitumorales

Dado que los inhibidores de HSP90, y en concreto NVP-AUY922, mostraron ser
eficaces en nuestros modelos celulares in vitro de CP y de CCR, pensamos que podria
ser interesante estudiar el efecto de la combinacion este inhibidor con farmacos que ya
se utilizan en el tratamiento del CP y del CCR, e incluso con otros farmacos que estan
siendo evaluados en ensayos clinicos, al igual que ocurre con NVP-AUY922, y que en
algin momento han formado parte de las investigaciones llevadas a cabo en nuestro
laboratorio. Para valorar los efectos antiproliferativos de la combinacién de NVP-
AUY922 con otros farmacos, hemos utilizado el modelo tedrico Bliss. Este modelo,
descrito en Materiales y Métodos, permite estimar si la interaccion de dos farmacos
conduce a un efecto puramente aditivo, sinérgico o por el contrario, antagdnico. En
este caso, se decidi® combinar con NVP-AUY922 dos farmacos antineopldsicos
utilizados en clinica para el tratamiento de pacientes con CP y CCR. Uno de ellos es
gemcitabina (GEM) y otro es oxaliplatino (OXA), que actuan impidiendo la correcta

sintesis del ADN. Por otro lado, optamos por incorporar al estudio dos farmacos que
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todavia no han sido aprobados para su uso en clinica, pero que estan siendo evaluados
en ensayos clinicos para diferentes tipos de tumores, y forman parte de la denominada
terapia "dirigida", ya que presentan una diana farmacoldgica especifica. Se trata de un
inhibidor potente y selectivo de la proteina Mek 1/2, el farmaco Selumetinib o AZD6244
(AZD) [267], que afecta a la ruta de sefializacion MAPK, y un compuesto que inhibe la
ruta PI3-K/Akt a través de la interaccion dual con el sitio de union de ATP en las

proteinas quinasas PI3-Ky mTOR, llamado NVP-BEZ235 (BEZ) [268].

De este modo, y sabiendo el potente efecto que produce NVP-AUY922 en todas
las lineas celulares incluidas en este estudio, decidimos usar una concentracion sub-
Optima de NVP-AUY922 (0,01 o 0,005 uM) para ser combinada con concentraciones
crecientes de GEM, OXA, AZD o BEZ. Ademas, para la realizacion de estos experimentos
se eligieron lineas celulares que no responden bien al tratamiento con los fdrmacos que
se combinar con NVP-AUY922, y son consideradas resistentes a ellos, segun los ensayos
de proliferacién previamente realizados en nuestro laboratorio. Las lineas celulares
seleccionadas para el estudio de las combinaciones farmacoldgicas fueron DLD-1 y HCT-
15, de CCR, y PANC-1 y CFPAC-1, de CP. En concreto, la linea HCT-15 no responde al
tratamiento con OXA, vy la linea DLD-1, al nuevo agente AZD. Por otro lado, las lineas
celulares de CP PANC-1 y CFPAC-1 no responden a GEM, y en el caso de PANC-],

tampoco lo hace frente al inhibidor BEZ.

En los ensayos dosis-respuesta se utilizaron cuatro concentraciones crecientes
para cada farmaco (OXA, GEM, AZD y BEZ), dentro de diferentes rangos, y las células
fueron tratadas en ausencia y presencia de NVP-AUY922 a una concentraciéon de 0,01
UM, o de 0,005 uM en el caso de las células tratadas con AZD. Los efectos inhibitorios
sobre la proliferacién celular fueron calculados, y a partir de estos datos se determind la
curva tedrica BLISS. La curva BLISS representa los datos de la inhibicién del crecimiento
celular que se podrian esperar de una combinacién aditiva, es decir, de la suma del
efecto de ambos farmacos. Pero ademas de esta curva, también se representd la curva
experimental (EXP), que muestra la inhibicién real de la proliferacién obtenida en los
experimentos tras la combinacion, y la curva del efecto antiproliferativo del farmaco
(OXA, GEM, AZD y BEZ) como agente Unico. Como se observa en la figura 75, para todas

las lineas celulares estudiadas, la combinacién de NVP-AYU922 con los cuatro farmacos
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estudiados produce un efecto sinérgico, dado que los valores de inhibicion del
crecimiento experimentales (EXP) son superiores a los valores tedricamente esperados
(BLISS). De hecho, en algunos casos se produce una inhibicion de la proliferacion muy
superior tras la combinacion farmacoldégica, que cuando el farmaco actua solo. Este es
el caso de la linea celular DLD-1 al ser tratadas con AZD y NVP-AUY922 (Figura 75, D), en
las que la combinacién de ambos farmacos produce una disminucion del crecimiento
celular de 62,6 + 1,3% a la concentracién de AZD mas alta utilizada (1 uM), en
comparacién al 37, 5% que produce el farmaco AZD cuando se utiliza como agente

Unico a esta misma concentracion (Tabla 33).

GEM PANC-1 GEM CFPAC-1 OXA HCT-15
[uM] | BLISS EXP [uM] | BLISS EXP [uM] | BLISS EXP
001 | 164  262+08 | 001 | 334 316+23 | 01 | 345 46257
01 | 157 31,8%33 | 01 323  474%54 | 05 | 361 484142
05 | 243 52079 | 05 389 61,8+13 | 1 | 408  53,6%39
1 42 57,5+5,9 1 479  632+12 | 5 54,5  681%1,9
AZD DLD-1 BEZ PANC-1
[uM] | BLISS EXP [uM] | BLISS EXP
001 | 160 32,7+16 | 0,001 7,6 24,8 +0,9
01 | 290 39231 | 001 136 352+66
05 | 345 534+04 | 005 27,3  43,0+49
1 375  626+13 | 01 365  453+23

Tabla 33: Porcentaje de inhibicidon de la proliferacién tras el tratamiento de NVP-
AUY922 en combinacion con otros farmacos. El farmaco NVP-AUY922 fue combinado con
gemcitabina (GEM), oxaliplatino (OXA), AZD6244 (AZD) y NVP-BEZ235 (BEZ) en las
concentraciones indicadas en la tabla, y los porcentajes de inhibicidon de la proliferacién
celular con respecto al control (100%) fueron calculados para cada uno de ellos. La
primera columna para cada linea representa el % de inhibicion calculado tedricamente
(BLISS), y la segunda columna representa el % de inhibicién observado (EXP) a 72 horas.

Las lineas celulares PANC-1 y CFPAC-1 (Figura 75, Ay B) también se beneficiaron
de la combinacion de NVP-AUY922 con el agente quimioterapéutico GEM, utilizado
precisamente para el tratamiento del CP, con aproximadamente una diferencia de un
15% de inhibicién entre lo esperado (BLISS) y lo que realmente ocurre en los

experimentos (EXP), en ambos casos (Tabla 33). Por otro lado, la linea celular HCT-15

(Figura 75, C) experimenta un incremento de un 13,6% de la inhibicion de la
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proliferacion tras el tratamiento con 5 uM de OXA y 0,01 uM de NVP-AUY922, y en la
linea celular PANC-1 (Figura 75, E) la reduccion de la proliferacion se incrementa un
15,7% con el tratamiento con 0,05 uM de BEZ y 0,01 uM de NVP-AUY922, y un 8,8% con
el tratamiento con 0,1 uM de BEZ y 0,01 uM de NVP-AUY922 (Tabla 33).

1.2 CFPAC-1

Proliferacion
Proliferacién

—e— GEM

—a—GEM
——=GEM+ NVP

0.2 ——GEM + NVP 0.2
w= = GEM+ NVP [BLISS) BENENVP [BUSS)
oc T T T T O.G T T L T
0.001 0.01 0.1
0.001 0.01 0.1 1
GEM log [pM] GEM log [uM]
C 1.2
1.0
c c
10 0.8 0
il Q
o o
& 067 &
© )
& 0.4- & 0.4
— OXA — AZD
0.2 —=—0XA + NVP 0-21 e AZD + NVP
we == OXA + NVP (BLISS) = = AZD+ NVP (BLISS)
0.0 T T T 0.0 T T T
0.001 0.01 0.1 1 10 0.001 0.01 0.1 1
OXAlog [pM] AZD log [pM]
c
0
o
o
£
E
s ~s— BEZ
0.2+ —— BEZ+ NVP
= == BEZ + NVP [BLISS)
0.0 T T T
0.001 0.01 0.1
BEZ log [pM]

Figura 75: Efectos combinatorios de NVP-AUY922 con otros farmacos. Las lineas
celulares de CP (A) CFPAC-1 y (B) PANC-1 se trataron con diferentes concentraciones de
GEM (0,01, 0,1, 0,5 y 1 uM) en ausencia o presencia de 0,01 uM NVP-AUY922 durante 72
horas. Las curvas de disminucion de proliferacién para GEM solo, o con NVP-AY922, mas
la curva tedrica (BLISS) son representadas. (C) La linea celular de CCR HCT-15 fue tratada
con varias concentraciones de OXA (0,1, 0,5, 1 y 5 uM) en ausencia o presencia de 0,01
UM NVP-AUY922 durante 72 horas. Las curvas de disminucion de proliferacién para OXA
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solo, o con NVP-AY922, mas la curva tedrica (BLISS) son representadas. (D) La linea celular
de CCR DLD-1 fue tratada con concentraciones variables de AZD (0,01, 0,1, 0,5y 1 uM) en
ausencia o presencia de 0,005 uM NVP-AUY922 durante 72 horas. Las curvas de
disminucion de proliferacion para AZD solo, o con NVP-AY922, mads la curva tedrica
(BLISS) son representadas. (E) Las células PANC-1 fueron tratadas con diferentes
concentraciones de BEZ (0,001, 0,01, 0,05 y 0,1 uM) en ausencia o presencia de 0,01 uM
NVP-AUY922 durante 72 horas. Las curvas de disminucion de proliferacion para BEZ solo,
o con NVP-AY922, mas la curva tedrica (BLISS) son representadas. La proliferacién celular
en todas las condiciones fue determinada mediante tincién con cristal violeta. En todos
los graficos los resultados representan el promedio de al menos tres experimentos
independientes + SEM. La curva tedrica (BLISS) fue calculada a partir del promedio para
cada punto de la curva.
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La busqueda de nuevas moléculas capaces de combatir el cancer de forma eficaz
y segura para los pacientes es hoy en dia la base de numerosas investigaciones debido
al grave problema sanitario que representa esta enfermedad a nivel mundial. En
nuestro estudio hemos querido profundizar en las implicaciones de la inhibicion de una
chaperona que se encuentra presente de manera constitutiva en todas las células
llamada HSP90, la cual participa y es necesaria para la correcta maduracion post-
traduccional de numerosas proteinas ("clientes") implicadas en procesos vitales para la
célula, como la proliferacién, la supervivencia y la diferenciacion celular [108]. Ademas,
es una chaperona que responde en situaciones estresantes para la célula, ejerciendo un

efecto protector sobre las mismas [69].

Las células tumorales dependen del correcto funcionamiento de numerosas
oncoproteinas para su supervivencia, y ademds, lo tienen que hacer en el ambiente
desequilibrado que generan los tumores por la falta de nutrientes, oxigeno, etc. Las
chaperonas, y entre ellas HSP90, colaboran con las células tumorales en su adaptacion a
los desérdenes a los que se enfrentan. Es por ello, que la inhibicién de HSP90 puede ser
una oportunidad de combatir el cancer, impidiendo que esta chaperona ayude en la
maduracion y estabilizacién de oncoproteinas, y en la restauracién de la homeostasis
celular [97]. El planteamiento de la chaperona HSP90 como una nueva diana
farmacoldgica inicialmente se descartd, ya que es una chaperona esencial para la vida
en la célula por la multitud de proteinas que dependen de su actividad para completar
su activacion. Sin embargo, v a pesar de no parecer una diana adecuada, algunos
resultados mostraron que la HSP90 es utilizada de manera diferente por las células
tumorales. Estas células suelen tener inducida la expresion de HSP90, una HSP90 mas
activa, e incluso localizada en lugares diferentes, en comparacién a la HSP90 de células
no tumorales [117]. De hecho, el uso de los inhibidores de HSP90 cdémo nueva
estrategia para abordar la lucha contra el cancer ha surgido en las dos Ultimas décadas
como una prometedora forma de terapia dirigida, y muchos de estos inhibidores estan
siendo evaluados en ensayos clinicos. Los inhibidores de HSP90, en general, impiden la
unién de ATP a HSP90, por lo que imposibilitan su cambio conformacional y su actividad
[71, 108]. En este trabajo, dos inhibidores de HSP90 han sido analizados en

profundidad. Dichas farmacos son de diferente origen, uno es un derivado semi-
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sintético ansamicinico llamado 17-AAG, y el otro es un derivado sintético basado en el

resorcinol, denominado NVP-AUY922.

Ambos inhibidores han sido estudiados por nuestro grupo en dos modelos
tumorales in vitro de CP y de CCR. El CP es uno de los tumores mas malignos y con peor
prondstico que existe en el mundo, que carece de una terapia realmente eficaz para
tratarlo, o para aumentar la supervivencia de los pacientes que lo padecen. En el caso
de CCR, no es un tumor tan agresivo como el CP y su prondstico en estadios tempranos
de la enfermedad es notablemente mejor, pero aun asi es un cancer a tener muy en
cuenta por su alta frecuencia en la poblacion, y por el alto grado de casos con
recurrencias tras el tratamiento quirdrgico en los estadios Il y Ill de la enfermedad.
Ademas, en ambos se producen casos de resistencia a las terapias comiUnmente
utilizadas en clinica. Por otro lado, cabe destacar que HSP90 puede encontrarse
sobreexpresada en diferentes tipos de tumores, entre los que se encuentran el CP vy el

CCR [269, 270].

- =

1. Implicaciones de la inhibicion de HSP90 en la proliferacion celular

Para iniciar el presente estudio se valoré la eficacia antiproliferativa de los
inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922, en dos paneles de lineas celulares de CP y
de CCR, realizando ensayos de proliferacion con concentraciones crecientes de los
inhibidores, que nos permiten calcular la concentracion de farmaco necesaria para
inhibir el 50% del crecimiento celular in vitro (ICso). En primer lugar se evalud el efecto
producido por el inhibidor 17-AAG. El agente 17-AAG ha sido uno de los inhibidores de
HSP90 mas estudiados, y el primero en ser evaluado en un ensayo clinico como farmaco
antitumoral. Es un derivado del antibiotico natural Geldanamicina (GA) y ha demostrado
tener efectos antiproliferativos en diferentes tipos tumorales, tanto in vitro como in vivo
[178-183]. Ademads, 17-AAG presenta una alta afinidad por la HSP90 expresada en las
células tumorales [116]. Los resultados obtenidos en los ensayos de proliferacion
dependientes de anclaje realizados en nuestro trabajo muestran respuestas diferentes
en las células de CP y de CCR frente a este inhibidor. Por un lado, se observa una
reduccion considerable de la mayoria de las lineas celulares al ser tratadas con 17-AAG
(Figura 29 y 30). Por otro lado, hay tres lineas, dos lineas celulares de CP, PANC-1 y

CFPAC-1, y una linea celular de CCR, Caco-2, cuya disminucion de la proliferacién es
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menor que en resto de lineas (Figura 29 y 30), y ademas tienen un valor de ICsg superior
aluM (Tabla 16 y 17). El resto de las células, presentan una ICsg inferior a 1 uM. Por
tanto, se pueden distinguir dos grupos diferentes segln su respuesta a 17-AAG, que los
hemos agrupado teniendo como referencia si su valor de ICso es superior o inferior a 1
M. Segun este criterio, hay un grupo de lineas celulares con una ICsg inferiora 1 uM o
sensibles a 17-AAG, y otro pequefio grupo con una ICsg superior a 1 M o resistentes a
17-AAG, compuesto por las lineas celulares CFPAC-1, PANC-1 y Caco-2. En el grupo de
las lineas sensibles, hay una linea celular de CCR, LoVo, cuya respuesta a 17-AAG es baja
a concentraciones en un rango de 0,001-0,5 uM de 17-AAG, y mas alta a
concentraciones superiores, por lo que su sensibilidad a 17-AAG ha sido considerada
por nosotros como intermedia. En general, el rango de valores de ICsp, en las lineas de
CP y CCR estudiadas tras el tratamiento con 17-AAG, va desde 6nM hasta mas de 2 uM
(Tabla 16 y 17). Este rango es muy amplio, debido al diferente efecto antiproliferativo
producido por 17-AAG en estos modelos celulares, ya que hay lineas celulares muy
sensibles y otras resistentes a este inhibidor. Los resultados obtenidos en los ensayos
independientes de anclaje confirmaron que las tres de lineas celulares, PANC-1, CFPAC-
1y Caco-2 (Figura 37 y 39), no responden al tratamiento con 17-AAG. Sin embargo, el
resto de las lineas celulares mostraron una gran sensibilidad a 17-AAG, reduciendo la

formacion de colonias casi en su totalidad (Figura 37 y 39).

En segundo lugar, se evalud la capacidad antiproliferativa de otro inhibidor de
HSP90, llamado NVP-AUY922, de igual modo que se hizo con 17-AAG. Respecto a NVP-
AUY922, hay que destacar que ha sido menos estudiado que 17-AAG, ya que es un
inhibidor mas reciente; pero aun asi varias publicaciones ya han puesto de manifiesto su
gran capacidad de frenar la proliferacion en varios tipos de tumores en ensayos pre-
clinicos [226-230]. Los resultados obtenidos en los ensayos de proliferacion de nuestro
estudio también indican su potente capacidad de inhibicion del crecimiento, tanto en
lineas celulares de CP, como en las de CCR (Figura 31 y 32). De hecho, todas las lineas
celulares estudiadas presentan valores de ICsg muy inferiores a 1 uM, comprendidos
entre 2 nM y 65 nM. Este rango oscila en concentraciones nanomolares, muy por
debajo de los valores de ICsg de algunas lineas celulares al ser expuestas a 17-AAG. Tras

el tratamiento de NVP-AUY922 no hemos encontrado ninguna linea celular que no
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responda o resistente a su efecto. Al igual que nosotros, otros autores no han
encontrado ninguna linea celular de CP resistente al tratamiento de NVP-AUY922 [271],
ni tampoco en un panel de lineas celulares de cancer gastrico [272], constatando el gran
poder citotodxico de este inhibidor en modelos celulares de CP y de otro tipo de tumores
gastrointestinales. Ademads, y del mismo modo que ocurre en las lineas celulares de
nuestro estudio, NVP-AUY922 exhibe una actividad antiproliferativa potente y superior
a la producida por 17-AAG [228]. En cuanto a los estudios realizados en pacientes,
gueremos comentar que NVP-AUY922 estd siendo evaluado en varios ensayos clinicos
[231] tras los resultados tan prometedores que se han obtenido en los estudios pre-

clinicos, aunque todavia no se dispone de muchos resultados publicados al respecto.

Los niveles de expresion de HSP90 también nos parecid un factor a tener en
cuenta para valorar la respuesta de las células a los inhibidores de HSP90, ya que es
comun que las células tumorales con una alta expresion de HSP90 dependan mas de su
correcta funcionalidad para su supervivencia, y por tanto la inhibicion de HSP90 en
estas células puede causar efectos mas graves, que en otras células. Por otro lado,
también es posible que si las células tumorales tienen una alta expresion de HSP9O, la
capacidad de los inhibidores se vea limitada por la cantidad de HSP90. En relacion a
esto, estudiamos si los efectos antiproliferativos de 17-AAG y NVP-AUY922 estaban
asociados a los niveles de expresion de HSP90 de las lineas celulares incluidas en el
estudio. Sin embargo, ni en las lineas celulares de CP, donde los niveles de expresién de
HSP90 son variables (Figura 26 y 27), ni en las lineas celulares de CCR que presentan
niveles muy similares de expresion (Figura 26 y 28), hemos podido determinar una
relacion entre las diferencias de sensibilidad al tratamiento y los diferentes niveles de
expresion de HSP90. En el caso de NVP-AUY922, todas las lineas responden bien al
tratamiento, independientemente de su mayor o menor expresion de HSP90, por lo que
podemos constatar que no hay relacion entre los niveles de HSP90 de las lineas
celulares y su sensibilidad a NVP-AUY922. En el caso de 17-AAG, como hemos
comentado anteriormente, hay varias lineas con baja o ninguna respuesta a este
inhibidor: PANC-1, CFPAC-1 y Caco-2. Las lineas celulares de CP PANC-1 y CFPAC-1
presentan niveles de expresién de HSP90 superiores a otras lineas celulares sensibles a

17-AAG. A priori, este resultado nos hizo pensar que la mayor expresion de HSP90 en
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estas células podria estar vinculada a su escasa respuesta a 17-AAG. Sin embargo, al
observar los niveles de expresién de HSP90 del resto de las lineas celulares esta
hipodtesis fue descartada, ya que otras de lineas celulares de CP con una alta expresion
de HSP90, como IMIM-PC-1, Hs 766T o BxPC3, son lineas celulares muy sensibles a 17-
AAG en los ensayos de proliferacion (Figura 29 y Tabla 16). En las lineas celulares de
CCR, la linea resistente a 17-AAG, Caco-2, y la linea LoVo, que responde
moderadamente a 17-AAG, también tienen una alta expresion de HSP90 (Figura 26 y
28). Pero aun asi, y del mismo modo que ocurre en las lineas celulares de CP, otras
lineas celulares de CCR, como HCT-15 o HCT 116, presentan niveles de expresion de
HSP90 similares a los expresados por la linea Caco-2, y son sensibles a 17-AAG en los
ensayos de proliferacion (Figura 30 y Tabla 17). Por tanto, no hemos encontrado una
relacion directa entre los niveles de expresion de HSP90 y su sensibilidad a los
inhibidores 17-AAG y NVP-AUY922 en los paneles de células tumorales de CP o de CCR

estudiados.

De forma adicional, se evaluaron los efectos antiproliferativos de 17-AAG y NVP-
AUY922 en ensayos de larga duracion, en concreto seis dias, a una concentracion
constante de cada farmaco (Figura 35). Los ensayos de proliferacién se realizaron en
cuatro lineas celulares de CP y cuatro lineas celulares de CCR, y la reduccion del
crecimiento de las lineas celulares seleccionadas fue calculada tras el tratamiento con
los inhibidores de HSP90. Al analizar los resultados obtenidos, se observa que NVP-
AUY922 es el inhibidor con un efecto antiproliferativo mas potente (Figura 35, B, Tabla
21), y que todas las lineas celulares, tanto de CP como de CCR, presentan una
disminucién practicamente total de su crecimiento tras seis dias de tratamiento. Los
efectos causados por 17-AAG son diferentes. En este caso, las lineas celulares que no
responden frente a 17-AAG en los ensayos dosis-respuesta CFPAC-1, PANC-1 y Caco-2,
tampoco lo hacen tras seis dias de tratamiento y su proliferacién casi no estd afectada,
presentando solamente una reduccion de la proliferacién entre un 10-20% (Figura 35,
A, Tabla 21). Estos resultados nos confirman la escasa respuesta de dichas lineas
celulares al efecto de este inhibidor. Por otra parte, las otras cinco lineas celulares
analizadas, incluida la linea celular LoVo, presentan una disminucién considerable de la

proliferacion tanto a los tres como a los seis dias de tratamiento. En este ensayo las
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lineas mas afectadas fueron HT-29 y SW620, ambas de CCR, con una disminucion de
aproximadamente el 95% de la proliferacion a los seis dias de tratamiento. Las lineas
celulares IMIM-PC-2, IMIM-PC-1 y LoVo, también presentaron una importante

reduccion de su crecimiento, confirmandose asi su sensibilidad a este inhibidor.

En ultimo lugar, se estudiaron los efectos antiproliferativos de 17-AAG y NVP-
AUY922 en cultivos primarios procedentes de muestras de tumores extirpados de
pacientes con CCR intervenidos en el HCUVA y en el HUSL, como una forma de
aproximacion a los resultados que se obtendrian en clinica y la aplicabilidad de estos
inhibidores en pacientes con este tipo de tumores. Hay que recordar que la realizacion
de experimentos en este tipo de muestras es mucho mas dificultosa que en lineas
celulares tumorales establecidas, y que son poblaciones celulares muy heterogéneas,
por lo que muchas veces la correlacion de los resultados entre los cultivos primarios y
las lineas celulares es muy compleja. Tras el procesamiento de multitud de muestras
tumorales que llegaron a nuestro laboratorio, finalmente se realizaron ensayos de
proliferacion en 16 cultivos primarios (Tabla 8), que permanecieron en cultivo durante
cierto tiempo. Los 16 cultivos primarios fueron tratados con concentraciones
constantes de 17-AAG y de NVP-AUY922, y ambos inhibidores produjeron una
disminucion del crecimiento celular similar, alrededor de un 40% (Figura 33), aunque
esta reduccion de la proliferacion no fue tan pronunciada como la producida por los
inhibidores en las lineas celulares de CCR estudiadas. Ademads de estos ensayos, en
cuatro de los cultivos primarios, denominados HCUVA-CC-1, HCUVA-CC-34, HCUVA-CC-
1T y HCUVA-CC-3“", se realizaron ensayos de proliferacién con concentraciones
crecientes de cada inhibidor y se calculd el valor de su ICsg para cada uno. Los resultados
de estos experimentos muestran que uno de los cultivos primarios, HCUVA-CC-34, tiene
un valor de ICsg superior a 1 uM para ambos inhibidores y no responde bien a ninguno
de los dos, por lo que, y del mismo modo que hicimos en las lineas celulares, segln esta
ICso es considerado resistente a 17-AAG y NVP-AUY922 (Figura 34 y Tabla 20). Este
cultivo primario proviene de un tumor en estadio IV, el mas avanzado de la
enfermedad, con metastasis distantes, y estuvo recibiendo un tratamiento
neoadyuvante, que consistié en la administracion de los agentes quimioterdpicos 5FU

junto con leucovorina (LV) e irinotecan, antes del tratamiento quirurgico (Tabla 9). El
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cultivo HCUVA-CC-34 es el Unico modelo celular utilizado en el estudio que no responde
a NVP-AUY922, y tampoco lo hace a 17-AAG (Figura 34 y Tabla 20). La resistencia que
muestra este cultivo a los inhibidores de HSP90 quizas es debida a que son células con
un mayor grado de agresividad por provenir de una muestra tumoral en estadio IV, o
porque al ser un tumor previamente tratado, las células mas sensibles a los farmacos
antitumorales se han destruido, mientras que la subpoblacion de células resistentes ha
sobrevivido y sigue proliferando. Ademads, los ensayos en agar blando también
mostraron una menor respuesta de este cultivo a 17-AAG y NVP-AUY922 (Figura 41y
42), lo que nos confirmd la escasa respuesta de HCUVA-CC-34 a los inhibidores de
HSP90. Por el contrario, los otros tres cultivos primarios responden bien a los
inhibidores de HSP90. El cultivo primario que responde mejor a ambos inhibidores es
HCUVA-CC-3“" (Figura 34 y Tabla 20), y es un cultivo que proviene de una muestra
tumoral de un CCR con un fenotipo de alta inestabilidad de microsatélites (MSI-H) que
se encontraba en estadio Ill y que no ha recibido tratamiento previo (Tabla 9). Los
cultivos HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-1<" también son sensibles a 17-AAG y NVP-AUY922
(Figura 34 y Tabla 20). El primero proviene de una muestra anénima, por lo que no
sabemos a qué tipo de CCR pertenece, y el segundo proviene de una muestra tumoral
de un CCR de tipo serrado en estadio Il (Tabla 9) que tampoco habia sido tratado antes
de la operacion. En los ensayos de formacién de colonias, los cultivos HCUVA-CC-1 y
HCUVA-CC-3“" sufrieron una reduccién similar del nimero de colonias tanto con 17-
AAG, como con NVP-AUY922 (Figura 41 y 42). En general, los resultados obtenidos en
los cultivos procedentes de muestras tumorales de pacientes pueden servir como
antecedentes pre-clinicos del efecto citotéxico que podrian producir este tipo de

farmacos en diferentes tipos y estadios de CCR.

2. Alteracion en las cascadas de senalizacion PI3-K y MAPK por la
inhibicion de HSP90

La inhibicion de las cascadas de sefializaciéon PI3-K/Akt y MAPK pueden
proporcionar una nueva forma de abordar el tratamiento contra el CP y el CCR, ya que
la desregulacidn y la sobreactivacion de estas rutas es frecuente en las células de estos
tipos de tumores, entre otros, y causante de la alteracién de procesos celulares que

contribuyen a la supervivencia [128, 129, 134, 135]. Teniendo en cuenta que varias de
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las proteinas que forman parte de estas cascadas son proteinas clientes de HSP90, la
utilizacién de inhibidores de HSP90 podria interrumpir una misma ruta de sefializacién,
en varios puntos y al mismo tiempo, por lo que se presenta como una estrategia muy
interesante para combatir con éxito a las células cancerosas [71, 108]. Por tanto, el
siguiente paso de nuestro trabajo fue estudiar como influye la inhibicion de HSP90,
producida por 17-AAG y NVP-AUY922, en los niveles de expresion de proteinas que
pertenecen a las vias de transduccion de sefiales PI3-K/Akt y MAPK, en los modelos

tumorales de CP y de CCR utilizados en nuestro estudio.

Este estudio se inicid con la familia de receptores HER, que son capaces de
activar a ambas rutas y ademads son proteinas clientes de HSP90, por lo que nos parecié
muy interesante analizar el efecto de los inhibidores de HSP90 sobre estos receptores.
Dentro de los receptores HER, EGFR es uno de los receptores mas estudiado como
diana molecular para el tratamiento del cancer, incluyendo el CP y el CCR, en los cuales
puede encontrarse sobreexpresado frecuentemente [133]. Para determinar el efecto de
17-AAG y NVP-AUY922 sobre los niveles de expresion de los receptores HER, varias
lineas celulares fueron tratadas a concentraciones constantes de 17-AAG o NVP-
AUY922 a diferentes tiempos, y a continuaciéon se analizaron sus niveles de expresion.
Los resultados revelan que las lineas celulares sensibles al tratamiento con 17-AAG,
IMIM-PC-2 y HT-29, vy las lineas celulares sensibles a NVP-AUY922, SW620, Caco-2,
IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1, sufren una disminucién importante de la expresidén de estos
receptores, sobretodo de EGFR y HER2 (Figura 43 y 44). Incluso en algunas lineas
celulares, la reduccién de los niveles de expresién de EGFR y de HER2 fue detectada tras
soélo cuatro horas de tratamiento (IMIM-PC-1 y CFPAC-1, Figura 45). Ademas de las
lineas celulares, cuatro cultivos primarios fueron tratados con 17-AAG y NVP-AUY922, y
posteriormente los niveles de expresion de EGFR fueron analizados. En el cultivo
HCUVA-CC-1 no se detectaron niveles de EGFR por lo que no se pudo valorar el efecto.
En los otros tres cultivos primarios los resultados muestran una disminucién de los
niveles de expresién de EGFR tras el tratamiento con 17-AAG (Figura 48). Tras el
tratamiento con NVP-AUY922, la disminucion de los niveles de EGFR se produce

considerablemente en el cultivo HCUVA-CC-1%", mientras gue en los cultivos HCUVA-CC-
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34 y HCUVA-CC-3“", la disminucién fue evidente a una alta concentracién de NVP-

AUY922 (Figura 48).

Como hemos comentado, tanto EGFR como HER2 son proteinas clientes de
HSP90 que dependen de ella para estabilizarse, y cuando HSP90 no funciona
correctamente no alcanzan su conformacion madura y acaban degradandose [273]. Los
inhibidores utilizados en nuestro estudio, 17-AAG y NVP-AUY922, han demostrado que
son capaces de disminuir los niveles de expresién de estos receptores en otros tipos de
tumores. El inhibidor 17-AAG produce una disminucion de EGFR en lineas celulares de
glioma [274]. El inhibidor NVP-AUY922 produce una disminucién de HER2 en células de
cancer de mama [226], y de EGFR en células de cancer de pulmon no pequefias [230].
En células tumorales neuroendocrinas, NVP-AUY922 también provocd una reduccién los
niveles de los receptores HER analizados (EGFR, HER2 y HER3) [275]. Estos resultados
son similares a los determinados en nuestro estudio en modelos tumorales de CP y de
CCR, ya que 17-AAG, en las lineas celulares sensibles y NVP-AUY922, en todas las lineas
celulares analizadas producen una disminucion de los niveles de los receptores HER
(Figura 43 y 44). En los cultivos primarios, 17-AAG fue capaz de disminuir los niveles de
expresion de EGFR, incluso en el cultivo HCUVA-CC-34 que no responde bien al efecto
de este inhibidor, y NVP-AUY922 también disminuyd los niveles del receptor en los
cultivos, aunque en menor medida que 17-AAG. Hay que destacar que 17-AAG y NVP-
AUY922 han sido administrados en combinacion con farmacos inhibidores especificos
de receptores de la familia HER con el fin de conseguir un mejor beneficio antitumoral
para los pacientes, y se han obtenido resultados positivos en combinacién con el
anticuerpo monoclonal trastuzumab, un inhibidor especifico de HER2. En el caso de 17-
AAG, se realizaron ensayos clinicos en pacientes cancer de mama metastasico HER2-
positivos [232, 233], y en el caso de NVP-AUY922 el estudio se realizé en lineas celulares
de cancer de mama y de cancer gastrico, incluidos modelos con resistencia a

trastuzumab adquirida [244].

A continuacién, estudiamos los niveles de expresion de otras proteinas que se
encuentran por debajo de los receptores HER, y que forman parte de las cascadas de
sefializacion PI3-K/Akt y MAPK. En primer lugar, vamos a comentar los resultados

relacionados con las proteinas que forman parte de la ruta PI3-K/Akt. Hay que recordar
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gue varias de las proteinas incluidas en esta ruta son proteinas clientes de HSP90 (Akt,
mTOR, p70S6K). Una de las proteinas estudiadas fue Akt total, y al analizar sus niveles
de expresion en la linea celular de CP sensible a 17-AAG, IMIM-PC-2, es evidente que su
expresion sufre una disminucidn tras 24 horas de tratamiento con 17-AAG (Figura 43). A
tiempos mas largos, se observa una leve disminucién de los niveles de expresidon de Akt
en la linea celular Caco-2, probablemente debida a una exposicion mas larga a 17-AAG
(48 horas) (Figura 43), aunque este farmaco no causa un gran efecto antiproliferativo en
esta linea celular, como vimos en los ensayos de proliferacion, y es considerada
resistente a este inhibidor (Figura 30 y Tabla 17). Tras el tratamiento con NVP-AUY922
también se percibe una disminucion de Akt total en las lineas de CCR, SW620 y Caco-2,
a 24 y 48 horas de tratamiento (Figura 44, A), ambas sensibles a este inhibidor. Ademas,
en la linea celular de CP, IMIM-PC-2, sensible también a los dos inhibidores, se analizo el
estado de fosforilacion de Akt 1/2/3, de los tres residuos en conjunto (pan) y por
separado, y los resultados revelaron que se produce una disminucién de su estado de
fosforilacion en respuesta al tratamiento con 17-AAG (Figura 46, A) y con NVP-AUY922
(Figura 46, B), por lo que la activacion de esta proteina quinasa esta reducida por efecto
de los inhibidores de HSP90. La disminucion de la fosforilacién constitutiva de Akt y la
reduccidon de la expresion de Akt total ha sido anteriormente descritas como una
consecuencia del tratamiento con 17-AAG en lineas celulares de CP [276] y de CCR
[277], y después del tratamiento con NVP-AUY922 en otros tipos de lineas celulares

tumorales [272, 275].

La alteracién de la proteina Akt en nuestro modelo in vitro de CP y de CCR por
parte de los inhibidores de HSP90 es un resultado muy destacable si pensamos en el
papel que juega Akt modulando numerosas moléculas relacionadas con la
supervivencia, diferenciacion celular y otros procesos relacionados con la progresion
tumoral [122, 123]. A esto hay que sumar que en el CP y en el CCR, Akt suele estar
sobreactivada [278, 279], por lo que las lineas celulares que provienen de estos tipos de
tumores podrian tener una mayor dependencia del correcto funcionamiento de Akt, y

por tanto su inhibicion en este tipo de tumores es mas valiosa, aun si cabe.

El estudio de la alteracién de los niveles de expresion de proteinas causado por

17-AAG y NVP-AUY922 continud con algunas de las proteinas que estan por debajo de
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Akt en la cascada de sefializacion, y son reguladas por ella. Entre las proteinas que
pueden ser activadas por Akt, encontramos la proteina mTOR, que participa en la
sintesis de proteinas necesarias para la proliferacién, el ciclo celular y el metabolismo
celular, entre otras funciones. Una de las proteinas efectoras de mTOR, la quinasa
p70S6K, y uno de los sustratos principales de p70S6K, la proteina ribosomal S6 (RPS6),
fueron incluidas en nuestro estudio. Ambas proteinas estan relacionadas con la sintesis
de proteinas, al igual que mTOR. Los experimentos realizados en las células IMIM-PC-2,
tratadas con 17-AAG y NVP-AUY922 durante 24 horas indican que hay una reduccion
del estado de fosforilacion de p70S6K y de RPS6 (Figura 46 y 47), por lo que la

activacion de ambas se ve disminuida tras el tratamiento con los inhibidores de HSP90.

En resumen, los resultados nos indican que varias proteinas que forman la
cascada de sefializacion PI13-K/Akt experimentan una disminucion de su activacion tras
el tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922 en la linea celular de CP IMIM-PC-2. La
disminucion del estado de fosforilacion de Akt y de p70S6K podria deberse a una
degradacién de proteina total, ya que ambas son proteinas clientes de HSP90, o por la
disminucion en los niveles de expresion de proteinas que se encuentran por encima de

ellas en la ruta, y que suelen provocar su fosforilacion.

Por otro lado, también se analizo el estado de fosforilacion de la proteina RPS6
en otras lineas celulares, tanto de CP como de CCR, y los resultados mostraron que la
linea resistente a 17-AAG, PANC-1 no presenta cambios en los niveles de fosforilacién
RPS6, y la linea celular Caco-2, también resistente a 17-AAG, muestra una disminucién
leve del estado de fosforilacion de esta proteina (Figura 47, A). Por otra parte, la linea
celular de CCR, HT-29, y la linea celular de CP, IMIM-PC-2, sensibles a 17-AAG,
presentan una disminucién total de la fosforilacion de RPS6 (Figura 47, A). La
disminucion de la activacién de RPS6 también se produce en las todas las lineas
celulares que fueron tratadas con NVP-AUY922 (Figura 47, B). Respecto a RPS6, hay que
destacar que aungue no existen muchos estudios que mencionen su papel en el
desarrollo del cancer, un trabajo realizado en un modelo murino de CP en el que los
ratones tenian suprimida la fosforilacion de RPS6 (p-RPS6), demostrd que los ratones sin

posibilidad de expresion de p-RPS6 desarrollaban menos lesiones precursoras de CP, lo
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gue podria significar que la activacion RPS6 tiene un papel relevante en la iniciacién de

este tipo de tumores [280].

En segundo lugar, vamos a comentar los resultados relacionados con las
proteinas que forman parte de la ruta MAPK, de gran relevancia para el CP y el CCR por
la frecuencia de mutaciones que presentan estos tumores en oncogenes como KRAS o
BRAF [19, 41, 131, 132], y que mantienen activa esta cascada en las células
cancerigenas. La ruta MAPK suele describirse como una cascada de sefializaciéon que se
inicia por la activacion de Ras, seguida de Raf, Mek 1/2, y su ultima proteina efectora,
Erk 1/2. Algunas quinasas de esta ruta (Raf-1, B-Raf) son proteinas clientes de HSP90,
pero es la activacién de la ultima quinasa Erk 1/2, la encargada de regular numerosos
sustratos que participan en diversos procesos celulares [127], por lo que nos intereso
analizar si el efecto de los inhibidores de HSP90 interferia en la sefializacion de la ultima
quinasa de la ruta, Erk 1/2, aunque no sea directamente una proteina cliente de HSP90.
Los niveles totales de Erk 1/2 no se ven alterados tras el tratamiento con los inhibidores
de HSP90, pero si se observa una disminucién en su estado de activacion en respuesta a
17-AAG en las lineas sensibles, y a NVP-AUY922 en todas las lineas celulares analizadas
(Figura 43 y 44). La reduccién de los niveles de fosforilacion de Erk 1/2 detectados en
las lineas celulares incluidas en nuestro estudio tras el tratamiento con los inhibidores
de HSP90 es similar a los resultados observados en otros estudios, tanto para 17-AAG
como para NVP-AUY922 [274-276]. En los cultivos primarios, 17-AAG produce una
disminucion de la fosforilacion de Erk 1/2 (p-Erk 1/2) en todos ellos, mientras que NVP-
AUY922 solo lo hizo en el cultivo HCUVA-CC-1 y HCUVA—CC—lCT(Figura 48). En el cultivo
HCUVA-CC-3" |a disminucién de p-Erk1/2 se observa a una concentracién alta de NVP-
AUY922; en cambio, en el cultivo HCUVA-CC-34 la disminucion fue muy leve a las dos
concentraciones utilizadas de NVP-AUY922 (Figura 48). Estos resultados se
correlacionan con la moderada disminucion del receptor EGFR que también se observa
en estos dos cultivos tras el tratamiento con NVP-AUY922. En ambos casos, el inhibidor
17-AAG causa una mayor reduccién en los niveles de EGFR y de p-Erk 1/2, aunque los
efectos producidos por 17-AAG y NVP-AUY922 en los ensayos de proliferacién para

estos dos cultivos fueron muy parecidos (Figura 34 y 41).
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Ademas de p-Erk 1/2, el estado de fosforilaciéon de una proteina que se
encuentra “aguas abajo” de la ruta MAPK y es regulada directamente por la sefializacién
de Erk 1/2, como es la quinasa RSK1, fue analizada. Esta proteina también esta
relacionada con la ruta PI3-K/Akt, ya que se ha descrito que puede activar a mTOR
[258]. La quinasa RSK1, también llamada p90S6K, pertenece a una subfamilia de
quinasas ribosomales S6 y estd implicada en el crecimiento, la supervivencia y otros
procesos celulares [259]. El estado de fosforilacion de RSK1 tras el tratamiento con 17-
AAG y NVP-AUY922 fue determinado en la linea celular de CP IMIM-PC-2, y los
resultados indican una disminucién de los niveles de fosforilacion de esta proteina
quinasa (Figura 46) en las células tratadas, como ocurre con la activacién de otras
proteinas estudiadas. Por lo que una vez mas, se afianza el hecho de que las sefiales

transmitidas a través de estas rutas son interrumpidas por la inhibicion de HSP90.

Por otro lado, y al mismo tiempo que se analizaban los niveles de expresion de
proteinas clave de las rutas de sefializacion PI13-K/Akt y MAPK, se determinaron los
niveles de expresion de HSP70 en las células tratadas. Los resultados indican un rapido
incremento de expresién de la co-chaperona HSP70 en todas las lineas celulares
sensibles a los inhibidores 17-AAG y NVP-AUY922 (Figuras 43 y 44), detectable a las 4 u
8 horas de tratamiento (Figura 45) y en los cuatro cultivos primarios analizados (Figura
48). La chaperona HSP70 ha sido descrita como un biomarcador de respuesta a la
inhibiciéon de HSP90, y el incremento de su expresion ha sido puesto de manifiesto en
numerosos trabajos donde se utilizan agentes inhibidores de HSP90. Se sabe que en
condiciones de estrés, la induccién de los niveles de HSP70 esta mediada por la
actividad del factor de choque térmico 1 (HSF-1), que es el principal factor de
transcripcion de la respuesta de choque térmico [281]. En condiciones basales, HSP90
estd unida a HSF-1 [282], pero cuando las células sufren un estimulo estresante, otras
proteinas comienzan a unirse a HSP90 y HSF-1 queda liberado produciendo un aumento
de las proteinas de choque térmico (HSPs). La interaccion de los inhibidores de HSP90
con esta chaperona impide la asociacion de HSF-1 y HSP90, desencadenando la
respuesta de choque térmico celular y el incremento de chaperonas como HSP70 [283,
284]. Nuestros resultados muestran una relacion entre la sensibilidad de las lineas

celulares a los inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922, y el incremento de HSP70.
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Solamente un leve aumento de HSP70 fue detectado en la linea celular resistente a 17-
AAG Caco-2. En esta linea celular, 17-AAG también produce ligeros cambios en los
niveles de expresiéon de otras proteinas analizadas, como se ha comentado
anteriormente. En los cultivos primarios hay un incremento de HSP70 tras el
tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922, a excepcion del cultivo HCUVA-CC-34 tras el
tratamiento con una concentracion baja de NVP-AUY922 (Figura 48). Este cultivo, como
ya hemos comentado, no muestra una gran inhibicién de la proliferacién tras el
tratamiento con los inhibidores de HSP90. Aun asi, estos farmacos aumentar la
expresion de HSP70, lo que indica que HSP90 estd inhibida. Es posible que este cultivo
sea capaz de adaptarse y seguir sobreviviendo aunque esta chaperona no funcione
bien. Por ultimo, los niveles de expresién de HSP90 también fueron analizados, y al
contrario que ocurre con los niveles de HSP70, la expresién de HSP90 se mantiene

inalterada tras el tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922.

3. Efectos sobre el ciclo celular y muerte celular producidos por la
inhibicion de HSP90

Los inhibidores de HSP90 causaron cambios en el ciclo celular de las lineas
celulares de CP y de CCR incluidas en este estudio. Ademas, y en ultima instancia, en las
células sensibles a los inhibidores, también se observd la induccion de muerte celular,
uno de los objetivos perseguidos por los tratamientos antitumorales citotéxicos.
Probablemente, esta desregulacién del ciclo celular y sus consecuencias es debida a una
incorrecta actividad de HSP9O0 tras su inhibicion. Como ya hemos explicado, HSP90 es
una chaperona necesaria para una adecuada progresién dentro del ciclo celular, ya que
algunas proteinas clave en la regulacion del ciclo celular forman parte de la bateria de
proteinas clientes de HSP90. A continuacién, vamos a comentar en detalle lo que

hemos observado en los modelos celulares de CP y de CCR.

En cuanto a los cambios ocurridos en el ciclo celular tras el tratamiento de los
inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922, en las lineas celulares de CP y de CCR
estudiadas, se produce una acumulacion de las células, o bloqueo, en la fase G,/M del
ciclo celular en las lineas sensibles a estos inhibidores (Figuras 49, 51, 52 y 53, Tablas
22,23, 24y 25), a excepcion de la linea celular IMIM-PC-2, en las cuales el inhibidor 17-

AAG produce un blogueo en la fase G (Figura 49, A), y de la linea celular LoVo, en las
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gue se aprecia un incremento de la fase SubGy, sin una acumulacion previa en ninguna
fase del ciclo celular, tras el tratamiento con ambos inhibidores (Figuras 51, D, y 53, D).
En los cultivos primarios HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-3%, también se produce una
acumulacion de las células en la fase G,/M tras el tratamiento con 17-AAG y NVP-
AUY922 (Figura 54 y Tabla 26). Otros estudios han demostrado que los inhibidores de
HSP90 causan acumulacién de las células en diferentes fases del ciclo celular en lineas
celulares tumorales, y la diferente acumulacion en una fase u otra parece depender del
contexto celular y de las proteinas clientes afectadas [155]. Por ejemplo, en lineas
cancerigenas de vejiga un estudio describid una acumulacién de las células ejercida por
17-AAG en la fase G; [285], pero otros estudios han demostrado que este mismo
inhibidor produce una acumulacién de células tumorales de CCR en la fase G,/M [277],
incluyendo la linea celular HT-29, la cual también muestra una acumulacion en la fase
G,/M en nuestros experimentos (Figura 51, A), y en lineas de cancer de pulmon [286].
Para NVP-AUY922, el estudio realizado por Lee y colaboradores en lineas celulares de
cancer gastrico determind que algunas de las células quedaban bloqueadas en la fase
G, y otras en la fase G,/M del ciclo celular tras el tratamiento con este inhibidor [272].
Segun Burrows y colaboradores [155] es posible que el hecho de que las células queden
acumuladas en un punto u otro del ciclo depende de varios factores, y en el caso de las
células que se quedan bloqueadas en la fase G;, como ocurre en la linea IMIM-PC-2
(Figura 49, A) en nuestro trabajo, esté relacionado con varias causas. Por un lado, puede
deberse a un defecto en la proteina Retinoblastoma (Rb) que participa en la entrada en
la fase Sy la sintesis de ADN, o por otro lado, deberse a que las células alteradas por la
inhibiciéon de HSP90 no sean capaces de superar el primer punto de control o parada en
el ciclo, que se encuentra al final de la fase G;. Por ultimo, este blogueo también podria
ser debido a la alteracidén de las proteinas clientes de HSP90 relacionadas con la
actividad del punto de control de G;/S. Otro estudio llevado a cabo en lineas tumorales
con el inhibidor de HSP90, herbimicina A, propuso que la acumulaciéon de las células en
la fase G, del ciclo estd relacionada con la disminucién de la expresion y la actividad
guinasa de las ciclinas D y E y sus Cdks y la hipofosforilacion de Rb [287]. Cuando la
proteina Rb se encuentra en estado hipofosforilado, el factor de transcripcion E2F
permanece inactivo, de manera que la progresion de las células hacia la fase S se ve

impedida. Pero cuando Rb es fosforilada por los complejos ciclinas-Cdks que participan
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en la fase Gy, las células avanzan hacia la fase S. En nuestro trabajo, la linea celular
IMIM-PC-2 presenta una acumulacion de las células en la fase G; producida por el
tratamiento de 17-AAG (Figura 50), y también se determind que se producia una
reduccion de los niveles de expresién de la ciclina D1, que es una de las ciclinas que
participa en la fosforilacion de Rb, lo que apoya que haya una acumulacién de las

células en la fase Gy del ciclo en esta linea celular.

Asi mismo, interesados en la acumulacién de las células o bloqueo que sufren la
mayoria de las lineas celulares en la fase G,/M tras el tratamiento con los inhibidores de
HSP90, quisimos ampliar el estudio de este bloqueo en esta fase del ciclo celular. Para
ello, utilizamos el inhibidor NVP-AUY922, ya que es un farmaco mucho mas novedoso
gue 17-AAG vy todas lineas celulares de CP y de CCR analizadas son sensibles a él. Esta
parte del trabajo consistid en analizar los niveles de expresion de dos proteinas
moduladoras clave en el avance de las células de la fase G, del ciclo hacia la fase M
(mitosis), como son la ciclina B1 y la quinasa dependiente de ciclinas Cdc2 (CDK1), que
ademas, han sido descritas como proteinas clientes de HSP90. Estas proteinas se unen
formando un complejo entre la fase Sy G», y cuando este complejo es activado se inicia
la mitosis. Este complejo se mantiene activo hasta la metafase, participando en la
regulacion de eventos que se producen durante la mitosis como la condensacion
cromosémica, la ruptura de la membrana nuclear, el ensamblaje del huso acromatico,
entre otros. Las Cdks estan reguladas por diferentes procesos, como su estado de
fosforilacién. En concreto, Cdc2 necesita estar fosforilada en el residuo treonina 161
(Thr161) para tener actividad quinasa [137], y ademas, tiene que ser desfosforilada en
dos residuos, uno en treonina 14 (Thrl4) y otro en tirosina 15 (Tyrl5), ya que estas
fosforilaciones mantienen inhibida su actividad quinasa. La fosforilacion de estos
residuos estd regulada por el equilibrio que existe entre la actividad de la fosfatasa
Cdc25C, y de las quinasas Weel y Mytl [262]. Cuando Cdc2 estd asociada con su
subunidad reguladora, la ciclina B, y es desfosforilada en Thrl14 y Tyrl5, su actividad
guinasa se pone en funcionamiento y se desencadena la entrada de las células en
mitosis [263]. Al final de la mitosis se produce la degradacién de la ciclina B, y el

complejo deja de funcionar [264], provocando la salida de las células de la mitosis.



Discusion

Los experimentos realizados al respecto en nuestro trabajo muestran una
disminucién de la fosforilacion de Cdc2 (Tyr15) y Cdc2 total en una linea celular de CPy
otra de CCR (Figura 59 y 60), y en algunos cultivos primarios de CCR (Figura 61), tras el
tratamiento con NVP-AUY922. La disminucién de la fosforilacion de Cdc2 indica que
Cdc2 estd activada, y por tanto las células pueden avanzar hacia la fase M. Esta
reduccion en la fosforilacion puede ser consecuencia de la disminucion de los niveles de
proteina total de Cdc2 o puede deberse a que las proteinas encargadas de la regulacién
de su fosforilacion también se vean alteradas por la inhibicién de HSP90. Ademas, la
disminucién de Cdc2 total también puede causar un descenso en la formacion del
complejo ciclina B1/Cdc2. Por otro lado, NVP-AUY922 no fue capaz de provocar cambios
significativos en los niveles de expresion de la ciclina B1, a pesar de que ésta también es
proteina cliente de HSP90. Esto nos indica que no todas las proteinas clientes se ven
alteradas del modo mismo tras la inhibicién de HSP90, y mientras algunas proteinas
clientes se degradan rapidamente como hemos visto anteriormente, otras, como la
ciclina B1 no sufren cambios a la misma concentracién y tiempo de exposicién al
farmaco en los modelos tumorales de CP y de CCR estudiados. Otros autores han
descrito resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio, con una reduccién de
los niveles de expresiéon de Cdc2. Sin embargo, también detectaron una disminucién en
los niveles de ciclina B1 tras el tratamiento con este farmaco, pero en otros modelos

celulares y a un tiempo de tratamiento mas largo (72 horas) [272].

Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, decidimos que también podria
ser interesante sincronizar una linea celular (CFPAC-1) para comprobar si cuando las
células partian desde el mismo punto del ciclo celular, se acumulaban en la misma fase
del ciclo celular, que cuando no estan sincronizadas. Para ello, las células se trataron
con afidicolina, un farmaco que produce una acumulacién al final de la fase Gy e inicio
de la fase S del ciclo celular de forma reversible [248, 249], y a continuacion fueron
liberadas y tratadas con NVP-AUY922. Este ensayo, realizado en la linea celular de CP
CFPAC-1, reveld que las células sincronizadas tratadas con NVP-AUY922 efectivamente
se quedaban acumuladas en la fase G,/M, mientras que las células no tratadas volvian a
un patron de ciclo celular normal (Figura 62). De manera adicional, los niveles de

expresion de Cdc2 total y de su fosforilacién (Tyrl5) también fueron determinados en
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las células sincronizadas con afidicolina y en las células tratadas con NVP-AUY922 tras la
sincronizacion. Al igual que ocurrié en las células sin sincronizar, los resultados indican
una reduccion tanto de la activacion como de los niveles totales de Cdc2 (Figura 63).
Nuestro grupo de investigacion en un trabajo previo determind en células de
glioblastoma [288], un tumor muy agresivo y con un alto grado de resistencia a los
tratamientos, un bloqueo de las células en la fase G,/M del ciclo tras el tratamiento del
inhibidor de HSP90 natural ansamicinico GA, precursor de 17-AAG. Esta acumulacion en
G,/M era evidente tanto en células sin sincronizar como en las que partian desde el
mismo punto del ciclo, o sincronizadas, de forma similar a lo que ocurre en la linea
celular CFPAC-1 tras el tratamiento con NVP-AUY922. En este estudio, se determinaron
también los niveles totales de Cdc2 y su actividad, y del mismo modo que NVP-AUY922
reduce los niveles de Cdc2 en las lineas celulares analizadas en nuestro trabajo, GA

hacia lo propio en estas células (sincronizadas y no sincronizadas).

Estos resultados, y los presentados con diferentes inhibidores de HSP90
mencionados anteriormente [272, 286], secundan el hecho de que el bloqueo en la fase
G,/M del ciclo celular provocado por los inhibidores de HSP90 podria estar relacionado

por diversos factores entre los que se encuentran los desajustes de la proteina Cdc2.

Ademas del estudio de las proteinas implicadas en la transicion de la fase G,
hacia la mitosis, también quisimos investigar si las lineas celulares que presentaban una
acumulacion en la fase G,/M del ciclo celular tras el tratamiento con los inhibidores de
HS90, alcanzaban la fase de mitosis. Para ello, se realizaron experimentos para
determinar los niveles de fosforilacién de la histona H3 (fosfo-histona H3). Las histonas
y otras proteinas participan en la condensacién de los cromosomas, proceso que
sucede durante la division celular. Concretamente, una de estas histonas, la H3, es
extensamente fosforilada durante la mitosis y este hecho ha sido utilizado como un
sello distintivo de esta fase del ciclo celular [261]. El estudio de los efectos provocados
por los inhibidores de HSP90 revela que los niveles de fosfo-histona H3 (Ser 28 y Ser10)
se incrementan en las lineas celulares sensibles a 17-AAG y NVP-AUY922 analizadas
(Figuras 55 y 58, Tablas 27 y 28), que ademas experimentan un bloqueo en la fase
G,/M. En el cultivo primario HCUVA-CC-1 también se observa un leve incremento de la

fosfo-histona H3 (Ser10), cuando estas células son tratadas con 17-AAG o con NVP-
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AUY922 (Figura 58, D, Tabla 28). El incremento de la histona H3 fosforilada en las
células tratadas confirma que hay un mayor porcentaje de células en mitosis tras el
tratamiento con estos farmacos, que en las células sin tratar; y por tanto, que los
inhibidores de HSP90 promueven su entrada en mitosis. Ademas, el incremento de la
fosfo-histona H3 estd acompafiado por una morfologia anormal de los nlcleos que se
encuentran en mitosis, como pudimos comprobar en los ensayos mediante microscopia
de fluorescencia (Figura 57). Ciertamente, otros trabajos publicados al respecto han
confirmado que 17-AAG induce la formacion de figuras mitdticas anormales o
aberrantes, acompafiadas de un bloqueo en la fase G,/M del ciclo celular [289]. Las
figuras mitoticas formadas en dicho trabajo [289] se caracterizaron por presentar
multiples centrosomas y una pérdida del alineamiento de los cromosomas en el huso
acromatico. Para otros inhibidores de HSP90, como es el caso de NVP-HSP990, también
se ha observado un bloqueo en la fase G,/M vy la formacion de nucleos mitdticos

anormales en lineas células de CP y de glioblastoma [290].

Las caracteristicas morfolégicas anteriormente mencionadas son fendémenos
singulares que se han asociado a un mecanismo de muerte celular denominada
catastrofe mitdtica, y asi fue mencionado en los trabajos donde hallaron estas figuras
mitdticas aberrantes. Este término, en definitiva, se utiliza para describir un tipo de
muerte celular, aunque existe controversia sobre si es un mecanismo de muerte celular
propiamente dicho, o mas bien es un mecanismo previo a un proceso de muerte celular
"clasico". Este debate surgid a partir de resultados que mostraban cémo las células con
fallos en la maquinaria mitética inducen procesos como la apoptosis, necrosis, o incluso
pueden conducir a las células hacia un estado de senescencia. Por estos motivos, este
tipo de muerte ha sido mas bien definido como un mecanismo oncosupresivo, a partir

del cual se desencadena un proceso de muerte celular o la senescencia [149, 291, 292].

En general, la catastrofe mitdtica es un mecanismo que intenta evitar la
inestabilidad gendmica en las células, provocada por perturbaciones de la maquinaria
mitdtica, como la micronucleacion, que suele conducir a una segregacién aberrante de
los cromosomas, y por la multinucleacion, consecuencia de fallos en la citocinesis que
hacen que una célula presente mas de un nucleo [146]. Galluzzi y colaboradores [291]

han descrito cuatro caracteristicas que definen la catastrofe mitética: comienza por
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perturbaciones en el aparato mitotico, se produce durante la fase de mitosis, suele ir
acompafiada de una parada en la fase de mitosis y por ultimo, produce muerte celular o
senescencia en las células. En nuestro trabajo, no hemos podido ver tan claramente las
caracteristicas morfolégicas que confirman la presencia de micro o multinucleacion,
pero si se aprecian formas aberrantes en los nicleos mitoticos de las células tratadas
con los inhibidores de HSP90, que pueden hacernos pensar que las células de nuestro
estudio, efectivamente tienen disfunciones en el sistema mitético (Figuras 57 y 58). En
resumen, los resultados de los experimentos han mostrado alteraciones en los niveles
de expresion de Cdc2 y en su fosforilacién (Tyrl5) en dos lineas celulares diferentes,
CFPAC-1 y Caco-2 (Figura 59), en las cuales también se observan figuras mitoticas
anormales (Figura 58, B y C), ademas de un blogueo en la fase G,/M del ciclo celular
(Figuras 52,D, y 53, B) y un incremento de células en la fase de mitosis (Figura 55,B) tras
el tratamiento con NVP-AUY922. Por tanto, es probable que estas células, CFPAC-1 y
Caco-2, sufran un proceso de catdstrofe mitdtica a consecuencia de la inhibicion de

HSP9O0.

Ademas de los efectos en el ciclo celular descritos anteriormente, como el
bloqueo en la fase G; producido por 17-AAG en la linea de CP IMIM-PC-2, o el bloqueo
en la fase G,/M producido por 17-AAG y NVP-AUY922 en varias de las lineas celulares
analizadas, el tratamiento con los inhibidores de HSP90 produce un aumento de los
niveles de la fase SubG; en las células sensibles, indicativo de que las células
experimentan un proceso de muerte celular (Figuras 49, 51, 52 y 53). La presencia de
muerte celular se corresponde con los efectos antiproliferativos también vistos en las
células sensibles en los ensayos de proliferacion celular descritos al inicio del trabajo
(Figuras 29, 30, 31 y 32). Al profundizar en el mecanismo de muerte celular mediante
experimentos de citometria de flujo con Anexina V, un indicador de apoptosis
temprana, y el estudio de la cromatina por microscopia de fluorescencia, observamos
gue la linea celular de CP IMIM-PC-2 presenta caracteristicas propias de un proceso
apoptotico cuando son tratadas con ambos inhibidores, como son el incremento de las
células marcadas con Anexina V (Figura 64 y 66) y la formacion de nucleos con
cromatina fragmentada (Figura 66 y 68). La muerte celular por apoptosis debida al

tratamiento por 17-AAG y NVP-AUY922 ha sido observada por diferentes autores en
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numerosos tipos de células cancerigenas [227, 228, 272, 275, 277, 285, 286], aunque
este tipo de muerte no estd presente en todos los casos. Por ejemplo, en el estudio
realizado por Hostein y colaborabores [277] en lineas de adenocarcinoma de colon,
demostro que 17-AAG inducia apoptosis en todas las lineas celulares excepto en una, a
pesar de que esta linea presentaba una respuesta similar con respecto a la viabilidad
celular y la reduccion de proteinas clientes a otras lineas que si sufrian apoptosis. De
igual modo ocurre en el trabajo presentado por Lee y colaboradores [272] en células de
cancer gastrico, donde NVP-AUY922 sélo produjo apoptosis en una de las lineas
celulares, a pesar de que todas ellas eran muy sensibles al inhibidor. Parece claro que
no todas las lineas celulares sensibles a estos inhibidores responden del mismo modo a
la inhibicion de HSP90 con respecto a los mecanismos de muerte celular, sino que los
factores necesarios para inducir un tipo de muerte u otra podrian depender de las
caracteristicas intrinsecas de cada tipo de célula, segun las proteinas clientes de HSP90

gue se ven alteradas en ellas.

En nuestro trabajo, la linea celular de CP CFPAC-1 que tras el tratamiento con
NVP-AUY922 queda bloqueada en la fase G,/M del ciclo celular y presenta figuras
mitoticas aberrantes, también experimenta un aumento de la fase SubG, (Figura 52, D),
indicativo de muerte celular, probablemente debida a un proceso de catastrofe
mitdtica, como hemos comentado anteriormente. Ademas, en esta linea celular se
produce un incremento en el nimero de células positivas para Anexina V y para 7-AAD,
por lo que son células que se encuentran en un proceso de apoptosis tardia o
directamente mueren por necrosis (Figura 66). Estos resultados indica que el
mecanismo de muerte que se produce en esta linea celular es diferente al que se
ocasiona en la linea IMIM-PC-2, a igual concentracién y tiempo de exposiciéon a NVP-
AUY922. Sin embargo, también hay que pensar que las diferentes vias de muerte celular
dependen de cascadas de sefializacion altamente complejas, y que la presencia de una
no descarta que se desencadenen otros posibles tipos de muerte, ya que mas de un

tipo de muerte puede producirse de forma simultanea.

Por otro lado, también hay que tener en cuenta que los inhibidores de HSP90
pueden activar la induccion de la expresion de otras chaperonas, como HSP70,

impidiendo la asociacion entre HSF-1 y HSP90, como comentamos anteriormente [283,
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284]. Esta induccién puede influir en los efectos que provocan los inhibidores de HSP90
en las células tumorales, ya que algunas chaperonas tienen una funcién citoprotectoray
pueden activar sefiales anti-apoptdticas. La chaperona HSP70 participa como una co-
chaperona de HSP90, y ademas es altamente inducible en células que estan sufriendo
un proceso estresante o negativo para la célula, al igual que ocurre con HSP27. Ambas
son capaces de modular la ruta de sefializacién de la apoptosis en diferentes puntos,
protegiendo a las células de este fendmeno, y por tanto aumentando su supervivencia.
De hecho, inhibidores de las chaperonas HSP70 y HSP27 han sido propuestos como
posibles agentes quimioterdpicos [293]. Un estudio realizado con una construccion anti-
sentido de HSP70 disminuyd la proliferacién de una linea celular de cancer gastrico e
indujo su apoptosis [294], poniendo de manifiesto el importante papel que juega esta
chaperona en la supervivencia celular. Otros estudios han informado de la
sensibilizacién a los inhibidores de HSP90 que sufren las células donde la expresiéon de
HSP70, u otras proteinas relacionadas, han sido anuladas. En uno de ellos, se demostré
que el silenciamiento de los niveles enddgenos de HSP70 y la inhibiciéon farmacolégica
de la induccién de HSP70 en células tumorales de leucemia mieloide aguda potenciaba
el efecto antitumoral de 17-AAG [284]. En otro estudio, teniendo en cuenta que el
incremento de la expresion de HSPs, como HSP70, estd mediado por el factor HSF-1, se
utilizaron ratones “knock-out” para HSF-1, y en células derivadas de estos ratones se
comprobd que, tras el silenciamiento de HSF-1, las células respondian mejor al
tratamiento con inhibidores de HSP90 [283]. Mas recientemente, un trabajo realizado
en células de CCR y de carcinoma de ovario demostré que el silenciamiento simultaneo
de la isoforma inducible de HSP70, HSP72, y su forma constitutiva, HSC70, suprimia la
actividad anti-apoptdtica de estas chaperonas y provocaba un aumento considerable de
la apoptosis producida por 17-AAG [295]. De igual modo que la chaperona HSP70, la
induccién de la expresién de la chaperona HSP27 también tiene un efecto citoprotector
en células tumorales frente a 17-AAG, y su silenciamiento es capaz de aumentar la

sensibilidad al inhibidor en ensayos de formacion de colonias [296].

Por tanto, la susceptibilidad de las células tumorales a sufrir una muerte celular
por apoptosis cuando son tratadas por los inhibidores de HSP90 también depende del

equilibrio entre las sefiales pro-apoptodticas y anti-apoptodticas o de supervivencia que se
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generan tras el tratamiento. Ademas, como ya hemos mencionado, otras rutas de
muerte celular pueden ser activadas y predominar o coexistir con procesos apoptoticos.
Probablemente de ahi que las diferentes lineas celulares no siempre presenten la

misma forma de muerte celular al ser tratadas con los inhibidores de HSP90.

4. Limitaciones de 17-AAG como inhibidor de HSP90

La busqueda continua de nuevas moléculas capaces de inhibir eficazmente a
HSP90 no se ha frenado durante las dos décadas desde que se descubrié el gran
potencial que tenian como agentes antitumorales. Esto se debe al objetivo de intentar
encontrar inhibidores que produzcan mejores resultados y que ofrezcan ventajas
farmacoldgicas con respecto a los ya conocidos. Una de los primeros inhibidores de
HSP90 estudiado fue 17-AAG, pero los inconvenientes asociados a su administracion y
su baja actividad antitumoral en estudios clinicos, han frenado su desarrollo y han
hecho que los ensayos en pacientes se hayan centrado en otros inhibidores de HSP90
con mejores caracteristicas, como es el caso de NVP-AUY922 y otras moléculas

sintéticas.

Algunos estudios han puesto de manifiesto que la baja respuesta a 17-AAG estd
relacionada con la presencia de quinonas reductasas, y de bombas de extrusion de
compuestos. Partiendo de esta informacion, quisimos estudiar mas detenidamente la
escasa o0 practicamente nula respuesta que presentan algunas lineas celulares de los
paneles de CP y de CRR utilizados en nuestro estudio, frente al tratamiento con 17-AAG
(Figuras 29y 30, Tablas 16 y 17), y si dichos mecanismos podrian estar relacionados con
esta resistencia. Nuestra investigacién comenzdé por determinar los niveles de expresiéon
de algunos transportadores de membrana dependientes de ATP o ABC (Mdr-1, MRP1 y
BCRP1) en todas las lineas celulares incluidas en nuestro trabajo (Figura 68 y 69). La
sobreexpresién de algunos miembros de esta familia de transportadores en células
tumorales constituye uno de los principales obstaculos de la terapia antitumoral, ya que
son capaces de expulsar activamente farmacos al exterior de la célula, y son

caracteristicos en el mecanismo de resistencia a multiples farmacos (MDR) [201].

De hecho, experimentos realizados en células tratadas con GA, precursor de 17-

AAG, puso de manifiesto que las células donde Mdr-1 (P-gp) era inhibida, la
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concentracion intracelular de GA se incrementaba y su citotoxicidad aumentaba
considerablemente [199]. Sin embargo, otro estudio evidencié que la inhibicion
farmacoldgica de la actividad de ese mismo transportador no incremento la sensibilidad
a 17-AAG en células modificadas y resistentes a GA que sobreexpresaban Mdr-1 tras la
resistencia adquirida o que también expresaban BCRP, otro transportador ABC [200].
Sin embargo, estos mismos autores comprobaron que células transfectadas con
sobreexpresion de Mdr-1 presentaban una mayor resistencia a 17-AAG que las mismas
células no transfectadas, por lo que Mdr-1 podria ser un factor influyente en la escasa
respuesta al tratamiento con 17-AAG. Recientemente, un estudio realizado por Zhangy
colaboradores [297] sugiere el uso de nuevos inhibidores de HSP90 en tumores con un
fenotipo MDR intrinseco o adquirido, ya que sus resultados demostraban que la
actividad antitumoral de inhibidores de HSP90 de naturaleza ansamicinica, incluyendo
17-AAG, se veia comprometida por la expresién tanto de Mdr-1 como de MRP1, otro
transportador comun en el fenotipo MDR. Los analisis realizados en nuestro estudio
mediante Western blot, muestran que dentro del panel de lineas celulares de CP y de
CCR, existen varias lineas que expresan transportadores ABC vinculados con el fenotipo
MDR. En concreto, cuatro lineas de CCR expresan Mdr-1, una linea de CCR expresa
MRP1, y siete lineas celulares de CCR y una de CP expresan BCRP1 (Figuras 68 y 69). A
pesar de la presencia de transportadores ABC en dichas lineas celulares no hemos
podido establecer una implicacion de los mismos en la resistencia a 17-AAG que
presentan algunas de las lineas celulares, ya que precisamente las lineas mas
resistentes, ambas de CP (PANC-1 y CFPAC-1), no expresan ningun transportador
(Figuras 69). En concordancia con este resultado, otro estudio concluyé que ni Mdr-1, ni
la proteina mutante p53 estaban relacionadas con la sensibilidad de lineas celulares de
CP al tratamiento con 17-AAG [298]. En cuanto a las lineas de CCR (Figuras 69 y 70),
observamos que las lineas celulares con peor respuesta a 17-AAG en ensayos de
proliferacion, Caco-2 y en menor medida, LoVo, expresan niveles muy bajos de BRCP1y
de Mdr-1, respectivamente. Sin embargo, estos resultados no parecen influir en su baja
respuesta a 17-AAG, ya que otras lineas celulares también expresan estos
transportadores y aun asi son sensibles a 17-AAG. Por tanto, en estos tipos de tumores,
si tenemos en cuenta las lineas celulares analizadas en este trabajo, los tres

transportadores ABC estudiados no parecen estar implicados en la resistencia a 17-AAG.
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Otros factores que se han descrito como posibles mediadores en el efecto
antitumoral de 17-AAG incluyen la expresién de la enzima reductasa NQO1. Esta enzima
es capaz de reducir a las benzoguinonas ansamicinicas como 17-AAG, y curiosamente el
metabolito formado tras la reduccion de 17-AAG, 17-AAGH,, es un inhibidor de HSP90
gue tiene mayor afinidad por HSP90 que 17-AAG [195, 196]. De hecho, varios estudios
que han revisado como afecta la expresion de NQO1 en células tumorales a su
sensibilidad frente 17-AAG [266, 299], indican que la expresion de NQO1 juega un papel
importante en los efectos provocados por 17-AAG, probablemente debido a la
capacidad de NQO1 de reducir a 17-AAG a un compuesto mas eficaz contra HSP90. Esto
podria proporcionar una ventaja terapéutica en los tejidos tumorales que presentan
altos niveles de NQO1, donde 17-AAG lograria mejores efectos antitumorales. De
manera interesante, esto ocurre con frecuencia en varios tumores, entre los que se
encuentra el CP y el CCR, donde la expresion de NQO1 puede ser elevada [300-303],
debido probablemente a la funcién antioxidante de NQO1 que confiere a las células
cancerigenas mas posibilidades de sobrevivir. De hecho, en todos los cultivos primarios
de muestras tumorales obtenidas de pacientes con CCR donde se pudo determinar la
expresion de NQO1 mediante Western blot, se detectaron niveles de expresion de
NQO1 (datos no mostrados). Un estudio muy reciente sugiere que NQO1 es un
biomarcador de respuesta a 17-AAG, y que podria ser utilizado para seleccionar
pacientes que responderian bien a 17-AAG a concentraciones bajas [304]. Sin embargo,
y a pesar de lo comentado, otros estudios ponen en duda si realmente es necesaria la
expresion de NQO1 para que los inhibidores ansamicinicos sean activos como farmacos
antitumorales. Por ejemplo, en un estudio realizado en células de CCR, no se
encontraron grandes diferencias de citotoxicidad entre lineas celulares tratadas con GA,
independientemente de si presentaban actividad de NQO1 o no [305]. Asimismo, en un
trabajo llevado a cabo en un amplio panel de células de diferentes tipos de tumores se
observd una correlacion entre los niveles intracelulares de 17-AAGH,/17-AAG vy los
niveles de NQO1 solamente en un grupo de células, y ambos pardmetros presentaban
una mala correlacién con los efectos citotdxicos in vitro de IPI-504, un inhibidor
derivado de la forma reducida de 17-AAG [198]. Estos autores distinguen entre dos
subgrupos de células, unas en las que NQO1 participa en la reduccién de 17-AAG vy otras

en las que esta reduccion se produce en ausencia de NQO1. Ellos postulan que la
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bioreduccion de 17-AAG en este Ultimo caso podria estar mediada por otras enzimas
reductasas que transfieren dos electrones al igual que NQO1, como NQO2 o xantina
deshidrogenasa, o que transfieren un electrén, como NADPH:citocromo P450

reductasa.

En nuestro trabajo, cuando observamos los niveles de NQO1, encontramos que
las lineas celulares de CP resistentes a 17-AAG, PANC-1 y CFPAC-1, carecen de expresioén
y de actividad NQO1, y que la linea celular de CCR Caco-2, considerada también
resistente a 17-AAG, aunque responde mejor que las lineas celulares de CP, tampoco
muestra expresion o actividad de NQO1 (Figura 70 y Tabla 30). Tanto en el caso de la
linea celular PANC-1 como en la linea celular Caco-2, otros estudios han indicado que
ambas presentan el polimorfismo NQO1*2, que conlleva a las células a una pérdida de
expresion y actividad de NQO1 [266, 306], como también hemos detectado en nuestros
experimentos. Sin embargo, el cultivo primario HCUVA-CC-34 que no responde bien a
17-AAG en los ensayos de proliferacién, presenta niveles de expresion de NQO1. Por
otro lado, las células LoVo, que responden de forma intermedia a 17-AAG, también
carecen de expresion de NQO1 y su actividad es practicamente nula, al contrario que
otras lineas celulares analizadas mads sensibles a 17-AAG, que muestran expresion y
actividad de esta enzima. En esta linea celular, LoVo, es posible que otras enzimas
reductasas, como las comentadas en el parrafo anterior, sean capaces de reducir a 17-
AAG a su metabolito mas activo, y por eso 17-AAG ejerza un efecto citotdxico mayor
gue en otras lineas carentes de NQO1. Otra hipdtesis que explicaria este efecto seria
gue la inhibicidn sobre HSP90 de la forma no reducida de 17-AAG es suficiente para que
estas células se vean afectadas por el tratamiento. Aun asi, si estudiamos la relacion
entre la sensibilidad a 17-AAG vy la actividad de NQO1, comparando los valores de ICsq
para 17-AAG vy la actividad de NQO1 en ocho lineas celulares, cuatro de CP y cuatro de
CCR, se obtiene una correlacion negativa significativa entre ambos pardmetros (Figura
71, A); es decir, una mayor actividad de NQO1 esta relacionada con una menor ICsq para
17-AAG. Por el contrario, cuando realizamos el mismo andlisis para los valores de ICsg
para NVP-AUY922 no vemos ninguna correlaciéon. (Figura 71, B), sugiriendo asi que este
inhibidor, como ya suponiamos, no depende de la actividad de NQO1 para su accion

antitumoral. La falta de correlacién entre la actividad de NQO1 y otros inhibidores de
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HSP90 como GA vy radicicol, también se ha descrito en otros estudios [299], e incluso,
como ya hemos comentado, GA causa efectos antiproliferativos con independencia de
la presencia de NQO1 [305]. Los resultados de nuestros experimentos sugieren que el
posible vinculo entre la actividad de NQO1 vy la sensibilidad a los inhibidores de HSP90

solo ocurre con el inhibidor 17-AAG.

Aun asi, sigue existiendo controversia alrededor del papel de NQO1 y la accion
de 17-AAG, por lo que decidimos inhibir la actividad NQO1 en lineas celulares de
nuestro panel de CP y CCR sensibles 17-AAG, con ES 936, un inhibidor especifico de
NQO1. Sin embargo, tras la inhibicion farmacoldgica de NQO1, 17-AAG seguia
provocando una disminucion del crecimiento celular, comparable a la producida sin la
inhibicion de NQO1 en dos lineas celulares de CP (IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1) (Figura 72).
A continuacién, realizamos ensayos de clonogenicidad a largo plazo, donde se puede
valorar el efecto final de un farmaco, ya sea la recuperacion de las células a la
exposicion a un tratamiento, o por el contrario, su muerte. Estos ensayos indican que
17-AAG reduce considerablemente el crecimiento celular de una linea celular de CCR
(HT-29) (Figura 73). Ademas, observamos que el efecto antiproliferativo producido por
17-AAG se atenuUa cuando es suministrado junto con ES 936, es decir, con la actividad
de NQO1 inhibida, pero aun asi la proliferacion de las células disminuye a la mitad. En
otros estudios llevados a cabo en diferentes lineas celulares, comprobaron que la
utilizacion de ES 936 podia insensibilizar a las células hacia 17-AAG [193, 266]. Sin
embargo, nuestros resultados sugieren que la inhibicion farmacoldgica de NQO1
producida por ES 936 no puede revertir totalmente la sensibilidad de las células a 17-

AAG.

Por otro lado, Siegel y colaboradores [266] comprobaron que cuando la linea
celular PANC-1, homocigota para el polimorfismo NQO1*2, eran transfectada con un
vector de expresién para generar una linea derivada que expresara NQO1 de forma
estable la accion de 17-AAG, tanto en el crecimiento como en la degradacion de
proteinas clientes, era mucho mayor que en las células sin transfectar. Este estudio
sugiere que, al menos en esta linea celular, la presencia de NQO1 es un factor
influyente en la accién de 17-AAG. Otro estudio mostrd que lineas celulares de

glioblastoma y de melanoma expuestas a concentraciones crecientes a 17-AAG
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adquirian resistencia a este inhibidor, y en ellas se producia una disminucion de los
niveles de expresion y de actividad de NQO1 [307]. Teniendo en cuenta estos
resultados, decidimos que seria interesante silenciar la expresién de NQO1 en una linea
celular sensible a 17-AAG para investigar si se revertia su sensibilidad a este inhibidor.
Sin embargo, cuando la linea celular de CP, IMIM-PC-2, es transfectada para silenciar
temporalmente la expresion genética de la enzima NQO1 (Figura 74, Ay B), el farmaco
17-AAG es capaz de inhibir el crecimiento celular de manera significativa, tanto con
actividad de NQO1, como sin ella (Figura 74, C), por lo que deducimos que la presencia

de esta enzima no es necesaria para la actividad antiproliferativa de 17-AAG.

En general, los resultados obtenidos en nuestro trabajo muestran que las lineas
celulares de CP y de CCR con actividad de NQO1 son mas sensibles al tratamiento con
17-AAG. Pero, y aunque NQO1 pueda contribuir a que 17-AAG sea mas efectivo, su
carencia en los ensayos experimentales in vitro realizados en algunas de las células
incluidas en nuestro estudio, no induce resistencia a 17-AAG. Por ello, postulamos que
la propia accion de 17-AAG sin su forma reducida mas activa (17-AAGH,), o la accién de
otras enzimas que pueden reducir a 17-AAG sean al menos, en algunos casos,

suficientes para que este inhibidor pueda realizar su accion antiproliferativa.

Por otro lado, otros factores se han propuesto como posibles mecanismos de
resistencia a 17-AAG. Uno de ellos, es la induccién de chaperonas anti-apoptdticas
como HSP70 o HSP27, que como hemos comentado en el apartado anterior, pueden
frenar los efectos provocados por 17-AAG. Sin embargo, en las lineas celulares
resistentes, los niveles de expresion de HSP70 (Figura 44) practicamente no varian tras
el tratamiento con 17-AAG. Otras posibilidades que podrian contribuir a la resistencia a
los inhibidores de HSP90 incluyen mutaciones o alteraciones en la propia HSP90 de las
células tumorales a tratar, aunque por el momento si se producen son desconocidas
[308], o la dificultad de los inhibidores de HSP90 para acceder a las isoformas de HSP90
localizadas en los compartimentos celulares. Respecto a esto, ya se han descubierto
nuevas moléculas que han conseguido inhibir selectivamente a la chaperona HSP90
localizada en las mitocondrias, causando la disminucion del crecimiento tumoral in vivo

y la muerte de células tumorales, por un mecanismo de accidon basado en la
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desestabilizacion del equilibrio mitocondrial y como consecuencia, la inducciéon de la via

intrinseca de la apoptosis [309].

5. La inhibicion de HSP90 en combinacion con otros farmacos
antitumorales

La terapia combinada es una opcién terapéutica que cada vez estd siendo mas
estudiada e incluida en numerosos ensayos clinicos, por las ventajas que puede
presentar frente a la monoterapia, debido sobre todo a la heterogeneidad celular que
presentan los tumores, que hace que no todas las células de un mismo tumor
respondan de forma similar a un tratamiento. Los inhibidores de HSP90 también han
sido combinados con diferentes tipos de farmacos antitumorales. Este tipo de
combinacién puede ser muy interesante por varios motivos. El primero estaria
relacionado con el escaso éxito que han tenido algunos de estos farmacos en ensayos
realizados en pacientes, como por ejemplo ha ocurrido con 17-AAG [185-187], pero por
el contrario, cuando este mismo inhibidor fue administrado junto a otros farmacos, los
resultados obtenidos fueron bastante esperanzadores y varios ejemplos han sido
citados en el apartado 7.4 de la introduccién [232-235, 240]. Otro motivo que hace de
la administracion de los inhibidores de HSP90 en accién conjunta con otros farmacos
una terapia muy atractiva es el hecho de que pueden afectar a multiples dianas
relacionadas con sucesos de gran relevancia en la enfermedad tumoral
simultaneamente [108, 119], por lo que pueden ayudar a otros tipos de farmacos a
impedir que las células tumorales activen rutas alternativas o mecanismos de
compensacion para escapar del tratamiento. Por Ultimo, recordar que las chaperonas,
incluida HSP90, son proteinas que se activan cuando las células reciben estimulos
estresantes para ayudarlas a defenderse [69], por lo que la inhibicidon de las funciones
de HSP90 puede desprotegerlas frente a agentes externos como los farmacos

antitumorales.

El inhibidor NVP-AUY922 estd siendo evaluado tanto en monoterapia como en
combinacién con otros farmacos en ensayos clinicos [231], y ha mostrado un gran
efecto antitumoral en diferentes estudios preclinicos [226-230]. Dentro de nuestro
estudio sobre la utilizacidon de los inhibidores de HSP90 como farmacos antitumorales,

pensamos que podria ser interesante valorar si el tratamiento de los inhibidores de
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HSP90 podria mejorar la susceptibilidad de lineas celulares de CP y de CRR a otros
farmacos antitumorales a los que no han respondido bien, en experimentos in vitro
previamente realizados por nuestro grupo de investigacion. Para estos experimentos se
decidio utilizar el inhibidor NVP-AUY922 y combinarlo con otros farmacos, ya que todas
las lineas celulares estudiadas han mostrado sensibilidad a este inhibidor. Entre los
farmacos a combinar con NVP-AUY922 se seleccioné gemcitabina (GEM), farmaco de
referencia para el tratamiento del adenocarcinoma de pancreas local o metastasico,
desde que mostré una mejora de la supervivencia en comparacion con 5FU [310],
aunque muchos pacientes presentan quimioresistencia y no responden a su
tratamiento. Ademas, también se penso en este antineopldsico porque algunos estudios
han demostrado que la combinacién de GEM con otros farmacos citotoxicos produce
un mayor beneficio terapéutico [311]. Otro de los farmacos estudiados para combinar
con NVP-AUY922 fue oxaliplatino (OXA), un farmaco ampliamente utilizado para el
tratamiento del CCR, y que también ha mostrado su eficacia contra el CCR avanzado en
accion conjunta con diferentes agentes citotdxicos [312]. Ambos farmacos son agentes
citotoxicos que impiden la sintesis del ADN, deteniendo el crecimiento de las células
tumorales, y forman parte de las terapias convencionales usadas contra el cancer. Sin
embargo, hay que resaltar que algunas células tumorales presentan mecanismos de
resistencia a ellos. En nuestro laboratorio, algunas de las lineas celulares estudiadas que
no respondian bien a GEM o a OXA, fueron elegidas para ser combinadas con NVP-
AUY922. Los resultados obtenidos tras la combinacion con NVP-AUY922 revelan que la
inhibicion de HSP90 junto con GEM y OXA puede sensibilizar a células que, a priori, eran
resistentes a estos farmacos (Figura 75, A, B y C). De forma similar a nuestros
resultados, algunos estudios han demostrado que la combinacion de NVP-AUY922 con
otros farmacos antineoplasicos puede producir un efecto sinérgico o potenciador de la
actividad antitumoral. Este es el caso de los resultados presentados en un modelo de
células de cancer gastrico tratados con NVP-AUY922 y los agentes quimioterapicos OXA
y 5FU [272], compuestos utilizados en los tratamientos adyuvantes en el CCR, y también
en el CP. Asimismo, otros estudios han determinado el incremento de la eficacia
antitumoral de OXA con diferentes inhibidores de HSP90, como 17-AAG en ensayos in
vitro [313], o 17-DMAG en ensayos in vivo [314], ambos en células de CCR. Hay que

indicar que en los dos trabajos se diferencié entre lineas celulares con p53 funcional o
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alterada, y este hecho es importante, ya que las mutaciones en p53, algo frecuente en
células tumorales de CCR, puede interferir en la sensibilidad de las células a OXA, y en
ambos casos, tanto en células con p53 funcional como en células con p53 mutada, los
inhibidores de HSP90 mejoraron la eficacia de OXA. En nuestra investigacion, la linea
celular de CCR, HCT-15, descrita con un fenotipo p53 mutado, supera en parte la

resistencia a OXA cuando es combinado con NVP-AUY922 (Figura 75, C).

Por otro lado, hay que recordar que algunos estudios que combinaban GEM con
otros compuestos con una diana farmacoldgica especifica, como los inhibidores de
EGFR o de VEGF, no han dado resultados positivos en pacientes [27-29]. En nuestro
caso, la combinacion de NVP-AUY922 con GEM in vitro si que da resultados positivos, ya
gue produce un efecto sinérgico en las lineas celulares de CP, PANC-1 y CFPAC-1,

mejorando la escasa respuesta que estas lineas celulares presentan a GEM.

Ademas, también se estudid la combinacion de NVP-AUY922 con dos farmacos
gue todavia no han sido aprobados para su uso en clinica y estan en vias de desarrollo.
Estos farmacos son Selumetinib o AZD6244 (AZD), un inhibidor especifico de Mek 1/2,
gue forma parte de la ruta de sefializacion MAPK, y NVP-BEZ235 (BEZ), un inhibidor dual
de las proteinas PI3-K y mTOR, que participan en la ruta PI3-K/Akt. Para ello,
seleccionamos dos lineas celulares, una de CCR, DLD-1, y una de CP, PANC-1, resistentes
a AZD o BEZ respectivamente, segln los ensayos de proliferacion preliminares
realizados por nuestro grupo de investigacion. En ambos casos, los resultados muestran
un efecto sinérgico entre NVP-AUY922 y estos farmacos (Figura 75, Dy E), por lo que, al
igual que en los casos anteriores, la adicién de NVP-AUY922 a AZD o BEZ acentua los
efectos antiproliferativos de estos farmacos cuando son suministrados como agentes
unicos en nuestros modelos celulares. En un estudio realizado recientemente, también
demostraron que la combinacion de NVP-AUY922 con BEZ indujo efectos
antiproliferativos y pro-apoptdticos en células de colangiocarcinoma hepatico [315].
Con el uso de ambos compuestos, la ruta PI3-K/Akt se veia alterada en diferentes
puntos de la cascada e inhibida ampliamente. Por otro lado, los inhibidores de Mek 1/2
también se encuentran bajo estudio y forman parte de varios ensayos clinicos, por su
capacidad de detener el crecimiento tumoral al inhibir la ruta MAPK. Algunos de estos

inhibidores se han combinado 17-AAG y han mostrado que la inhibicidon conjunta de
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Mek 1/2 y de HSP90 induce un incremento de la muerte celular en células de CP y de
higado [316]. Estos resultados fueron obtenidos tanto en lineas celulares con KRAS
mutado, como en células con mutaciones en BRAF o PI3KCA. Las células DLD-1,
utilizadas en los ensayos de combinacién con NVP-AUY922, poseen mutaciones en KRAS
y PI3KCA y presentan resistencia a AZD asociada a altos niveles de fosforilacion basal de
las proteinas p70S6K y RPS6 [317]. Esta linea celular tras el tratamiento conjunto de
NVP-AUY922 con AZD consigue superar esta resistencia intrinseca segun nuestros

resultados experimentales.

Alteraciones tanto en la ruta de PI3-k/Akt como en la de MAPK, como hemos ido
comentando a lo largo de todo el trabajo, pueden tener una gran relevancia para
combatir la progresion tumoral, ya que la sobreactivacidon de estas vias es frecuente en
las células tumorales, y por tanto, la eliminacion de un mayor numero de dianas
moleculares con la utilizaciéon conjunta de los inhibidores de HSP90 y otros farmacos
gue afectan a estas rutas de sefializacion, podria aumentar la susceptibilidad de las

lineas celulares analizadas a dichos farmacos.

Ademas, hay que recordar que NVP-AUY922 fue suministrado a concentraciones
en un rango nanomolar, lo que podria constituir una ventaja farmacoldgica, ya que
muchas veces las dosis necesarias para obtener un beneficio terapéutico son tan altas
gue implicarian una grave toxicidad, por lo que limitan la acciéon de los agentes
antitumorales en clinica. Por todo ello, los resultados obtenidos en nuestro trabajo
sugieren que el empleo del inhibidor de HSP90, NVP-AUY922, tiene un gran potencial
como farmaco para ser utilizado en combinacién con diferentes farmacos
antitumorales, incluso cuando estos compuestos no son muy eficaces cuando se han
usado como agentes Unicos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las
caracteristicas especificas de las células tumorales pueden influir en la eficiencia de las

combinacién farmacoldgicas y por tanto, debe ser valoradas para caso o tipo de tumor.
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Conclusiones

1. Lainhibicién de la actividad de HSP90 mediada por 17-AAG reduce la proliferaciéon
celular de la mayoria de las lineas celulares de cancer de pancreas exocrino y de
carcinoma colorrectal, a excepcion de las lineas celulares PANC-1, CFPAC-1 y Caco-
2, que responden muy levemente o son resistentes a este farmaco. En cambio, el
inhibidor NVP-AUY922 provoca una reduccion de la proliferacién celular de todas
las lineas celulares de cancer de pancreas exocrino y de carcinoma colorrectal

estudiadas, y de forma mas efectiva que 17-AAG.

2. La inhibicion de la actividad de HSP90 producida por 17-AAG y NVP-AUY922
produce una disminucion de la proliferacién celular de los cultivos primarios
procedentes de muestras tumorales de pacientes de carcinoma colorrectal. En
concreto, los cultivos HCUVA-CC-1, HCUVA-CC-1“" y HCUVA-CC-3“" sufren una
considerable disminucién de su proliferacién tras el tratamiento con 17-AAG o

NVP-AUY922, mientras que el cultivo HCUVA-CC-34 responde de forma mas leve.

3. Ambos inhibidores disminuyen la formacion de colonias en un lecho de agar
blando en todas las lineas celulares de cancer de pancreas exocrino y de carcinoma
colorrectal estudiadas, a excepcion de las lineas celulares PANC-1, CFPAC-1 y Caco-
2, en las que hay una leve o practicamente nula reduccion de la formacion de
colonias tras los tratamientos. Estos inhibidores también reducen la formacion de
colonias en los cultivos primarios estudiados, siendo el cultivo HCUVA-CC-34 el que

presenta una menor disminucion en el nimero de colonias formadas.

4. La utilizacion de 17-AAG y NVP-AUY922 causa una reduccion en los niveles de
expresion de proteinas clientes de HSP90 que participan en las rutas de
sefializacion PI13-K/Akt y MAPK, como los receptores HER o la serina/treonina
qguinasa Akt, y del estado de fosforilacion de proteinas relacionadas con estas
rutas, como Erk 1/2 o RPS6, en las lineas celulares y los cultivos primarios que
responden a los efectos antiproliferativos de dichos inhibidores. En la linea celular
de cancer de pdancreas exocrino IMIM-PC-2, el tratamiento de ambos inhibidores
produce una disminucién en el estado de fosforilacion de Akt, p70S6K y RSK1,

todas ellas proteinas clientes de HSP90. Ademas, la exposicién a 17-AAG y NVP-
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Conclusiones

AUY922 provoca un incremento de la expresion de la chaperona HSP70, sello de
identidad de la inhibicién de HSP90, en las lineas celulares y cultivos primarios que
son sensibles a estos inhibidores. Por el contrario, las células que no responden
bien a dichos inhibidores presentan una disminucién de la expresién de proteinas
clientes de HSP90 mucho mas leve o nula, y no experimentan un gran incremento

en la expresion de HSP70.

La inhibicion de la proliferacion por parte de 17-AAG y NVP-AUY922 va
acompafiada de una acumulacién de las células en diferentes fases del ciclo celular
y/o un incremento de la fase SubGy, indicativo de muerte celular, en las lineas
celulares y cultivos primarios que responden a estos inhibidores. En todas las lineas
celulares analizadas que experimentan cambios tras el tratamiento con 17-AAG y
NVP-AUY922 se produce una acumulacién de las células en la fase G,/M del ciclo
celular, a excepcion de la linea IMIM-PC-2 en la que 17-AAG produce una
acumulacion de las células en la fase G, del ciclo celular, y en la linea LoVo, en la
que tanto 17-AAG como NVP-AUY922 producen un incremento de la fase SubG;
gue no va precedido de una acumulacion de las células en ninguna fase del ciclo
celular. En los cultivos primarios HCUVA-CC-1 vy HCUVA-CC-3“" el tratamiento con
17-AAG y NVP-AUY922 produce una acumulacion de las células en la fase G,/M del

ciclo celular.

Las lineas celulares IMIM-PC-1, CFPAC-1 y Caco-2 y el cultivo primario HCUVA-CC-1
experimentan tras el tratamiento con 17-AAG y/o NVP-AUY922 una acumulacion
en la fase G,/M del ciclo celular que va acompafiada por una induccion de la
fosforilacion de la Histona 3 (Serl0 y Ser28), indicativo de un incremento del

proceso mitotico, y la formacion de ndcleos mitéticos irregulares o aberrantes.

El inhibidor NVP-AUY922 provoca una notable reducciéon en los niveles de
expresion y de fosforilacion de la proteina cliente de HSP90 Cdc2, tanto en las
lineas celulares CFPAC-1 y Caco-2, como en los cultivos primarios HCUVA-CC-1 vy
HCUVA-CC-3<, por lo que se deduce que la transicion de las células desde la fase

G, del ciclo celular hacia la fase de mitosis esta alterada tras la inhibicidon de HSP9O0.
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10.

11.

Conclusiones

El aumento de la fase SubGy, indicativo de muerte celular producido por 17-AAG y
NVP-AUY922 en la linea celular IMIM-PC-2 parece ser mediado por una via de
muerte celular apoptotica. El inhibidor NVP-AUY922 también induce un aumento
de la fase SubG; en la linea celular CFPAC-1, aunque en este caso las células
parecen sometidas a una muerte celular por catdstrofe mitdtica o necrética, o una

combinacién de ambas.

Los transportadores ABC analizados (Mdr-1, MRP1 y BCRP1) no estan involucrados
en la resistencia al inhibidor de HSP90 17-AAG en las lineas celulares de cancer de
pancreas exocrino PANC-1 y CFPAC-1, ni en la linea celular de carcinoma

colorrectal Caco-2.

La actividad de la enzima NQO1 se correlaciona con una mayor susceptibilidad de
las lineas celulares IMIM-PC-2, IMIM-PC-1, HT-29 y SW620 al tratamiento con 17-
AAG. Sin embargo, tras la eliminacion de la actividad de NQO1 en las lineas
celulares IMIM-PC-2 y HT-29 el inhibidor 17-AAG sigue produciendo en efecto
antiproliferativo en ambas lineas celulares. En el caso del inhibidor NVP-AUY922,
no existe relacion alguna entre la sensibilidad de las lineas celulares de cancer de

pancreas exocrino y de carcinoma colorrectal analizadas y la actividad de NQO1.

La combinacién de NVP-AUY922 a una concentracion sub-optima con otros
farmacos antitumorales, como gemcitabina, oxaliplatino, AZD6244 y NVP-BEZ235,
es capaz de incrementar el efecto antiproliferativo de estos farmacos en lineas
celulares de cancer de pancreas exocrino y de carcinoma colorrectal, que
previamente habian mostrado una baja respuesta o resistencia al tratamiento con

dichos farmacos.
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