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RESUMEN

La proteina transmembrana 1 inducida por interferén (IFITM1, del inglés interferon-induced
transmembrane 1), codificada por el gen con el mismo nombre, estd sobreexpresada en diversos
tipos de cancer, siendo clave en la proliferacién, metastasis e invasién tumoral. Ademas, juega un
papel importante en la adquisicién de resistencia frente a diferentes tipos de terapia; sin embargo,

su mecanismo de accidn es aun desconocido.

Los resultados de unos arrays realizados previamente por el grupo de investigacién del Dr.
Miguel Saceda, identificaron unos genes relacionados con el interferdn, entre los que estaba IFITM1,
que estaban sobreexpresados en sublineas resistentes a 5-fluorouracilo (5-FU) en cancer colorrectal
y a paclitaxel en cancer de mama. En este trabajo se han seleccionado de entre ellos una serie de
genes objetivo para estudiar su implicacidon en la adquisicidon de resistencia en diferentes modelos

celulares de cancer colorrectal, adenocarcinoma de pancreas exocrino y glioblastoma multiforme.

En este estudidé se observd la sobreexpresion de IFITM1 en los modelos tumorales mds
resistentes a 5-FU y carmustina (BCNU), tanto basalmente como en sublineas resistentes generadas a
estos farmacos. El efecto del 5-FU es citostatico a dosis bajas, mientras que pasa a ser citotdxico al
aumentar la concentracién. Ademads, la administracién de una dosis alta de 5-FU indujo la aparicidn
de células aberrantes con mayor cantidad de material genético, mayor tamafio y vacuolas en su
interior. Para estudiar la relacién entre la expresion de [FITM1 con la aparicion de
guimiorresistencias, se realizd el silenciamiento del gen en los diferentes modelos tumorales. El
analisis mediante la distribucién del ciclo celular no demostrd un efecto significativo, mientras que

los ensayos de proliferacidn resultaron ser mas efectivos a la hora de establecer dicha relacion.

Finalmente, en la busqueda de moduladores del gen IFITM1, se analizd el efecto del
verteporfin (VPF) en los modelos tumorales previamente utilizados. En el marco de colaboracién del
proyecto SARCOVIR, el grupo de investigacion del Dr. Luis Pérez demostré que el VPF es capaz de
aumentar los niveles de IFITM1 en lineas celulares de peces. Sin embargo, nuestros experimentos en
células tumorales humanas no mostraron ningun efecto al aplicar el farmaco tanto en monoterapia

como en terapia combinada.

En conclusion, nuestro trabajo muestra evidencias que plantean una relacién entre la
sobreexpresion de IFITM1 y la adquisicién de quimiorresistencia, permitiendo el posible desarrollo de
nuevas terapias dirigidas frente a este gen. No obstante, se requiere de un estudio mds exhaustivo

para esclarecer la participacién de los genes objetivo en la adquisicién de resistencia a farmacos.
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ABSTRACT

Interferon-induced transmembrane 1 (IFITM1) protein, encoded by the gene under the same
name, is overexpressed in several types of cancer, being crucial in tumour proliferation, metastasis,
and invasion. In addition, it plays a key role in resistance acquisition against different therapies;

however, its mechanism of action is still unknown.

The results of arrays previously performed by Dr. Miguel Saceda’s research group have
identified interferon-related genes, including IFITM1, which were overexpressed in 5-fluorouracil
(5-FU) resistant colorectal cancer cells and paclitaxel resistant breast cancer cells. In this work, a
series of target genes have been selected among them to study their involvement in the resistance
acquisition in different cellular models of colorectal cancer, exocrine pancreatic adenocarcinoma and

glioblastoma multiforme.

In this study, the most resistant tumour models to 5-FU and carmustine (BCNU) have showed
IFITM1 overexpression both, basally and in resistant generated cell sublines. 5-FU effect is cytostatic
at low doses, whereas it becomes cytotoxic with increasing concentration. Furthermore, the
administration of 5-FU higher doses induced the appearance of aberrant cells with greater amount of
genetic material, larger size, and cytoplasmic vacuoles. To study the relationship between IFITM1
expression and the appearance of chemoresistance, gene silencing was performed in different
tumour models. Cell cycle distribution analysis did not show a significant effect, while proliferation

assays proved to be more effective in establishing this relationship.

Finally, searching IFITM1 modulators, the effect of verteporfin (VPF) was analysed in the
tumour models previously used. Within SARCOVIR project framework, Dr. Luis Pérez’s research group
demonstrated that VPF is capable of increasing IFITM1 levels in fish cell lines. However, our
experiments in human tumour cells showed no effect when the drug was applied both in

monotherapy and in combination therapy.

In conclusion, our work shows evidence that suggest a relationship between [FITM1
overexpression and resistance to different drugs, allowing the possible development of new
therapies targeting this gene. Nevertheless, further studies are required to clarify the involvement of

target genes in the acquisition of chemoresistance.
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INTRODUCCION

El cdncer es un conjunto de enfermedades con el comin denominador de una divisién celular
descontrolada. Principalmente, este crecimiento andmalo se debe a una acumulacién escalonada de
mutaciones en el control de la proliferaciéon celular que termina en el establecimiento de una
poblacién celular de crecimiento rapido e incontrolado. En ella, algunas de dichas mutaciones
otorgan ventajas selectivas que favorecen su prevalencia sobre el resto de las células. Este proceso
proliferativo desordenado termina por generar un tumor que puede ser clasificado como benigno o
maligno. Mientras que los primeros son de crecimiento lento y se mantienen en el lugar de origen,
pudiendo ser extirpados quirdrgicamente con un bajo porcentaje de recaida; los tumores malignos
crecen muy rapidamente y son capaces de invadir tejidos cercanos y diseminarse por el cuerpo a
través de vasos linfaticos o circulatorios colonizando y proliferando en otros tejidos u érganos,
proceso conocido como metdstasis. El concepto “cdncer” como enfermedad siempre es indicativo de
un tumor maligno y su malignidad es muy variable segin el tejido afectado, la capacidad

proliferativa, invasiva, metastdtica y de supervivencia.

Dependiendo del tipo celular en el que ocurra, un tumor puede clasificarse como: carcinoma,
es el mas frecuente (80-90%) y esta generado por células epiteliales; sarcoma, derivado de tejido
conectivo; neuroectodérmicos, afectan células del sistema nervioso; y linfomas y leucemias, afectan
células de la linea linfoide (sistema inmunitario) y de la linea mieloide (células sanguineas),

respectivamente (Pelengaris y Khan, 2006).

El cdncer es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial, casi 10 millones de
personas fallecieron en el afio 2020, siendo el principal el cancer de pulmdn (18%) seguido por el
cancer colorrectal (9,4%) y el cancer hepatico (8,3%). Aproximadamente se diagnosticaron unos 19,3
millones de nuevos casos de cancer de los cuales el 11,7% correspondia a cdncer de mama, 11,4% a

cancer pulmonary 10% a cancer colorrectal (Sung et al., 2021) (Figura 1).

Mads concretamente, en Espafia, hubo un total de 282.421 nuevos casos estimados siendo el
mas incidente el cancer colorrectal (14,3%) seguido por los canceres de préstata y de mama (12,3% y
12,1%, respectivamente). Sin embargo, a nivel de mortalidad encabeza el listado el cancer pulmonar

(20,3%) seguido del cancer colorrectal y pancreatico (14,6% y 6,7%, respectivamente).



Incidencia Mortalidad

Mama Otros Pulmén

1796 144 (18%)

2261 419 (11.7%) 2 904 039 (29.2%)

Otros Pulmén Leucemia
7 116 263 (36.9%) 2206 771 [11.4%) 311 504 (3.1%)
Vejiga / Colorrectal Cérvix Colorrectal
573 278 (34%) 1931 590 (10%) 341 831 (3.4%) 935 173 (9.4%)
Tiroides | Préstata Prostata / Higado
586 202 (3%) 1414 259(7.3%) 375 304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Eséfago /1 Estémago Pancreas /‘ Estémago
604 100 (3.1%) 1089 103 (5.6%) 466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)
Cérvix Higado Eséfago Mama
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%) 544076 (5.5%) 684 906 (6.9%)
Total : 19 292 789 Total : 9958 133

Figura 1. Estimacion de los porcentajes de incidencia y mortalidad global en 2020 para ambos sexos (Modificado de
GLOBOCAN, 2021).

Se estima que para el afio 2040 haya aproximadamente 28,4 millones de casos nuevos a nivel
global, lo que supone un aumento de casi el 50% de las cifras actuales (Sung etal, 2021).
Precisamente, debido a los elevados porcentajes de incidencia y mortalidad que ocurren y se
estiman, es de vital importancia el desarrollo de métodos preventivos, técnicas diagndsticas que
permitan detectar la enfermedad en etapas tempranas y nuevas terapias dirigidas especificamente a

las células tumorales y que actlien de la manera mas eficaz posible.

Cancer colorrectal
El cancer colorrectal (CRC, del inglés colorectal cancer) es la presencia de un tumor maligno

en el colon o el recto. Existen diferentes tipos de tumores colorrectales dependiendo del tipo de
célula afectada. EI CRC mds comun es el adenocarcinoma, presente en un 95% de los casos.
Comienza con un crecimiento anormal de células en el colon, llamado pdlipo precanceroso (fase 0).
Posteriormente, segun el crecimiento, la profundidad que alcance y la capacidad invasora y/o

metastdtica, el tumor puede clasificarse en 4 fases diferentes representadas en la Figura 2.

A pesar del gran avance en el desarrollo de las técnicas de cribado y diagndstico de esta
enfermedad, Unicamente se detecta el tumor en una etapa temprana a 4 de cada 10 pacientes
(Beklen et al., 2021). El tratamiento mas efectivo es la cirugia, combinada junto a sesiones de quimio
y/o radioterapia, pero esta va perdiendo eficacia conforme va avanzando la enfermedad siendo
ineficaz en pacientes donde el cdncer ha metastatizado. En esos casos, el tratamiento que suele

aplicarse es la quimioradioterapia (Rawla et al., 2019).
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Figura 2. Fases del desarrollo del cancer colorrectal. En la fase 0, existe un crecimiento andémalo (pdlipo precanceroso) de
células en la capa interna del colon o el recto. En la fase 1, el pdlipo ha traspasado la capa interna pero no la capa muscular.
En la 22 fase, el tumor ha invadido la capa muscular. En la fase 3, el cancer llega a invadir vasos y ganglios linfaticos
cercanos. En la ultima fase, el tumor es capaz de metastatizar al invadir los vasos sanguineos, lo que facilita su propagacion
a organos distantes (Modificado de (Martin et al., 2021)).

Como se ha comentado previamente, el CRC es uno de los tres tipos de tumores con mayor
incidencia y mortalidad a nivel mundial. Su mal prondstico se debe a su elevada capacidad de
desarrollar resistencias a los tratamientos convencionales sumado a un alto porcentaje de recidiva.
En los Ultimos afios se han desarrollado terapias dirigidas especificamente a las células tumorales
para reducir los efectos secundarios de la quimio y radioterapia. Algunos ejemplos de los
tratamientos que han llegado a fases clinicas son: Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal dirigido al
factor de crecimiento endotelial vascular, para evitar la angiogénesis; Regorafenib, un inhibidor de la
tirosina quinasa; e inhibidores del receptor del factor de crecimiento epitelial, como Cetuximab o
Panitumumab (Dekker et al., 2019). Sin embargo, la eficacia de estos tratamientos es variable debido
a la alta heterogeneidad molecular del CRC, siendo necesaria la identificacion de nuevos marcadores

y dianas terapéuticas.

Glioblastoma multiforme
Los gliomas son los tumores cerebrales mas comunes y en funcion del tipo de célula glial al

que afectan se dividen en: astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas y gliomas del tronco
encefalico. Los astrocitomas son los mas frecuentes y se clasifican dependiendo del grado o
agresividad del tumor: astrocitoma pilocitico (grado 1), astrocitoma difuso (grado Il), astrocitoma
anaplasico (grado Ill) y glioblastoma (grado IV). Ademas de ser el mas agresivo, el glioblastoma
multiforme (GBM) es el mas invasivo e indiferenciado. A pesar de su baja incidencia a nivel global, es
uno de los tumores con mayor tasa de mortalidad ya que la mayoria de los pacientes no superan el

primer afio (62,8%) y aproximadamente solo el 5% sobrevive tras 5 afios (Lapointe et al., 2018).



Existen diferentes biomarcadores para determinar el prondstico y el tratamiento a emplear.
El mdas conocido es el estado de la metilacidn del promotor de la enzima 06-metilguanina-DNA
metiltransferasa (MGMT). La metilacion del promotor de MGMT produce su silenciamiento,
indicativo de un mejor prondstico y una mayor sensibilidad a tratamientos comidnmente utilizados en
guimioterapia en tumores cerebrales, como la temozolomida (TMZ) o la carmustina (BCNU, del inglés
N,N'-Bis(2-chloroethyl)-N-nitrosourea) que son agentes alquilantes (Hegi etal., 2005). Otro
biomarcador importante en la generacidn temprana del tumor es el estado mutacional de la enzima
isocitrato deshidrogenasa (IDH) 1 e IDH2, cuyas versiones mutadas se encuentran presentes
aproximadamente en el 10% de los casos de GBM. Concretamente, las mutaciones en IDH1 se
encuentran principalmente en gliomas de bajo grado. Es tal la importancia de estas mutaciones que
la Organizacién Mundial de la Salud clasifica los glioblastomas segin IDH mutado, IDH silvestre y
glioblastoma NOS (del inglés not otherwise specified) (Louis et al., 2016). En condiciones normales, la
IDH actua en el ciclo de Krebs produciendo a-cetoglutarato y NADPH, utilizado para la sintesis de
glutatidn, que elimina las especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species).
Pero cuando la IDH estd mutada genera Unicamente a-hidroxiglutarato utilizando NADPH, lo que
reduce los niveles finales de glutatién. Bajos niveles de glutation se han relacionado con mejor
prondstico debido a una mayor sensibilidad frente a quimio y radioterapia, las cuales aumentan los

niveles de ROS (Guo et al., 2011; Han et al., 2020; Oronsky et al., 2021) (Figura 3).
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Figura 3. IDH mutado bloquea la detoxificacion de especies reactivas de oxigeno. La actividad de la IDH mutada consume
NADPH para producir NADP*, suprimiendo la detoxificacién de H,0, (Modificado de (Han et al., 2020)).

La estrategia terapéutica utilizada en los glioblastomas se inicia con la cirugia, aunque al
tratarse de tumores con alta capacidad invasiva, resulta practicamente imposible la completa
extirpacidon del tumor. Por ello, el tratamiento quirdrgico se complementa con radioterapia y

guimioterapia concomitante utilizando un agente alquilante como la TMZ. A pesar de la mejora en el



prondstico del paciente obtenida tras la aplicacion de este tipo de tratamiento, existe una alta
probabilidad de reaparicion del tumor (Oronsky et al., 2021). Sin embargo, en estudios donde se ha
utilizado BCNU previamente a la quimioterapia con TMZ, se ha demostrado una mejora en la

supervivencia del paciente (Xiao et al., 2020).

Actualmente se esta estudiando la eficacia de otras terapias frente a este tipo de tumores.
Entre ellas se encuentra el uso combinado de TMZ con campos eléctricos, para interrumpir la divisién
de las células tumorales. Sin embargo, el elevado coste que supone ha limitado su aplicacién
(Oronsky et al., 2021). Por otro lado, se estan evaluando diferentes dianas terapéuticas de GBM, por
ejemplo, inhibidores de diferentes receptores tirosina quinasa, tales como el factor de crecimiento
endotelial vascular, el receptor del factor de crecimiento epitelial o el receptor A3 de efrina (EphA3)
(Taylor et al., 2019). Desgraciadamente, la eficacia de estos inhibidores como terapias antitumorales

per se ha resultado ser limitada.

Terapia tumoral mediante el uso de interferon
A pesar de los grandes avances realizados en el tratamiento del cancer, la falta de eficacia

para lograr la completa eliminacion del tumor revela la necesidad de desarrollar terapias mas

efectivas y de identificar nuevos marcadores de prondstico o nuevas dianas terapéuticas.

Aunque el papel antitumoral del interferdn (IFN) fue descrito hace mas de 50 afios (Gresser y
Bourali, 1969), su utilizaciéon como terapia tumoral no ha resultado efectiva debido al gran
desconocimiento que existia en su mecanismo de accion. Actualmente, existen muchos estudios al

respecto, abriendo asi un abanico de posibles tratamientos.

Dentro de las citocinas de IFN existen tres familias conocidas como IFN de tipo I, Il y IIl.
Mientras que los IFN de tipo | (IFN-a e IFN-B) y de tipo lll (IFN-A) son secretados por diferentes
células, los IFN de tipo Il (IFN-y) son producidos por las células asesinas naturales (NK, del inglés
natural killer) (Pestka et al., 2004). Una vez secretados, los IFN se unen a sus respectivos receptores
activando multiples cascadas de sefializacidon que dan lugar a la expresidon de genes estimulados por
IFN (ISG, del inglés IFN-stimulated genes). Los ISGs son capaces de controlar varios procesos celulares
como la proliferacion, diferenciacidon, progresion del ciclo celular, apoptosis, metdastasis vy
supervivencia (Lazear et al., 2015; Parker et al., 2016) y diferentes estudios demuestran como la
desregulacion del sistema inmunitario puede generar sobreexpresidon de estos genes, implicando una

mayor carcinogénesis y resistencia a farmacos (Alam y Kennedy, 2019).

La familia de los genes transmembrana inducidos por interferén (IFITM, del inglés interferon-
induced transmembrane), localizada en el cromosoma 11, pertenece al grupo de los ISGs y codifica

una serie de proteinas homodlogas que se encuentran en las membranas plasmaticas vy



endolisosomales (Yanez et al., 2019). Esta familia estd compuesta por 5 integrantes: IFITM1, IFITM2,
IFITM3, IFITM5 e IFITM10. Mientras que la informacién sobre la funcién que desempefian IFITM5 e
IFITM10 en humanos es limitada; se conoce que IFITM1, -2 y -3 estdn implicados en la respuesta
inmunitaria frente a ciertos virus, como por ejemplo influenza A o SARS-CoV, evitando la fusién de la

membrana viral y celular.

Durante la ultima década, varios estudios han demostrado que la proteina IFITM1 tiene
diferentes funciones muy importantes. En tumores no sélidos, como las leucemias, forma parte de la
de sefial de respuesta inmunoldgica antiproliferativa por parte de linfocitos B (Matsumoto et al.,
1993). Sin embargo, en tumores sdlidos, IFITM1 es clave en el control de la proliferacidon tumoral (Yu
etal., 2011; Ogony et al., 2016), asi como en la metastasis, la invasion y la angiogénesis (Yu et al.,
2011; Popson et al., 2014; Sari et al., 2016). Ademas, la sobreexpresion de IFITM1 esta relacionada
con mal prondstico en algunos tipos de tumores, ya que es capaz de favorecer el desarrollo de
resistencia frente a diferentes tratamientos como la quimio, radio o endocrina (Liang et al., 2020).
Todo ello convierte a IFITM1 en una posible diana terapéutica para el tratamiento del cancer con
caracteristicas muy prometedoras, aunque son necesarios mas estudios para descifrar los
mecanismos moleculares implicados en la angiogénesis y la resistencia a las terapias. Asimismo,
debido al papel que desempena en la respuesta inmunitaria frente a diversos tipos de virus, podria

utilizarse como terapia antivirica inespecifica de amplio espectro.

El papel que desempefa IFITM3 en las células tumorales es similar al observado en IFITM1,
ya que también es fundamental en la divisidon y migracidén y se encuentra sobreexpresado en tumores
de colon y gliomas (Fan et al., 2008; Zhao et al., 2013), entre otros. Sin embargo, la importancia de la

desregulacion de este gen y los mecanismos moleculares subyacentes no se conocen.

ANTECEDENTES

Previamente, en el grupo de Investigacién de Oncologia Molecular del Instituto de
Investigacion, Desarrollo e Innovacién en Biotecnologia Sanitaria de Elche (IDiBE) se realizé un
estudio en el que se generaron diferentes lineas celulares de carcinoma de mama y de colon
resistentes a paclitaxel y 5-fluorouracilo (5-FU), respectivamente, por presién selectiva con dosis
crecientes de estos farmacos. Posteriormente, se realizaron arrays de acido desoxirribonucleico
(DNA, del inglés deoxyribonucleic acid) obteniéndose una lista de genes diferencialmente
expresados. Se observéd un caracteristico grupo de genes relacionados con la respuesta a IFN que
cambiaba estructural y funcionalmente, en ambos modelos celulares y en funcion de la adquisicidn
de resistencia a los farmacos (Figura 4). De este conjunto se seleccionaron una serie de genes

objetivo, que se explicaran mas adelante, entre los que estaba IFITM1.
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Figura 4. Representacion del grupo de genes diferencialmente expresados y relacionados con la respuesta a interferéon.
La relaciéon entre las proteinas se obtuvo mediante la base de datos STRING en pacientes de carcinoma de mama (A) y
colorrectal (B). En rojo, se enmarcan los genes objetivo; las flechas negras muestran las proteinas de la familia IFITM
destacando que, cuando se inici6 el estudio, no se conocia su estructura.

Existen estudios que han determinado la sobreexpresion de IFITM1 en diferentes modelos
tumorales de CRC, siendo mayor en aquellas lineas celulares con mayor capacidad de generar
metastasis (Sari et al., 2016). Ademas, se ha demostrado que inducir la sobreexpresion de IFITM1

mediante una transfeccién aumenta la agresividad del tumor (He et al., 2012).

OBJETIVOS

El objetivo general del trabajo es determinar la relacién entre el aumento de los niveles de
expresion de IFITM1, y/o genes relacionados, y la adquisicién de resistencia a farmacos en diferentes
modelos celulares. Para el cumplimiento del objetivo principal, se han establecido los siguientes

objetivos especificos:

1. Realizar una busqueda de los niveles de expresidn y la informacién funcional y/o estructural
de los genes estimulados por interferdn, seleccionados en base a los arrays del grupo de
investigacion, en carcinoma de colon y glioblastoma.

2. Analizar la expresion de los genes objetivo en lineas celulares de carcinoma colorrectal,
pancreatico y glioblastoma y determinar la relacién con la resistencia a 5-FU y BCNU.

3. Desarrollar sublineas celulares de carcinoma de colon y glioblastoma resistentes a farmacos
por presién selectiva y caracterizar la expresién de los genes objetivo.

4. Determinar la relacidon causa-efecto entre la resistencia adquirida en las sublineas del
objetivo anterior y los cambios en la expresidn de los genes objetivo.

5. Relacionar la expresion de los genes anteriores con la respuesta viral.



MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular
Se utilizaron las lineas celulares tumorales HT-29, HT-29-M6 (variante de HT-29 resistente a

metotrexato) y SW480 de CRC y Hs766T, M220 y RWP1 de adenocarcinoma de pancreas exocrino.
Todas ellas fueron suministradas por el Instituto Municipal de Investigaciones Médicas (IMIM,
Barcelona, Espafia). También se utilizaron las lineas celulares de GBM HGUE-GB-16, HGUE-GB-37,
HGUE-GB-39, HGUE-GB-40, HGUE-GB-42 y HGUE-GB-48, siendo la mas estudiada HGUE-GB-39. Estas
lineas celulares fueron establecidas por el grupo de investigacion a partir de cultivos primarios
obtenidos en el Hospital General Universitario de Elche (HGUE) (Ventero et al., 2019). Para mantener
las lineas celulares de colon y pancreas el medio utilizado fue Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) High Glucose con glutamina estable y Hepes 25 mM (Biowest®, Riverside, MO, Estados
Unidos) mientras que para los cultivos de GBM se utilizo6 DMEM-F12 con glutamina estable y Hepes
15 mM (Biowest®, Riverside, MO, Estados Unidos). Tanto el medio DMEM como el DMEM-F12 fueron
suplementados con 10% de suero fetal bovino (FBS, del inglés fetal bovine serum) (Biowest®,
Riverside, MO, Estados Unidos) y 1% de antibidtico (penicilina y estreptomicina) (Biowest®, Riverside,
MO, Estados Unidos). Las células fueron incubadas en frascos de cultivo celular T25 a 37°C y 5% de

CO, en atmdsfera humidificada.

Tratamientos
El tratamiento con carmustina (BCNU) (Sigma Aldrich®, San Luis, MO, Estados Unidos), un

agente alquilante de tipo nitrosourea, se utilizd en las lineas celulares de GBM a una concentracién
de 50 pM vy concentraciones de farmaco crecientes para la adquisicion de resistencia de
HGUE-GB-39. Por otro lado, el 5-Fluorouracilo (5-FU) (Sigma Aldrich®, San Luis, MO, Estados Unidos),
gue es un antimetabolito antagonista de pirimidina, se usé para los experimentos realizados en las
lineas celulares de adenocarcinoma de pdncreas y de colon a concentraciones de 10 uM, 20 uM o
50 uM, asi como para la adquisicidon de resistencia. Ademas, se aplicd verteporfin (Sigma Aldrich®,
San Luis, MO, Estados Unidos), una benzoporfirina, en lineas celulares pancreaticas y colorrectales a

concentraciones de 1 uMy 2,5 uM.

Adquisicidn de resistencia
Las lineas celulares SW480 y HGUE-GB-39 fueron sometidas a presion selectiva con dosis

crecientes de distintos farmacos, 5-FU y BCNU respectivamente, para conseguir sublineas resistentes
a los mismos. En ambas lineas celulares, se comenzd con una dosis baja de 1 uM y fue aumentandose
progresivamente la concentracidon una vez las células se estabilizaban y continuaban creciendo a
dicha dosis. Ademas, en otra aproximacidén experimental para generar lineas resistentes, la linea

SW480 fue sometida a un tratamiento agudo con 5-FU, utilizando una dosis muy elevada (40 uM) y



se le suministré medio DMEM enriquecido con 20% de FBS para favorecer su recuperacién a esta
dosis aguda de farmaco. Posteriormente, las células que consiguieron sobrevivir fueron tratadas
periddicamente con dosis crecientes de 5-FU (1-10 uM). Para diferenciar ambos grupos celulares, nos
referiremos a las células que fueron tratadas inicialmente con la dosis aguda como tratamiento
agudo X (TaX, siendo X la concentracidn de farmaco que se administra periédicamente) mientras que
las células que se trataron de forma crénica desde el comienzo se nombraran tratamiento crénico

(TcX, siendo X la concentracidn de farmaco administrada periédicamente).

Ensayos de proliferacién celular
Para realizar estudios de proliferacién celular se utiliz6 el ensayo de bromuro de

3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Esta técnica se basa en una reaccion de reduccién
catalizada por la enzima succinato deshidrogenasa, localizada en la mitocondria. El compuesto MTT,
de color amarillo, se transforma en sales de formazan, que son de color morado e insolubles. Debido
a gue Unicamente las células viables pueden generar dicha reaccién, la cantidad de sales generadas

es directamente proporcional a la cantidad de células funcionales.

Para ello, se sembraron las células en placas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 horas a
37°C. Tras ello, se aplicaron por sextuplicado dosis crecientes del fdrmaco a estudiar y se incubaron
las células durante 72 horas a 37°C. Pasado ese tiempo, se aplicé MTT (Sigma Aldrich®, San Luis, MO,
Estados Unidos) a los pocillos con una concentracion de 0,25 mg/mL y se incubaron de nuevo las
placas durante 3 horas en las mismas condiciones. Posteriormente, se vacid el contenido de las
placas, se anadieron 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO, en inglés dimethyl sulfoxide) (Sigma Aldrich®,
San Luis, MO, Estados Unidos) y se mantuvieron 30 minutos en agitaciéon a temperatura ambiente.
Por ultimo, para cuantificar la cantidad de células viables, se midié la absorbancia a 570 nm en el

espectrofotdmetro de microplacas Eon™ (BioTeK®, Winooski, VT, Estados Unidos).

La medida de ICso es la concentracidn a la cual se inhibe el 50 por ciento de la proliferacion
celular. Gracias a los ensayos con MTT, también se pudo determinar la ICso de cada una de las lineas

celulares, tanto basales como aquellas que fueron tratadas para adquirir resistencia al farmaco.

Andlisis del ciclo celular
La citometria de flujo permite determinar el nimero de células, ciertas caracteristicas

celulares como el tamafio o la forma y, mediante el marcaje fluorescente proporciona informacién
sobre el porcentaje de células vivas y su distribucion del ciclo celular, entre otras. Las mediciones se
basan en la manera en que las células tefiidas, responden a la luz. El andlisis de la distribucidn del
ciclo celular se basa en la deteccidn de la cantidad de DNA utilizando yoduro de propidio (PI, del

inglés propidium iodide), que es un intercalante fluorescente de acidos nucleicos. El ciclo celular



consta de 4 fases: G1, S, G2 y M. La fase G1 se caracteriza por el crecimiento celular y la generacién
de orgéanulos, proteinas y acido ribonucleico (RNA, del inglés ribonucleic acid); en la fase S se replica
el DNA; en la fase G2 continula el crecimiento de la célula y la sintesis proteica; la ultima fase es la
mitosis celular (M). La intensidad de la fluorescencia emitida por el Pl serad proporcional a la cantidad
de DNA, pudiendo diferenciar las fases G1, S, G2/M vy las células muertas cuyo DNA se encuentre
fragmentado. Esta ultima fase recibe el nombre de SubG1 al tener menor cantidad de DNA que la
fase G1. Ademds, este tipo de ensayo permite diferenciar si el efecto de un farmaco es citostatico,

bloqueando las células en una fase del ciclo, o citotéxico, induciendo la muerte celular.
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Figura 5. Distribucion de las fases del ciclo celular obtenida por citometria de flujo. Las diferentes fases del ciclo se
detectan gracias al marcaje mediante PI. En el analisis del grupo control (A) se observa cémo no hay presencia de muerte
celular (SubG1), mientras en el grupo tratado (B) si aparece (Modificado de (Prabha et al., 2019)).

Para realizar esta técnica, las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y se incubaron
durante 24 horas a 37°C. Tras ello, se afadieron los tratamientos correspondientes y se mantuvieron
entre 24 y 72 horas, segun el experimento. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, el medio
de los pocillos se recogié en tubos de 15 mL y se realizé un lavado con tampdn fosfato salino (PBS,
del inglés phosphate-buffered saline) (Biowest®, Riverside, MO, Estados Unidos) con 4&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA, del inglés ethylenediaminetetraacetic acid) (Sigma Aldrich®, San
Luis, MO, Estados Unidos) al 0,02%. A continuacidn, las células se tripsinizaron y se pasaron al mismo
tubo, el cual se centrifugd durante 5 minutos a 400 x g. Las células se resuspendieron en 1 mL de
etanol frio al 75% y se almacenaron durante 1 hora, como minimo, a -20°C. Tras ello, se
centrifugaron los tubos a 400 x g durante 5 minutos y se desechd el sobrenadante. El precipitado se
resuspendid en 500 pL de una mezcla de PBS, 0,5% Triton X-100 (Sigma Aldrich®, San Luis, MO,
Estados Unidos), 25 pg/mL de RNAsa (Sigma Aldrich®, San Luis, MO, Estados Unidos) y 25 pg/mL de
Pl (Promocell®, Heidelberg, Alemania). El Triton X-100 y la RNAsa se utilizaron para facilitar la entrada
de Pl y asegurar que Unicamente marque el DNA, respectivamente. Se incubd a temperatura
ambiente durante 30 minutos en oscuridad. Por ultimo, para el determinar la distribucién del ciclo
celular segun la cantidad de DNA se utilizé el citdmetro de flujo BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences,

San José, CA, Estados Unidos).
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Estudio de la viabilidad celular
La viabilidad celular se determiné mediante citometria de flujo analizando la permeabilidad

de la membrana plasmatica utilizando el marcaje con PI, que es impermeable a la misma. Las células
cuya membrana estuviera dafiada quedarian marcadas, ya que el Pl entraria y se uniria a los acidos

nucleicos emitiendo fluorescencia.

Para el ensayo de viabilidad se siguié el mismo protocolo que para el estudio del ciclo celular,
pero tras la centrifugacidn, en lugar de resuspender las células en etanol al 75%, se diluyeron en PBS
para finalmente obtener 1x10° células/mL. A los tubos se les afiadié Pl (3 uM) y se incubaron durante
30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Para determinar el porcentaje de viabilidad
celular se utilizd el citometro de flujo BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences, San José, CA, Estados

Unidos).

Deteccion de células aberrantes
La identificacién de células aberrantes, tras la aplicacidon del fdrmaco, se realiz6 mediante

fotografias de las células tumorales marcadas con Hoescht (Sigma Aldrich®, San Luis, MO, Estados
Unidos), un fluoréforo que marca el DNA. El Hoescht se excita con la luz ultravioleta a una longitud
de onda de 361 nm y emite fluorescencia de color azul en un rango de longitud de onda de entre 460

y 490 nm.

Para ello, se sembraron las células en placas opacas de 96 pocillos y se incubaron durante 24
horas a 37°C. Tras ello, se aplico el fluoréforo a 10 ug/mL y se mantuvo en el incubador durante 30
minutos. Finalmente, las células se detectaron mediante fotografias utilizando el lector de placas con

captura de imagenes celulares Cytation™ 5 (BioTeK®, Winooski, VT, Estados Unidos).

Transfeccion con RNA interferente
Con el fin de estudiar el papel de los genes que codifican las proteinas transmembrana

inducidas por interferén (IFITM, del inglés interferon induced transmembrane) 1 y 3 (IFITM1 e
IFITM3) en la adquisicidn de resistencia a farmacos, se utilizaron RNA interferentes pequefios (SiRNA,
del inglés small interfering RNA), cadenas de RNA de doble hebra de 20-25 nucledtidos, para
bloquear la expresidn de dichos genes. Este bloqueo se produce gracias a la interaccion del siRNA
con el complejo silenciador inducido por RNA (RISC, del inglés RNA-induced silencing complex) en el
citosol y, tras la unidn, una de las hebras del siRNA se degrada. Posteriormente, el RISC se dirige al
RNA mensajero diana e interacciona con él cortdndolo en dos mitades que la célula considera como
extrafias y acaba degradandolas (Figura 6). Para transfectar el siRNA en la célula se utilizd
lipofectamina, un lipido catidnico que es capaz de formar complejos con las moléculas de siRNA, que
estan cargadas negativamente, y permite que atraviesen la membrana plasmatica liberando el siRNA

al citosol.
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Figura 6. Mecanismo del silenciamiento de mRNA diana mediante siRNA. Una vez en el citosol, el siRNA se une al
complejo RISC el cual se activa al degradarse una de las hebras de siRNA. Tras su activacion, el complejo siRNA-RISC
interacciona con el mRNA diana cortandolo por la mitad. El mRNA dividido presente en el citosol es reconocido como
extrafio y acaba siendo degradado por la célula con el consecuente silenciamiento del gen diana (Modificado de (Petrova
etal., 2013)).

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos y se incubaron durante 24 horas a 37°C. Al
dia siguiente, se realizé la transfeccion utilizando siRNA (Ambion® Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, Estados Unidos) dirigido a IFITM1 (ID: s16192) o a IFITM3 (ID: s195033). Para ello, se prepararon
dos diluciones en medio OPTI-MEM® (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados
Unidos), una con 50 pmol/mL de siRNA mientras que la otra tenia una concentraciéon de 20 uM/mL
de Lipofectamine® RNAIMAX (Invitrogen™, Waltham, MA, Estados Unidos) y se dejé reposar 5
minutos a temperatura ambiente. A continuacidn, se mezclaron ambas diluciones y se mantuvieron
20 minutos a temperatura ambiente para que se formara el complejo lipido-siRNA. Antes de anadir la
mezcla, el medio de los pocillos se sustituyé por medio DMEM o DMEM-F12 suplementado con 10%
de FBS sin antibidtico. No ha de afiadirse antibidtico ya que la lipofectamina permeabiliza la
membrana al fusionarse con ella, permitiendo asi la entrada de una mayor cantidad de antibidtico
que puede llegar a ser toxico para la célula. Pasados los 20 minutos, se afiadid la mezcla a su
respectivo pocillo obteniendo una concentracién final de 2 uL/mL de lipofectamina y de 5 pmol/mL
de siRNA y se incubaron las células a 37°C durante 24 o 48 horas, para conseguir la practica
eliminacion de la expresion de la proteina diana, tras las cuales se les afiadié el farmaco

correspondiente (5-FU o BCNU).

Cabe destacar que, ademas de la preparacion de una mezcla de siRNA dirigida al gen
objetivo, se preparé una mezcla utilizando un siRNA no especifico a modo de control negativo.

Asimismo, se prepararon dos placas por linea celular estudiada, en una placa se estudié la
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distribucidon del ciclo celular (ver Analisis del ciclo celular) y a la otra se le extrajo RNA para estudiar
la variacion de la expresién génica y comprobar si, efectivamente, la expresion del gen diana habia
sido suprimido (ver Analisis de la expresion génica).
Analisis de la expresion génica

Se analizd la expresidon basal de los genes de interés en las lineas celulares humanas
utilizadas, y también se realizaron analisis de expresion génica diferencial tanto tras la aplicacién de
un tratamiento como para comprobar si los siRNA habian funcionado correctamente. Para ello, y
como se explica a continuacidn, se extrajo RNA de las lineas celulares a estudiar; seguido de una
transcripcién inversa para obtener el DNA complementario (cDNA, del inglés complementary DNA);
y, por ultimo, se realizd el analisis de la variacion génica mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés polimerase chain reaction) cuantitativa en tiempo real (QPCR, del inglés

quantitative PCR).

Extraccion RNA
La extraccién de RNA se realizé con el kit de aislamiento de RNA total de NZY (NZY total RNA

isolation kit, NZYTech, Lisboa, Portugal) siguiendo el protocolo proporcionado por la empresa.

Se sembraron las células en pocillos y se dejaron incubar a 37°C hasta alcanzar un 90-100%
de confluencia. Posteriormente, se lisaron las células utilizando una solucidn que contenia tampdn
NR y B-mercaptoetanol en una diluciéon 1:100 y se agité en el vértex. El lisado se trasladdé a una
columna de homogenizacion NZYSpin y se centrifugd durante 1 minuto a 11.000 x g. Al sobrenadante
se le afiadio 350 plL de etanol al 70%, se paso todo el contenido a una columna de unién NZYSpin y se
centrifugd a 11.000 x g durante 30 segundos, tras los cuales se desechd el sobrenadante. Se realizé
un lavado con 350 pL del tampdn NI y se volvid a centrifugar las muestras con las mismas
condiciones. En este paso, quedan adheridas las cadenas de DNA y RNA en la columna de unién, por
lo que para eliminar el DNA se afiadieron 95 uL de una mezcla de digestién que contenia tampdn de
digestion y desoxirribonucleasa en una dilucion 1:10 y se mantuvo durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Tras ello, se llevaron a cabo diferentes lavados entre los cuales se fue
centrifugando la muestra a 11.000 x g durante 1 minuto y desechando los sobrenadantes. Primero se
realizd un lavado con 200 pL de tampdon NWR1; 600 uL de tampdén NWR2 y 250 pL con tampdn
NWR2. Tras este ultimo lavado, se realizé una centrifugacion con las mismas condiciones para secar
la columna. Por ultimo, se eluyd el RNA anadiendo 50 plL de agua libre de nucleasas y se centrifugo

durante 1 minutoa 11.000 x g.

Tras la extraccion de RNA, se evalué la concentracion y la pureza utilizando el

espectrofotometro Nanodrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos). Para
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que el valor de pureza del RNA sea considerado como 6ptimo, la relacidn de las absorbancias
260/280 nm ha de tener un valor entre 2.0 y 2.2; aquellas muestras fuera de dicho rango quedaron

excluidas. Asimismo, también se excluyeron las muestras cuya concentracion era inferior a 50 ng/uL.

Retrotranscripcidn
La retrotranscripcion de las muestras se realizd utilizando el kit de transcripcién reversa de

cDNA de alta capacidad (High-capacity cDNA reverse transcription kit, Applied Biosystems™, Foster
City, CA, Estados Unidos) siguiendo el protocolo proporcionado por la empresa. Se realizé una mezcla
qgue contenia: 0,8 uL de una mezcla de dNTPs (100 mM), 1 uL de transcriptasa inversa MultiScribe, 1
pL de inhibidor de RNAsas, 2 uL de cebadores aleatorios RT y 2 puL de tampdn RT. Para cada reaccion,
se anadieron 6,8 uL de la mezcla, 1 pg de RNA y se completé con agua libre de nucleasas hasta
obtener un volumen de 20 uL. Una vez completadas, se incubaron en el termociclador GeneAmp®
PCR System 2700 (Applied Biosystems™, Foster City, CA, Estados Unidos) a las siguientes condiciones:
a 25°C durante 10 minutos para que se alineen los cebadores con el RNA; 2 horas a 37°C para activar
la transcriptasa inversa; tras ello, aumenta la temperatura a 85°C durante 5 minutos para
desnaturalizar los cebadores e inactivar la transcriptasa inversa; por Uultimo, disminuye la

temperatura a 4°C durante tiempo indefinido para el posterior almacenamiento de la muestra.

Finalmente, se evalud la concentracién y la pureza utilizando el Nanodrop™ 1000 y se

diluyeron las muestras con agua libre de nucleasas hasta lograr una concentracién de 200 ng/uL.

PCR cuantitativa en tiempo real
La técnica de qPCR permite amplificar los genes y cuantificar su expresion en tiempo real

utilizando sondas fluorescentes, siendo proporcional la cantidad de fluorescencia detectada con la
cantidad de DNA amplificado. Se puede diferenciar diferentes tipos de gPCR dependiendo los
fluorocromos que se utilicen, bien sean no especificos (por ejemplo, SYBR Green) o bien sondas
especificas (Tagman®). Todas las gPCRs en este trabajo fueron realizadas con SYBR Green,
compuesto que se introduce en la doble hebra de DNA e interacciona con ella aumentando de forma

significativa la tasa de emision fluorescente.

Una ventaja de la utilizacion de SYBR Green es que Unicamente requiere de dos cebadores,
uno directo (forward) y otro inverso (reverse), para poder amplificar. Estos cebadores fueron
disefados utilizando un software especifico frente a los genes que han sido estudiados. En la Tabla 1
se muestran todos los genes y las secuencias disefiadas de los cebadores (Sigma Aldrich®, San Luis,

MO, Estados Unidos).
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GEN CEBADOR DIRECTO CEBADOR INVERSO
IFITM1 5’-GAAACGACAGGGGAAAGGAG-3’ 5-GAGTGAAGGTTTGAGAAGTGTGG-3’
IFITM3 5’-ACTGTCCAAACCTTCTTCTCTCC-3’ 5’-TCGCCAACCATCTTCCTGTC-3’
IFNGR1 5’-TCCTCAGTGCCTACACCAACTAA-3 5’-CTCGTCACAATCATCTTCCTTCTG-3’
IRF3 5’-GACCCTCACGACCCACATAA-3’ 5’-CAGAAGTACTGCCTCCACCA-3’
ISG15 5’-ACTCATCTTTGCCAGTACAGG-3’ 5’-GGGACACCTGGAATTCGTTG-3’
MX1 5-GAAGATAAGTGGAGAGGCAAGG-3’ 5’-CTCCAGGGTGATTAGCTCATG-3’
GAPDH 5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’ 5’-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’

Tabla 1. Cebadores directos e inversos de cada gen estudiado.

Los analisis de qPCR se realizaron en placas de reaccién de 96 pocillos MicroAmp® de 0,1 mL
(Applied Biosystems™, Foster City, CA, Estados Unidos) y cada reaccién contenia: 300 nM de cebador
directo, 300 nM de cebador inverso, 2 pL de muestra, 6,8 uL de agua libre de nucleasas y 10 uL de
SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™, Foster City, CA, Estados Unidos).
Posteriormente, la placa se selld6 con una cubierta adhesiva dptica ABI PRISM™ (Applied
Biosystems™, Foster City, CA, Estados Unidos) y se centrifugd a 3.500 x g durante 4 minutos. Para
llevar a cabo el andlisis se utilizé el termociclador QuantStudio®3 Real-Time PCR (Applied

Biosystems™, Foster City, CA, Estados Unidos). El protocolo utilizado fue el siguiente:

Se comienza con una fase de incubacidn a 50°C durante 2 minutos a la que le sigue una fase
de 10 minutos a 95°C en la que se activa la DNA polimerasa. Tras ello, se mantiene a 95°C durante 15
segundos, en los que se desnaturaliza el DNA de doble cadena, y disminuye la temperatura a 60°C
durante 1 minuto, para el alineamiento de los cebadores y la amplificacion del DNA, este ciclo se
repite 40 veces. Por Ultimo, en la fase de disociacion la temperatura oscila a 95°C 15 segundos, 60°C

1 minuto y, de nuevo, 95°C 15 segundos.

Cada una de las muestras se analizé por triplicado y se utilizé agua libre de nucleasas a modo
de control negativo. Asimismo, para poder normalizar la expresién de los genes diana se utilizd,
como control enddégeno, la expresidn del gen gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), que
normalmente se expresa de forma constitutiva en las células. Al finalizar la reaccidn, se utilizaron los
valores de umbral de ciclo (Ct, del inglés cycle threshold) de cada muestra, que son inversamente
proporcionales a la expresion del gen. Para calcular la expresién relativa se resté el Ct del control
endogeno al valor Ct del gen diana (ACt), tras lo cual se obtuvo la expresion relativa mediante la

formula 272,
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Analisis estadisticos
Las graficas representan la media + desviacién estandar (SD, del inglés standard deviation)

con un tamafio muestral (n) 2 3. Mediante la prueba estadistica de Shapiro-Wilk se determiné si los
datos seguian una distribucidn normal o asimétrica. Posteriormente, para determinar si los cambios
observados eran significativos se utilizé la prueba T de Student en aquellas muestras que seguian una
distribucion normal y cuya varianza era homogénea y, en aquellas que no cumplian dichas
caracteristicas, se realizé la prueba U de Mann-Whitney. Los cambios estadisticamente significativos
se han indicado de la siguiente forma: * si p-valor < 0,05, ** si p-valor < 0,01 y *** si p-valor < 0,001.
Los analisis estadisticos se obtuvieron mediante el programa GraphPad Prism 7 (GraphPad Software

Inc., San Diego, CA, Estados Unidos).

RESULTADOS

Genes involucrados en la respuesta inmunitaria muestran una relaciéon con el
cancer de colon
Se realizd6 una busqueda en la base de datos UALCAN (http://ualcan.path.uab.edu/) de

aquellos genes que habian demostrado estar desregulados en carcinoma de colon y mama en el
proceso de adquisicidon de resistencia a 5-FU y paclitaxel respectivamente. Se encontré que la via del
IFN estaba muy desregulada en ambos casos y por tanto nos centramos en el estudio de los genes
implicados en ella. El software UALCAN constituye una herramienta que permite realizar andlisis de
expresion génica en tejido tumoral y no tumoral, supervivencia y correlaciones en pacientes de
diferentes tipos de tumores, recopilados en bases de datos -émicas del cancer (Chandrashekar et al.,
2017). Los resultados obtenidos de la base de datos indicaron que los niveles de expresidn de IFITM1
e IFITM3 eran significativamente superiores en CRC con respecto al tejido normal. Sin embargo, las
curvas de Kaplan-Meier asociadas a dichos genes indican que no afectan significativamente a la

supervivencia de los pacientes (Figura 7).
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Figura 7. Expresion génica y supervivencia de IFITM1 e IFITM3 en CRC. La expresion relativa de los genes IFITM1 (A) e
IFITM3 (C) es significativamente superior en tejido tumoral (caja roja) comparado con el tejido normal (caja azul). Los
analisis de las curvas Kaplan-Meier revelan que no existe relacién entre la diferencia de expresion de los genes IFITM1 (B) e
IFITM3 (D) y la supervivencia del paciente. *** p-valor<0,001. (Modificado de UALCAN).

Este estudio se amplié al resto de genes cuya expresidén variaba en ambos procesos de
adquisicion de quimiorresistencia en los arrays. En la Tabla 2 se muestran los datos de CRC
obtenidos, los datos de carcinoma de mama estan reflejados en la Tabla S1. La gran mayoria de estos
genes estdn involucrados en la respuesta inmunitaria frente a diversos tipos de virus. Sin embargo,
también poseen funciones bioldgicas de respuesta a otro tipo de estrés mas implicadas en cancer,
segln las cuales pueden dividirse en dos grupos: aquellos que favorecen carcinogénesis y aquellos

que la limitan.

Los genes CXCL10, CXCL11, MX1 y RPL39 han sido asociados con la proliferacién, metastasis e
invasién tumoral en distintos tipos de tumores, como por ejemplo carcinoma de mama triple
negativo o CRC (Dave et al., 2014; Tokunaga et al., 2018; Aljohani et al., 2020). Asimismo, IFI30, la
familia IFIT, IFRD1 e ISG20 son marcadores de mal prondstico en tumores debido a su implicacidén en
la proliferacién, supervivencia y resistencia a terapias (Lewis et al., 2017; Gao et al., 2018; Pidugu
et al., 2019; Miyashita et al., 2020; Zhu et al., 2020). Los genes IFITM1, IFITM3, IFI6 e IFI27 codifican
proteinas transmembrana que favorecen la proliferacidon, invasiéon y metastasis tumoral e inhiben la
apoptosis, concretamente IFI27 también estd relacionado con la resistencia a farmacos y la transicién
epitelio-mesenquimal en cancer ovarico (Li et al., 2015; Sari et al., 2016; Wang et al., 2018; Carbotti

et al., 2020; Liu et al., 2020; Rajapaksa et al., 2020).
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Dentro de los genes que relacionados con el IFN se encuentran varios genes que limitan la
carcinogénesis. IFI16 participa en respuesta al dafo en el DNA interaccionando con proteinas
supresoras de tumores como p53 (Agundez Llaca, 2016). IFl44 forma parte de la respuesta
inmunitaria, estando implicado en la presentacion de antigenos y la infiltracién de linfocitos CD4*,
neutréfilos y macréfagos en algunos tipos tumorales (Pan et al., 2020). La familia de los factores
reguladores de IFN (IRF, del inglés interferon regulatory factor) esta asociada con mejor pronéstico
en diferentes neoplasias gracias a sus capacidades antitumorales (Yanai et al., 2012). El receptor de
IFN-y 1 (IFNGR1, del inglés interferon gamma receptor 1) esta relacionado con buen prondstico en

cancer ya que participa en la inmunovigilancia (Salvagno y Cubillos-Ruiz, 2021).

Finalmente, ISG15 y GBP1 tienen un papel dual en cdncer. Por un lado, son capaces de inhibir
la proliferacidon, migraciéon e invasidon tumoral. Pero a su vez, ISG15 interactla con numerosas
proteinas celulares con funciones muy variadas y es capaz de aumentar la progresién tumoral.
Asimismo, GBP1 puede estar relacionado con fenotipos resistentes a terapias asi como con una
mayor agresividad en tumores como el GBM, entre otros (Desai, 2015; Zuo et al., 2016; Alcala et al.,

2020; Carbotti et al., 2020; Chen et al., 2020).

Para el desarrollo de este trabajo, inicialmente se seleccionaron varios de estos genes
relacionados con IFN. El estudio se centra en los genes IFITM1 y -3 debido a su implicacién en cancer
y que al igual que IFNGR1, codifican proteinas transmembrana. El hecho de que se trate de proteinas
transmembrana favoreceria el hipotético desarrollo de farmacos que pudieran utilizarse frente a
ellos dada su accesibilidad. /IRF3 se selecciond porque regula la expresidn de IFN, por lo que, de
manera indirecta, también regula la expresion de IFITM1 y -3. El doble papel de ISG15 en cancer le
convierte en un gen muy interesante para que su estudio se incluya en este trabajo. Finalmente, MX1
se ha seleccionado debido a su implicacién en la proliferacion, invasion y metastasis tumoral.
Ademas, el laboratorio del Dr. Luis Pérez estudia el papel de MX1 en la infeccidn virica. Mediante una
colaboracidn con este laboratorio (proyecto SARCOVIR, financiado por la UMH y FISABIO), también
se esta estudiando el papel de los genes IFITM1 y -3 como posibles dianas terapéuticas contra el
proceso de infeccidn por virus en peces. Este grupo de genes seleccionados, al que nos referiremos
de aqui en adelante como “genes objetivo”, mostrd una alteracidon de su expresién génica en CRC

con respecto al tejido normal que, en ISG15, se reflejé también en la supervivencia (Tabla 2).
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‘s Supervivencia
Genes Expresion (p-valor) P

(p-valor)
CXCL10 ND (2,94E-01) SD (0,35)
CXCL11 SE (4,20E-11) SD (0,55)
EIF2AK2 SE (1,62E-12) SD (0,91)
GBP1 ND (8,95E-01) SD (0,95)
IFI16 SE (4,80E-04) SD (0,064)
IF127 SD (1,14E-01) SD (0,39)
IFI30 SD (1,16E-01) SD (0,15)
IF144 SE (8,49E-11) J (0,022)
IFI6 SE (7,24E-12) SD (0,093)
IFIT1 IE (6,59E-04) SD (0,54)
IFIT2 IE (3,64E-03) SD (0,074)
IFIT3 SD (3,9E-01) SD (0,17)
IFITS SD (4,86E-01) SD (0,87)
IFITM1 SE (<1E-12) SD (0,77)
IFITM3 SE (<1E-12) SD (0,85)
IFNGR1 SE (1,69E-05) SD (0,29)
IFRD1 SE (1,62E-12) SD (0,32)
IFRD2 SE (<1E-12) M (0,038)
IRF1 SD (1,79E-01) SD (0,90)
IRF3 SE (1,62E-12) SD (0,91)
IRF7 SE (5,02E-03) SD (0,06)
IRF9 SD (3,12E-01) SD (0,28)
ISG15 SE (1,75E-02) J (0,032)
1SG20 IE (3,78E-06) SD (0,19)
MX1 SE (5,08E-03) SD (0,16)
RPL39 SE (<1E-12) SD (0,70)
SP110 SD (5,78E-01) SD (0,074)

Tabla 2. Expresion y supervivencia de los genes relacionados con el IFN y la adquisicion de resistencia a 5-FU. Valores de
expresion génica con respecto al tejido no tumoral obtenidos en el array de CRC. ND, no diferencias; SE, sobreexpresion
(rojo); IE, infraexpresion (azul); 4 , disminucidn significativa de la supervivencia (amarillo) y 1%, aumento significativo de la
supervivencia (verde).

Modelo in silico de las proteinas IFITM1 e I[FITM3

Puesto que la estructura de las proteinas IFITM1 e IFITM3 se desconocia al inicio de este
estudio (Figura 4), no fue posible el disefio o cribado virtual de inhibidores mediante estudios de
“docking” que era uno de los objetivos a desarrollar en el estudio. El reciente lanzamiento del
software AlphaFold2 (Jumper et al., 2021), capaz de predecir la estructura de proteinas a partir de su
secuencia, ha permitido el estudio de la posible estructura de IFITM1 y -3 (Figura 8). La estructura in
silico propuesta muestra varias hélices alfa, que posiblemente puedan corresponder a un dominio
transmembrana. Asimismo, se puede observar en ambas proteinas una cadena mas o menos larga,

que probablemente se encuentre fuera de la membrana participando en la interaccion con otras
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proteinas. Por tanto, esta parte de la estructura puede ser clave en las funciones biolégicas de las
proteinas IFITMs, siendo una potencial diana frente a la que se puedan desarrollar inhibidores en el

futuro.
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Figura 8. Estructura de las proteinas transmembrana inducidas por interferén 1y -3. La estructura de las proteinas IFITM1
(A) e IFITM3 (B) se obtuvo mediante el software AlphaFold2.

El tratamiento con 5-FU provoca efectos citostaticos y/o citotoxicos en las lineas

celulares de CRC, siendo SW480 la linea mas resistente
Inicialmente se realizaron estudios dosis-respuesta con 5-FU de las diferentes lineas celulares

de CRC, SW480, HT-29 y HT-29-M6. Estas células fueron tratadas con dosis crecientes de 5-FU en un
rango de concentraciones de 0,25 a 50 uM durante 72 horas. Los resultados indican un efecto
dependiente de concentracién en todas las lineas celulares testadas (Figura 9), aunque con diferente
grado de sensibilidad y/o resistencia al farmaco. Los valores de ICso demuestran que la linea celular
SW480 es la mas resistente (33,38 + 8,11 uM), seguida de HT-29-M6 (17,96 + 1,80 uM) y HT-29
(6,84 £ 2,96 uM).
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Figura 9. Ensayos dosis-respuesta con 5-FU en las lineas celulares SW480, HT-29 y HT-29-M6. (A) Porcentaje de
proliferacidn celular representado con respecto al logaritmo de la concentracion de 5-FU (uM). (B) Valores de ICso de las
lineas celulares. SD, desviacion estandar.

Con el fin de determinar si el efecto antiproliferativo se debe a una accién citostatica y/o
citotoxica del farmaco se realizaron analisis de la distribucidn de las células en las diferentes fases del
ciclo celular en la linea celular mas resistente (SW480) y la mas sensible (HT-29) (Figura 10). Para ello,
se trataron las células con dosis de 10 y 50 uM de 5-FU durante 24 horas. El efecto del 5-FU en

SW480 resulté ser citostatico causando un aumento significativo de células en la fase S del ciclo
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celular, lo que sugiere un bloqueo en dicha fase (Figura 10A). Por otro lado, el efecto citostatico

observado en HT-29, se debid a un bloqueo del ciclo celular en la fase G1 (Figura 10B).
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Figura 10. Distribucion del ciclo celular en SW480 y HT-29 tratadas 5-FU. Las células de SW480 (A) y HT-29 (B) fueron
tratadas con concentraciones de 10 y 50 uM de 5-FU durante 24 horas. Se representa la diferencia entre el porcentaje de
células tratadas y las células control en cada fase del ciclo celular. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.

Al utilizar la dosis de 50 uM de 5-FU se observd que en el andlisis de los resultados se
producia un desplazamiento de la poblacion hacia la derecha (Figura 11A). Este hecho implica un
mayor contenido de DNA ya sea por la presencia de células poliploides o un aumento de células
aneuploides, que se corresponderia con una divisidon celular aberrante y/o desigual. Con el objetivo
de profundizar en este suceso, se mantuvo el tratamiento de 5-FU durante 24, 48 y 72 horas y se
cuantifico el porcentaje de células desplazadas (Figura 11B). Los resultados confirman el aumento del
porcentaje de células con mayor contenido en DNA conforme se incrementa el tiempo de

tratamiento.
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Figura 11. Distribucion del ciclo celular en SW480, HT-29 y HT-29-M6 tratadas con 5-FU. (A) Imagenes representativas de
la cuantificacién de los porcentajes de células en division aberrante tras el tratamiento con 50 uM de 5-FU durante 24, 48 y
72 horas. Se ha seleccionado la poblacién de células que se encuentra ciclando en las muestras control (verde) y se ha
cuantificado el porcentaje de células cuyo contenido en DNA y tamafio ha aumentado tras el tratamiento (azul). En rojo,
células excluidas de ambos andlisis. (B) Porcentajes de células con mayor contenido en DNA tras el tratamiento
administrado. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.
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Para determinar si las células bloqueadas en el ciclo celular finalmente morian, se realizdé un
analisis de viabilidad utilizando 50 uM de 5-FU durante 24, 48 y 72 horas. En la Figura 12 se observa
un aumento del nimero de células muertas conforme aumenta el tiempo de tratamiento en todas
las lineas celulares testadas, siendo de nuevo SW480 la mas resistente. Esto sugiere que, al aumentar
la dosis administrada y el tiempo de tratamiento, el efecto del farmaco pasa de ser citostdtico a
citotéxico, ya que las células quedan bloqueadas y no pueden dividirse o realizan divisiones

aberrantes con el consiguiente aumento de la aneuploidia y /o poliploidia.
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Figura 12. Viabilidad celular en las lineas celulares de CRC SW480, HT-29 y HT-29-M6 tratadas con 5-FU. A las células se les
administré un tratamiento con 50 uM de 5-FU durante 24, 48 o 72 horas tras el cual se realizd el andlisis de la viabilidad
celular. Se representa la proporcién de células muertas con respecto al nimero de células totales. * p-valor<0,05;
** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.

La expresion de IFITM1 y -3 se relaciona con la resistencia a 5-FU en las lineas
celulares de CRC

Para poder entender mejor el posible papel de los genes objetivo en la resistencia frente a
farmacos en CRC, se analizd la expresién basal de los genes en las diferentes lineas celulares
estudiadas mediante gPCR. (Figura 13). Los resultados muestran una mayor expresion de los genes
IFITM1 y -3 en SWA480, la linea celular mas resistente al 5-FU. En el analisis se incluyd también la linea
celular HT-29-M6, una variante de HT-29 con resistencia adquirida previamente a metotrexato. La
expresion de IFNGR1 es mayor en esta linea celular en comparacién con las otras dos, mientras que
la expresién de IFITM1 y -3 es muy reducida. Estos resultados sugieren que IFITM1 y -3 podrian estar
relacionados con la resistencia a 5-FU, dada su mayor expresién en la linea celular mas resistente,
mientras que la alta expresion de IFNGR1 podria estar relacionada con la resistencia a metotrexato.
Ambos mecanismos, por tanto, podrian ser independientes, aunque serian necesarios mas
experimentos para esclarecer este punto. Cabe destacar que IRF3, ISG15 y MX1 se expresan mas
significativamente en HT-29, que es la mas sensible al efecto antiproliferativo del 5-FU; mientras que
estos genes se expresan menos en SW480, la mas resistente a dicho efecto, y en HT-29-M6. La
expresion de estos genes sugiere su posible relacién con la sensibilidad de las lineas celulares,

independientemente del tratamiento utilizado.
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Figura 13. Expresion relativa de los genes objetivo en las lineas celulares de CRC. Niveles de expresidn génica de IFITM1,
IFITM3, IFNGR1, IRF3, ISG15 y MX1 en SW480, HT-29 y HT-29-M6. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.

El silenciamiento de IFITM1 e IFITM3 no restaura la sensibilidad a 5-FU en las

lineas celulares de CRC
Dado que la mayor expresion de IFITM1 y -3 en la linea celular SW480 sugeria un papel de

dichos genes en la resistencia intrinseca a 5-FU, se procedidé a realizar un andlisis mas detallado.
Primeramente, la expresion de IFITM1 fue silenciada mediante la transfeccidn con siRNA antes de
afiadir el tratamiento con 5-FU (10 uM), para posteriormente analizar la variacién del efecto. Este
estudio se realizd en las lineas celulares de CRC SW480 y HT-29 (Figura 14). En el andlisis de
expresion génica, mostrado en la Figura 14A, se observd que en la linea celular SW480 se obtuvo un
silenciamiento de IFITM1 de un 92% aproximadamente, mientras que en HT-29 la bajada en Ia
expresion fue del 75%. El tratamiento con 5-FU de las células transfectadas de la linea SW480, no
resulté en un cambio importante en la expresién del gen, que permanecio silenciado. Sin embargo,
cabe destacar que el tratamiento en HT-29 dio lugar a un aumento de la expresién de IFITM1 4,7
veces mayor con respecto al control. Las variaciones en la distribucién del ciclo celular fueron
moderadas en ambos modelos celulares. Al evaluar las variaciones producidas en el ciclo celular,
Unicamente, en SW480 se observd un inesperado descenso del efecto del farmaco al silenciar la
expresion de IFITM1, que se ve reflejada en una acumulacion de células en fase S significativamente
menor que la observada en el control. En HT-29 se observd un ligero aumento de la muerte celular,
que no llegaba a ser significativo (Figura 14B). Teniendo en cuenta que la aplicacion del farmaco
resultdé en un aumento en la expresion de IFITM1 en las células transfectadas con un siRNA no
especifico y que, con respecto a ese control, las células silenciadas presentaban una reduccién de
casi un 400%, es dificil concluir si hay una relacién causa-efecto entre el silenciamiento de IFITM1 y el

efecto del 5-FU en HT-29.
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Figura 14. Efecto del 5-FU tras el silenciamiento de IFITM1 en las lineas parentales de carcinoma colorrectal SW480 y
HT-29. (A) Expresion diferencial de IFITM1 tras el silenciamiento de este en ambos modelos celulares. (B) Distribucién del
ciclo celular tras realizar el silenciamiento del gen y afiadir el tratamiento con 10 uM de 5-FU en ambas lineas celulares. Se
representa el porcentaje de células tratadas tras restar el porcentaje de células totales del control. NS, células transfectadas
con un siRNA no especifico, IFITM1-, células transfectadas con un siRNA frente a IFITM1. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y
*** p-valor<0,001.

Para poder entender mejor el efecto provocado tras el silenciamiento de IFITM1, se
analizaron los cambios en la expresidon de los genes objetivo. En la Figura 15 se muestra dicha
variacion en la linea parental SW480. El silenciamiento de IFITM1 resulté en una disminucién de la
expresion de IFITM3 muy similar a la ocurrida con IFITM1, siendo en ambos casos una reducciéon de
aproximadamente el 90%. Esto sugiere que IFITM1 podria regular los niveles de expresién de IFITM3.
En cambio, la variacion de la expresidn génica tras el tratamiento con 5-FU y el silenciamiento de
IFITM1 en el resto de los genes fue variable. Al tratar las células con 5-FU, se produjo un aumento
sustancial de la expresion de IFNGR1 y de MX1. En el caso de IFNGR1, dicho aumento de la expresion
fue mds pronunciado al silenciar la expresion del gen IFITM1, mientras que en MX1 sucedid lo
contrario. Con respecto al gen ISG15, el silenciamiento de /FITM1 causé un aumento de su expresiéon
gue se hizo mas notable al anadir el tratamiento con 5-FU. Sin embargo, no se observaron cambios

significativos en la expresion de IRF3.

Con el objetivo de estudiar la posible relacién de IFITM3 con la adquisicidn de resistencia a
5-FU, se realizd un silenciamiento de su expresion mediante siRNA, seguido del tratamiento con 5-FU
(Figura 16). Para comprobar el grado de silenciamiento de IFITM3 en ambas lineas celulares, se
evaluaron sus niveles de expresion (Figura 16A). El analisis reveld que, a diferencia de lo que ocurria
con IFITM1, solamente HT-29 presentaba una reduccién significativa del 50% en la expresion del gen.
Sin embargo, la expresion de IFITM3 disminuyd solo en un 30% en SW480. Es interesante comentar
que, cuando se traté con 5-FU, de forma similar a lo ocurrido con IFITM1, la expresion de IFITM3
aumenté significativamente con respecto al control, aproximadamente un 140% en SW480 y un
415% en HT-29. Este aumento de la expresién quedd bloqueado con transfeccion del siRNA dirigido
al gen. No obstante, los niveles de expresién en ambos casos no disminuyeron significativamente con

respecto al control sin tratar. Al analizar la variacidn del ciclo celular, no se observaron cambios en el
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efecto del farmaco en SW480 tras el silenciamiento del gen, mientras que si hubo diferencias
significativas en HT-29, donde el efecto disminuyd (Figura 16B). Lejos de arrojar luz al papel que
juegan IFITM1 y -3 en la resistencia a fdrmacos, estos experimentos demuestran que se trata de un
mecanismo complejo que requiere de un estudio mucho mas profundo.

IFITM3 IFNGR1

IRF3
K
o 1207 160 * 120+
=
= 100 *x L= 100+
° 120/
80
g 100 80
8 oo 80 60-
& 60
g 401 1 40-
H 404
> 204 *EH KEH
& 20 204
=
0 04
NS IFITM1- NS 5FU IFITM1- 5FU NS IFITM1- NS 5FU IFITM1- 5FU NS IFITM1- NS 5FU  IFITM1- 5FU
ISG15 MX1
o 1507 5 150
= 140 *
L
2120
o 100
2 100 *
§ 8]
=
2 60 50
¢ 40
=3
w204
=
o o
NS IFITM1- NS 5FU  IFITM1- 5FU NS IFITM1- NS 5FU IFITM1- 5FU

Figura 15. Expresion relativa de los genes objetivo tras el silenciamiento de IFITM1 en SW480. Niveles de expresion
génica de IFITM3, IFNGR1, IRF3, ISG15 y MX1 en SW480 tras el silenciamiento con un siRNA dirigido a IFITM1. Ademas, las
células fueron tratadas con 10 uM de 5FU. NS, células transfectadas con un siRNA no especifico; IFITM1-, células
transfectadas con siRNA frente a IFITM1. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.

A B 20, I SubG1
:;g: Bl SW480 hig 15.
o 400 T HT29 i * * * - G1
-4 P L3
5 160 * 3 107 S
g 5 s I
§ 120 8 I [ RerllY
= 100 2 ol
ks 0 B 5
4 a0 =
N B
20 -10+
0- *
9 v o v o ‘ o v =151
P g NS IFITM3- NS IFITM3-
€ &€ SRS
$ & -20- SW480 HT-29

Figura 16. Efecto del 5-FU tras el silenciamiento de IFITM3 en las lineas parentales de carcinoma colorrectal SW480 y
HT-29. (A) Expresidn diferencial de IFITM3 tras el silenciamiento de este en ambos modelos celulares. (B) Distribucion del
ciclo celular tras realizar el silenciamiento del gen y afiadir el tratamiento con 10 uM de 5-FU en ambas lineas celulares. Se
representa el porcentaje de células tratadas tras restar el porcentaje de células totales del control. NS, células transfectadas

con un siRNA no especifico; IFITM3-, células transfectadas con un siRNA frente a IFITM3. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y
*** p-valor<0,001.

El tratamiento periddico con dosis altas de 5-FU favorece la aparicion de células
aberrantes

Puesto que la relacion entre la expresion de IFITM1 y la resistencia intrinseca a 5-FU presente

en SW480 no habia sido esclarecida, se decidié generar sublineas celulares a partir de SW480, con
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resistencia creciente al farmaco mediante presion selectiva, para determinar el posible papel de

IFITM1 en el mecanismo de adquisicién de dicha resistencia.

Existen dos grupos de sublineas divididos segin el enfoque experimental utilizado para
establecer la resistencia. Por un lado, se aplicé una dosis inicial muy alta de 5-FU durante un periodo
corto, las poblaciones que sobrevivieron a ese tratamiento y recuperaron la capacidad proliferativa
fueron sometidas periédicamente a dosis crecientes de fdrmaco. Este grupo de sublineas se nombrd
Tratamiento agudo X (TaX, siendo X la dosis administrada en el momento experimental
correspondiente). Por otro lado, partiendo de la linea celular parental, las células fueron
seleccionadas por presidn selectiva con concentraciones crecientes de 5-FU desde el inicio, y se

nombraron Tratamiento crénico X (TcX, siendo X la dosis administrada en el momento).

Las células de SW480 se trataron con concentraciones de 5-FU entre 0,25 y 50 uM vy se
mantuvieron 72 horas con el tratamiento (Figura 17). La resistencia adquirida se analizd mediante
ensayos de proliferacion celular. Se observd que, independientemente de la via experimental
seguida, ambos grupos aumentaban su resistencia al farmaco conforme se les incrementaba la

concentracién administrada periédicamente en el frasco de cultivo.
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Figura 17. Ensayos dosis-respuesta con 5-FU en las sublineas resistentes de SW480. Porcentaje de proliferacién celular
representado con respecto al logaritmo de la concentracion de 5-FU (uM) en las sublineas resistentes que recibieron el
tratamiento agudo inicial (A) y las que fueron periddicamente tratadas (B). (C) Valores de ICso de la linea parental y las
sublineas celulares. C, control; SD, desviacion estandar; Ta, células que inicialmente recibieron una dosis aguda de farmaco;
Tc células que recibieron tratamiento de forma crénica.

También se observd que, en las sublineas celulares de SW480, al aumentar la concentracion
de 5-FU afiadida periédicamente a los frascos de cultivo, la morfologia de las células iba cambiando.
Como se muestra en la Figura 18, las células aumentaron de tamafo, conteniendo un mayor nimero
de nucleos y también empezaron a aparecer vacuolas en su interior, en concordancia clara con el

aumento en el contenido de DNA observado en los estudios de ciclo celular (Figura 11).
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Figura 18. Imagenes de las diferentes sublineas resistentes de SW480. Cada imagen fue tomada con campo claro para
visualizar la membrana y se superpuso la imagen de los nucleos marcados con Hoescht. Las flechas blancas indican la
presencia de células multinucleadas y con un crecimiento aberrante. Esta morfologia es mas notable cuanto mayor es la
concentracion de farmaco suministrada. Ta, células que inicialmente recibieron una dosis aguda de farmaco; Tc células que
recibieron tratamiento de forma crénica. Barra de escala: 100 um.

Elevada expresion de IFITM1 inicial tras el tratamiento agudo con 5-FU en las
sublineas celulares de CRC
Tal y como se realizé en las muestras basales de las lineas celulares, se analizé la variabilidad

de la expresidn génica relativa de los genes objetivo para cada una de las sublineas resistentes
generadas (Figura 19). Los valores de IFITM1 y -3 aumentaron significativamente en las células que
recibieron el Ta, especialmente al inicio de la presién selectiva. En cambio, la expresion de IFNGR1
aumento en las dosis altas de las células Ta, lo que puede sugerir la activacidn de otra via relacionada
con IFN en la adquisicién de la resistencia. De esta forma, la via de transduccién del IFN-a seria
importante al inicio, dejando paso después a la via del IFN-y. Por otro lado, la expresién de ISG15 y
MX1 disminuyd, generalmente, en los modelos mas resistentes. Interesantemente, los patrones de
expresion de los genes objetivo eran diferentes en los dos modelos de adquisicion de resistencia, el
agudo vy el crénico. Esto sugiere la existencia de, al menos, dos mecanismos de adquisicion de
resistencia adicional al 5-FU en la linea SW480, con una participacidon diferencial de los genes

objetivo en cada modelo.
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Figura 19. Expresion relativa de los genes objetivo en las sublineas celulares de SW480. Niveles de expresion génica de
IFITM1, IFITM3, IFNGR1, IRF3, ISG15 y MX1 en las sublineas resistentes a 5FU adquiridas a partir de SW480. C, control; Ta,
células que inicialmente recibieron una dosis aguda de farmaco; Tc células que recibieron tratamiento de forma crénica.
* p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.

El silenciamiento de IFITM1 potencia el efecto antiproliferativo del 5-FU en las
sublineas celulares resistentes de CRC
Los niveles de IFITM1 aumentan significativamente en algunas de las sublineas resistentes a

5-FU (Figura 19). Para comprobar si es posible recuperar la sensibilidad al farmaco modificando la
expresion de IFITM1, se silencié su expresion mediante siRNA. Primero se analizaron las variaciones
del ciclo celular para entender las repercusiones del silenciamiento de IFITM1. Se observd que esta
manipulacion disminuia el bloqueo en la fase S Unicamente en la sublinea Tal, siendo los cambios
muy ligeros en Tc5, mientras que en Ta5 no se produjeron modificaciones en el ciclo celular (Figura
20A). Seguidamente, se repitieron las transfecciones frente a IFITM1, analizando esta vez los
resultados mediante ensayos de proliferacion celular (Figura 20B). Este tipo de ensayo resulté en un
efecto del silenciamiento de IFITM1 mucho mayor que el observado anteriormente. Se produjo una
disminucién de la proliferacién celular significativa por si mismo, y al afiadir el tratamiento el efecto

antiproliferativo se incrementd siendo este cambio mds notable con el gen silenciado.
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Figura 20. Efecto del 5-FU tras la supresion de IFITM1 en las sublineas de SW480 resistentes a farmaco. (A) Distribucion
del ciclo celular tras el silenciamiento de /IFITM1 y el tratamiento con 10 uM de 5-FU. Se representa el porcentaje de células
tratadas tras restar el porcentaje de células totales del control. (B) Ensayos de proliferacidon celular mediante MTT de las
sublineas resistentes a farmaco transfectadas con un siRNA frente a IFITM1 y tratadas con 10 uM de 5-FU. NS, células
transfectadas con un siRNA no especifico; IFITM1-, células transfectadas con un siRNA frente a IFITM1; Ta, células que
inicialmente recibieron una dosis aguda de farmaco; Tc células que recibieron tratamiento de forma crénica. * p-valor<0,05;
** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.

La elevada expresion de IFITM1 y -3 se correlaciona con una mayor resistencia
intrinseca a 5-FU en PAAD

Para entender si el papel de los genes objetivo en la resistencia a 5-FU estaba o no
restringido al CRC, se decidié ampliar el estudio a otro tipo de tumor de mal prondstico y relacionado
con el desarrollo de resistencia a las terapias, como el adenocarcinoma de pancreas exocrino (PAAD,

del inglés pancreatic adenocarcinoma).

Debido a que el 5-FU era el farmaco utilizado en el tratamiento estandar de PAAD, hasta que
fue sustituido por la Gemcitabina (Burris et al., 1997), se analizo la posible resistencia a este farmaco.
Para ello, se analizé la variacidon de la distribucion del ciclo celular en las lineas celulares M220,
Hs766T y RWP1 (Figura 21). Las células se mantuvieron durante 24 horas con 10 uM de 5-FU,
resultando en un efecto citostatico bloqueando el ciclo celular en la fase G1. Este efecto solo fue

significativo en M220 y RWP1, sugiriendo que Hs766T es mas resistente al farmaco.

30

Il SubG1
. *k

20 Gt
5
£ 101 S
S
vy [ RerllY
© 0 =
g 1
= .10
g 1

-20- *

*
.30 M220 Hs766T RWP1

Figura 21. Distribucion del ciclo celular en M220, Hs766T y RWP1 tratadas con 5-FU. Las células fueron tratadas con 10 uM
de 5-FU durante 24 horas. Se representa la diferencia entre el porcentaje de células tratadas y las células control en cada
fase del ciclo celular. * p-valor<0,05 y ** p-valor<0,01.
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Se estudiaron los niveles basales de la expresidn relativa de los genes objetivo en las tres
lineas celulares pancredticas mediante qPCR (Figura 22). En consonancia con los resultados
obtenidos en el ciclo celular (Figura 21), y al igual que ocurria en el CRC, los genes IFITM1 y -3
estaban mas expresados en Hs766T, el modelo celular mds resistente a 5-FU. Es interesante destacar
que IFNGR1 se expresaba significativamente mas en Hs766T. Esto implicaria que el mecanismo de
resistencia a los tratamientos en el caso del PAAD, no es dual como ocurre en el CRC. Si bien un
estudio mas exhaustivo seria necesario para poder describir este proceso de forma concreta.
Finalmente, las lineas celulares sensibles al fadrmaco, RWP1 y M220, presentaron un patrén de
expresion variable respecto a los genes IRF3, ISG15 y MX1. RWP1 presenté una elevada expresién del
gen IRF3 con respecto a las otras dos lineas celulares, mientras que M220 tenia sobreexpresados los
genes ISG15 y MX1. Por tanto, estos resultados sugieren que IFITM1 y -3 tienen una relacién con la
resistencia a 5-FU, sin embargo, los genes IRF3, ISG15 y MX1 no han mostrado una expresion
diferencial que pueda indicar un papel principal en la resistencia intrinseca a 5-FU. Asi pues, un

estudio mas profundo seria necesario para elucidar la implicacion de estos genes en dicho

mecanismo.
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Figura 22. Expresion relativa de los genes objetivo en las lineas celulares de adenocarcinoma de pdncreas exocrino.
Niveles de expresion génica basal de IFITM1, IFITM3, IFNGR1, IRF3, ISG15 y MX1 en Hs766T, RWP1y M220. * p-valor<0,05;
** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.

La expresion de IFITM1 tiende a ser mayor en lineas tumorales resistentes a
BCNU en GBM

Como modelos celulares de un tipo de tumor de origen no epitelial, se decidié incluir el GBM,
en el que se utiliza como tratamiento estandar BCNU o TMZ. El grupo de investigacién del Dr. Miguel

Saceda dispone de una coleccién de lineas celulares de GBM establecidas a partir de muestras de
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pacientes en el Hospital General Universitario de Elche (HGUE), que fueron las utilizadas en este
estudio.

Con el fin de establecer la relacidn entre la resistencia y la expresidn de los genes objetivo en
GBM, las lineas celulares fueron tratadas con BCNU. En un trabajo previo del grupo, ya se habia
analizado la muerte celular inducida por 50 uM de BCNU en las diferentes lineas celulares de
glioblastoma (Tabla 3) (Ventero et al., 2019). Los resultados revelaron que HGUE-GB-16 es la mas

resistente al tratamiento con BCNU, mientras que HGUE-GB-42 es la mas sensible.

Linea celular Células muertas (%)t SD

HGUE-GB-16 12,6 2,3
HGUE-GB-40 19,5+1,1
HGUE-GB-39 25,2+1,8
HGUE-GB-48 27,9+2,1
HGUE-GB-37 35,1x2,2
HGUE-GB-42 49,9 +3,7

Tabla 3. Porcentaje de muerte celular inducida por BCNU en modelos celulares de glioblastoma multiforme. Niveles de
muerte celular inducida por 50 uM de BCNU en los diferentes modelos celulares de glioblastoma. Los datos son de un
estudio previo del grupo, modificados de (Ventero et al., 2019). SD, desviacién estandar.

Una vez determinados los niveles de sensibilidad a BCNU de las lineas celulares de GBM a
nivel basal, se realizd el andlisis de la variacion de los genes objetivo en las células de GBM con el fin
de poder establecer una relacidon (Figura 23). En dicho andlisis también se incluyé una muestra de un
pool de tejido cerebral sano. Los resultados indicaron que no habia una correlacién entre los niveles
de expresion de los distintos genes en las lineas de GBM y su porcentaje de muerte celular. No
obstante, los niveles de IFITM1 indicaron una posible tendencia a sobreexpresarse en lineas mas
resistentes a BCNU. Cabe destacar la baja expresion del gen MX1 en las diferentes lineas celulares de
GBM en comparacion con el tejido de cerebro normal. Hecho que también ocurrié, aunque en menor
grado, con la expresion de IFITM1, IFITM3 e IFNGR1, con la excepcion de HGUE-GB-37 en estos dos
ultimos genes. De nuevo, la expresion de IFITM1 e IFITM3 fue mayor en la linea celular mas
resistente comparada con la mas sensible, aunque la variacion en la expresién de estos genes en las
distintas lineas celulares era muy alta y no permite extraer conclusiones. La variacion observada es
también evidente si estudiamos la expresion de estos genes en la base de datos UALCAN (Figura S1).
Para poder extraer una conclusion mas clara seria necesario determinar la expresion en la linea
celular obtenida de cada paciente con respecto a la expresidon en tejido no tumoral del propio

paciente.
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Figura 23. Expresion relativa de los genes objetivo en las lineas celulares de glioblastoma multiforme. Analisis de la
expresion génica basal de IFITM1, IFITM3, IFNGR1, IRF3, ISG15 y MX1 en los modelos celulares establecidos por el grupo.
CN, cerebro normal. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01y *** p-valor<0,001.

IFITM1 y -3 aumentan su expresion en las sublineas celulares de GBM resistentes
a BCNU

Con el fin de profundizar en la relaciéon entre la expresiéon de los genes objetivo y la
adquisicion de resistencia en nuestros modelos celulares de GBM, se utilizd la linea celular
HGUE-GB-39 para generar sublineas resistentes a BCNU. Las células fueron tratadas progresivamente
con concentraciones crecientes de farmaco y la resistencia lograda se estudié mediante ensayos de
proliferacién celular. Las concentraciones de BCNU que se utilizaron para dicho estudio comprendian
un rango entre 1y 100 uM, tratamiento que se mantuvo durante 72 horas (Figura 24). Los resultados
mostraron un efecto antiproliferativo dependiente de concentracién, confirmando la sublinea T2,5

como la mas resistente a BCNU.
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Figura 24. Ensayos dosis-respuesta con BCNU en las sublineas resistentes de HGUE-GB-39. (A) Porcentaje de proliferacion
celular representado con respecto al logaritmo de la concentracion de BCNU (uM) en las sublineas resistentes que fueron
periédicamente tratadas. (C) Valores de ICso de la linea parental y las sublineas celulares. C, control; SD, desviacién
estandar.
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Se analizé la variacion génica de los genes objetivo en las sublineas resistentes de GBM
mediante qPCR. En la Figura 25 puede observarse que los niveles de expresidén de los genes objetivo
estan directamente correlacionados con el aumento de la concentracion de BCNU. Cabe destacar la
elevada expresion de IFITM1 en las células sometidas a mayor dosis de tratamiento. La expresion de
IFITM3 también se encuentra elevada a concentraciones de 2,5 uM de BCNU. La tendencia
ascendente, también se puede visualizar en los niveles de ISG15 y MX1, aunque a menor escala. Sin
embargo, IFNGR1 e IRF3 estan inversamente correlacionados con el incremento de la dosis de
farmaco. Aunque no es una variaciéon significativa, es destacable como en la dosis baja de BCNU,
IFITM1 y -3 disminuyen su expresién mientras que IFNGR1 la aumenta; al incrementar la dosis ocurre
lo contrario, un aumento de IFITM1 y -3 y un descenso de IFNGR1. Esto puede indicar la implicacidn
inicial de la via de transduccion de IFN-y y un posterior cambio a la via de IFN-a al aumentar la
concentraciéon de BCNU. Hecho que, aunque a la inversa, también se observé en las sublineas Ta de
CRC (Figura 19). Los resultados indican que los genes objetivo del proyecto también sufren
modificaciones significativas de expresidn que estan relacionadas, en un sentido u otro, con la

adquisicion de resistencia a BCNU en GBM.
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Figura 25. Expresion relativa de los genes objetivo en las sublineas resistentes de HGUE-GB-39. Niveles de expresion
génica de IFITM1, IFITM3, IFNGR1, IRF3, ISG15 y MX1 en las sublineas resistentes a BCNU adquiridas a partir de

HGUE-GB-39. T, células fueron tratadas crédnicamente con la concentracion indicada. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y
*** p-valor<0,001.

No hay una clara una relacion causa-efecto entre la sobreexpresion de IFITM1 y la
resistencia a fArmacos en modelos tumorales de mal prondstico
Con el fin de elucidar el efecto que tendria el tratamiento con farmaco en lineas de GBM vy

PAAD con distintos niveles de IFITM1, se hicieron ensayos de citometria de flujo tras silenciar el gen.
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Para el estudio de GBM, se utilizaron las lineas celulares HGUE-GB-39 parental y su respectiva
sublinea resistente T2,5. Ademas, se afladid HGUE-GB-40, ya que presentaba una mayor expresion
basal de IFITM1. En el estudio de PAAD se utilizaron las lineas celulares Hs766T, que posee la mayor
resistencia y donde se encontré mayor expresiéon de IFITM1, y RWP1, que es la mas sensible y con
menor expresion del gen. Para los ensayos con células de GBM se afiadié una concentraciéon de
50 uM de BCNU, mientras que en las pancredticas se utilizaron 10 uM de 5-FU. Los resultados del
analisis de expresidon génica muestran que se ha conseguido el silenciamiento del gen IFTIM1 en
HGUE-GB-40 (87%) y Hs766T (64%). Cabe destacar que en la linea celular RWP1 los niveles basales de
IFITM1 eran muy inferiores con respecto a Hs766T (Figura 22), lo que pueda reflejar que su expresion
solamente bajara alrededor de un 44% tras la transfeccién. Tras la aplicacion del tratamiento
correspondiente, solo en la linea celular Hs766T aumentaron los niveles de expresidén de IFITM1 de
forma significativa en las células transfectadas con un siRNA no especifico (Figura 26A). Los modelos
utilizados de GBM (Figura 26B) y de PAAD (Figura 26C) no presentaron cambios significativos en la
sensibilidad al farmaco tras el silenciamiento de IFITM1, inicamente en RWP1 se observaron ligeras
variaciones en la redistribucion de las células en el ciclo celular. No obstante, debido a la clarisima
diferencia entre los resultados obtenidos en los estudios del ciclo celular y los ensayos de
proliferacién en la linea SW480 (Figura 20), seria aconsejable analizar los efectos de los tratamientos
mediante ensayos de proliferaciéon celular tras realizar los experimentos de silenciamiento de IFITM1

en las lineas de PAAD y GBM.
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Figura 26. Efecto del farmaco correspondiente en la distribucion del ciclo celular tras la supresion de IFITM1.
(A) Expresidn diferencial de IFITM1 tras el silenciamiento de este en las lineas celulares HGUE-GB-40, Hs766T y RWP1.
(B) Distribucion del ciclo celular tras el silenciamiento de IFITM1 y el tratamiento con 50 uM de BCNU en las lineas celulares
parentales de GBM HGUE-GB-39 y HGUE-GB-40 y la sublinea resistente a BCNU, HGUE-GB-39 T2,5. (C) Estudio de los
modelos celulares de PAAD Hs766T y RWP1 transfectados con un siRNA frente a IFITM1 y tratados con 10 pM de 5-FU. Se
representa el porcentaje de células tratadas tras restar el porcentaje de células totales del control. NS, células transfectadas
con un siRNA no especifico; IFITM1-, células transfectadas con un siRNA frente a IFITM1; Tto, tratamiento correspondiente.
* p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.

El tratamiento con VPF no modifica sustancialmente la expresion de IFITM1 en

modelos tumorales
Segun los datos obtenidos en colaboracién con el grupo del Dr. Luis Pérez (proyecto

SARCOVIR), que el verteporfin (VPF) aumentaba los niveles de expresidon de IFITM1 en lineas
celulares de peces. Nos preguntamos si este aumento se podria producir también en las lineas
celulares de nuestros modelos de cancer y si tendria un impacto en la resistencia a farmacos de los
mismos. Por otro lado, estd demostrado que el VPF es capaz de inducir efectos antiproliferativos
gracias a que bloquea un componente de la via Hippo, la proteina YAP1 (del inglés, yes-associated
protein 1). Ademas, es capaz de fotoactivarse con luz roja liberando radicales libres lo que induciria la

muerte celular por estrés oxidativo (Brodowska et al., 2014).

Inicialmente se determinaron las concentraciones en las que el VPF tenia efectos
antiproliferativos por si mismo en los siguientes modelos celulares: SW480, HT-29, HT-29-M6 vy
HGUE-GB-39 (Figura 27). Las células se trataton con dosis crecientes de VPF en un rango de
concentraciones de: 0,75 a 15 uM en el caso de las lineas celulares de CRC; y 0,1 a 10 uM en

HGUE-GB-39. Aunque en las cuatro lineas celulares el efecto antiproliferativo era dependiente de la
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concentracién, los valores de ICsp muestran que la linea de GBM es mas sensible al efecto del

farmaco que las de CRC en donde el efecto es similar.
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Figura 27. Ensayos dosis-respuesta con VPF en las lineas celulares SW480, HT-29, HT-29-M6 y HGUE-GB-39. Porcentaje de
proliferacidn celular representado con respecto a la concentracion de VPF (uM) en las lineas celulares de CRC SW480 (A),
HT-29 (B) y HT-29-M6 (C), asi como en el modelo celular de GBM HGUE-GB-39 (D). (E) Valores de ICso de las lineas celulares.
SD, desviacién estandar.

Para determinar si los fdrmacos VPF y 5-FU pudieran actuar sinérgicamente, se estudié el
efecto de ambos por separado y en combinacidn en modelos celulares de PAAD. El tratamiento con
5-FU se combiné con dos concentraciones de VPF (1,5y 2,5 uM), que habian demostrado no ejercer
un efecto antiproliferativo per se, en las lineas celulares M220 y RWP1 (Figura 28). El estudio del
cambio en la distribucidn del ciclo celular tras la aplicacion de los distintos tratamientos concluyé que
ambos farmacos inducen un aumento del porcentaje de células en la fase G1, mientras que la

combinacion no produce un aumento aditivo en dicha fase.
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Figura 28. Efecto del farmaco correspondiente en la distribucién del ciclo celular tras tratar con VPF y 5-FU. Distribucion
del ciclo celular de las lineas celulares de PAAD, M220 (A) y RWP1 (B) tras el tratamiento con 1,5y 2,5 uM de VPF y 10 uM
de 5-FU y la combinacion de ambas. Se representa el porcentaje de células tratadas tras restar el porcentaje de células
totales del control. * p-valor<0,05.

36



Como se ha comentado previamente, el VPF es capaz de fotoactivarse al ser irradiado con
una fuente de luz roja aumentando asi su efecto antiproliferativo. Por ello, se decidié estudiar la
viabilidad de los modelos celulares SW480 y RWP1 después del tratamiento con 1,5y 2,5 uM de VPF
con vy sin fotoactivacion (Figura 29). Las células que fueron fotoactivadas se expusieron durante 5
minutos a una fuente de luz roja (655 nm) tras ser tratadas en suspensién. Tras la fotoactivacién se
observé un aumento significativo de la muerte celular con las dos concentraciones de VPF utilizadas

en SW480, mientras que en RWP1 se consiguid Unicamente en la dosis mayor de farmaco.
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Figura 29. Viabilidad celular en las lineas celulares de SW480 y RWP1. Las células de SW480 (A) y RWP1 (B) fueron tratadas
con 1,5y 2,5 uM de VPF durante 24 horas. Un grupo de células tratadas se irradié durante 5 minutos con luz roja para
fotoactivar el VPF. Se representa la proporcion de células muertas con respecto al nimero de células totales.
* p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.

Para determinar si el efecto del VPF variaba segun estuvieran las células adheridas a la placa
0 en suspension, necesaria para la fotoactivacion del farmaco, se analizé la variacidn de la expresidon
de los genes objetivos en SW480 y RWP1 mediante qPCR (Figura 30). El grupo de células nombrado
como “Fijas” son las células que se trataron adheridas a la placa, las células “Sueltas” se tripsinizaron
y se trataron en suspensidn, y las “Laser” se trataron en suspensidn seguida de una fotoactivacion
durante 5 minutos con luz roja. Los resultados obtenidos no establecen una clara relacién entre la
adhesidn de las células a la placa o el efecto del VPF tras la fotoactivacién (Figura 29) y la variacién de
la expresion. Solo en el caso de la linea SW480, la expresién de IFNGR1 aumentd en las células
sueltas y aun mas al fotoactivarse, si bien, ese resultado no se recapituld en la linea celular RWP1.
Asimismo, se observd un aumento significativo en la expresién de los genes IFITM1, IFITM3 e IFNGR1
al tratarse las células en suspensién en la linea celular SW480 que no tuvo lugar en RWP1. ISG15 y
MX1 disminuyen su expresién al aplicar VPF en suspension en ambas lineas celulares. Estos
resultados parecen indicar que el tratamiento con VPF tiene mayor efecto en la variacion de la
expresion génica en linea celular SW480 (Figura 30), lo cual esta en consonancia con el hecho de que
cuando esta linea fue fotoactivada tras ser tratada con 2,5 UM de VPF en suspensién, mostré mds

sensibilidad que RWP1 (Figura 29).
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Figura 30. Expresion relativa de los genes objetivo en SW480 y RWP1 tras tratar con VPF. Niveles de expresidn génica de
IFITM1, IFITM3, IFNGR1, IRF3, ISG15 y MX1 en SW480 (A) y RWP1 (B) tras el tratamiento con 2,5 uM de VPF. Las células fijas
recibieron el farmaco adheridas a la placa; las sueltas se tripsinizaron y recibieron el tratamiento en suspension; y laser son
las células que recibieron la dosis de VPF sueltas y ademdas fueron fotoactivadas con laser durante 5 minutos.
* p-valor<0,05; ** p-valor<0,01 y *** p-valor<0,001.

La finalidad era utilizar el VPF como un farmaco que aumentase la expresiéon de IFITM1 en
células tumorales, tal y como se habia observado en los modelos de peces, para asi determinar su
efecto en la resistencia frente a determinados farmacos, como el 5-FU o el BCNU. Sin embargo, los
resultados observados en peces no han sido extrapolables a los modelos tumorales utilizados, lo que

implica que se deberan hacer mas estudios en esta direccion.



DISCUSION

La capacidad de las células tumorales de desarrollar mecanismos de resistencia frente a los
farmacos comunmente utilizados en las terapias convencionales es una de las principales causas de

la ineficacia de estos tratamientos y, por ende, de una mayor tasa de recaida y/o mortalidad.

Este trabajo se ha realizado en modelos celulares de CRC, GBM y PAAD. El CRC es uno de los
tumores mas incidentes y con mayor nimero de muertes a nivel mundial. A pesar de los avances
tanto en los métodos de diagndstico temprano como en las estrategias terapéuticas, el alto
porcentaje de recaida favorece el desarrollo de resistencia a los tratamientos previamente utilizados,
como pueden ser la quimioterapia o la radioterapia. Por otro lado, aunque la incidencia mundial de
GBM y PAAD no es tan elevada como la de CRC, la elevada tasa de mortalidad y la agresividad de
estos tumores hace necesario el desarrollo de nuevas terapias que aumenten la esperanza de vida de

los pacientes.

En arrays realizados por el grupo de investigacion del Dr. Miguel Saceda se observé que un
grupo de genes relacionados con la respuesta a IFN presentaban niveles de expresion desregulados
en CRC durante la adquisicion de resistencia a 5-FU. Interesantemente, se observd en arrays del
mismo grupo que muchos de estos genes aparecian también desregulados en modelos celulares de
cancer de mama durante la adquisicion de resistencia a paclitaxel. Tras ello, la busqueda de
informacion en la bibliografia y en la base de datos UALCAN demostrd la desregulacién de estos
genes en CRC y corrobord que estos genes juegan un papel clave en la carcinogénesis. Para la
realizacion de este trabajo se escogid un grupo de genes objetivo de entre rodos los genes alterados
cuya expresion era significativamente mayor en tejido tumoral en comparacion con el tejido normal
(Tabla 2): IFITM1, IFITM3, IFNGR1, IRF3, ISG15 y MX1. El presente trabajo se focalizé principalmente
en los dos primeros genes ya que existen varios estudios que demuestran su desregulacion en
diferentes tipos de tumores. No obstante, no hay concordancia con el papel que juegan en el tejido
tumoral ya que algunos autores han asociado las proteinas IFITM1 y -3 a un peor prondstico tumoral
(zhao et al., 2013; Ogony et al., 2016), mientras que otros las han relacionado con una menor tasa de
proliferacidon de células malignas (Matsumoto et al., 1993). Aunque estd ampliamente estudiado su
papel en proliferacidn, metdstasis e invasividad, aun se desconoce su implicacién en el mecanismo de

resistencia a terapias convencionales (Liang et al., 2020; Rajapaksa et al., 2020).

Para determinar la posible participacion de estos genes en la adquisicidon de resistencia a

5-FU en otros tipos de canceres, se incluyeron en el estudio diferentes modelos celulares de PAAD.

El 5-FU es un farmaco utilizado cominmente en el tratamiento de diferentes tipos de

tumores (Longley et al., 2003). Los resultados de este trabajo demuestran que los modelos celulares
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resistentes a 5-FU, tanto de CRC (Figura 9) como de PAAD (Figura 21), tienen mayores niveles de
expresion de IFITM1y -3 (Figura 13, Figura 22). Por otro lado, este farmaco inhibe la enzima
timidilato sintasa impidiendo la sintesis de DNA vy, por lo tanto, causando un bloqueo del ciclo celular
en fases G1, en PAAD vy la linea celular HT-29, o S, en SW480 (Figura 10, Figura 21). Ademds, este
efecto citostatico provoca que al aumentar el tiempo de tratamiento con 5-FU, las células vayan
acumulando mayor contenido en DNA (Figura 11), dando lugar a poliploidias y/o aneuploidias, e
induciendo finalmente la muerte de las células tumorales (Figura 12). Al analizar la expresién del
resto de genes objetivo del trabajo en CRC y PAAD, se observé que la mayor sensibilidad a 5-FU venia
asociada con una mayor expresion de los genes IRF3, ISG15 y MX1 (Figura 13). No obstante, el patrén
observado en las lineas celulares de PAAD RWP1 y M220, sensibles a 5-FU, difiere entre ellas (Figura
22). Segun datos de UALCAN, la expresidon de IFNGR1 en PAAD es inferior con respecto a la observada
en el tejido no tumoral, aunque esto no parece afectar a la supervivencia de los pacientes (Figura
$2). Sin embargo, nuestros resultados asocian su elevada expresidn a una mayor resistencia frente a
5-FU en este tipo de tumor, dado que la linea Hs766T, la mas resistente a 5-FU, presenta un nivel de
expresion mucho mayor que el presente en RWP1 y M220 (Figura 22). Por otro lado, la mayor
expresion de este gen en los modelos celulares de CRC no se produjo en SW480, la linea celular de
CRC mas resistente a 5-FU, sino en la sublinea celular HT-29-M6, resistente a metotrexato (Figura

13), sugiriendo su posible papel en la resistencia a diferentes farmacos.

Dado que teniamos datos de los genes objetivo en tres modelos de carcinoma, CRC, mamay
PAAD, se decidié estudiar la expresidén de estos genes en modelos celulares de GBM, un tumor de
origen no epitelial con muy mal pronéstico. En este caso, se determind la resistencia frente a BCNU,
un farmaco utilizado cominmente frente a tumores cerebrales, con un mecanismo de accidon

totalmente diferente al del 5-FU.

Cuando se analizaron los genes objetivo en las diferentes lineas celulares de GBM en la base
de datos UALCAN se observo que la expresion de los genes IFITM3, IFNGR1, ISG15 y MX1 era
significativamente superior en el tejido tumoral. Concretamente, los niveles de IFITM3 son clave en la
supervivencia del paciente pues su elevada expresion esta relacionada con un peor prondstico (Zhao
et al., 2013). Nuestros resultados al analizar la expresién de IFITM1 sugieren una posible tendencia a
sobreexpresarse en aquellas lineas que presentan mas resistencia al farmaco (Figura 23). Sin
embargo, existe una gran variabilidad entre las diferentes lineas celulares, lo que concuerda con los
datos almacenados en UALCAN (Figura S1). Por ello, no puede afirmarse la existencia de una relacién
clara entre los niveles de expresién de los genes objetivo y la resistencia intrinseca a BCNU. La
variacion observada en la expresion de estos genes en los diferentes modelos celulares puede

deberse a cambios en el microambiente celular que estén induciendo estrés en el cultivo, ya que los
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genes objetivo estdn relacionados con el IFN y, por tanto, con la respuesta a diferentes tipos de
estrés. Las lineas celulares de GBM utilizadas fueron establecidas por el grupo de investigacion a
partir de cultivos primarios, y se determind que todas ellas son IDH silvestre (Ventero et al., 2019), lo
que correlaciona con una mayor agresividad y resistencia a farmacos. Por este motivo, aunque la
expresion de los genes en nuestras lineas celulares se encuentre dentro del rango de variacién
observado en UALCAN (Figura S1), estdn alejadas de la media. Esta diferencia es especialmente
llamativa en la baja expresion de MX1 en las lineas tumorales con respecto al tejido normal (Figura
23) y su aumento en respuesta a BCNU (Figura 25). Sin embargo, hay que destacar que la muestra de
cerebro normal utilizada procede de un pool cerebral, conteniendo tanto tejido glial como neuronal,
mientras que nuestras lineas celulares son completamente gliales. Por lo tanto, para poder obtener
conclusiones mds claras a la hora de comparar las lineas tumorales con el tejido normal, lo ideal seria

disponer de muestras de tejido normal y tumoral del mismo paciente.

Para profundizar en el papel de los genes objetivo y la adquisicién de resistencia a farmacos
se generaron sublineas resistentes a BCNU y 5-FU a partir de las lineas celulares parentales
HGUE-GB-39 de GBM y SW480 de CRC, respectivamente, mediante presidén selectiva. En ambos
casos, se consiguid una mayor resistencia al afadir periédicamente concentraciones superiores de

farmaco en el frasco de cultivo (Figura 24, Figura 17).

Interesantemente, al afadir dosis mas altas de 5-FU de forma prolongada en la linea celular
de CRC, SW480, fue aumentando el porcentaje de células con mayor tamafo, vacuolas en su interior
y con varios nucleos (Figura 18). Este fendmeno puede estar relacionado con un tipo de muerte
celular conocido como catdstrofe mitética (MC, del inglés mitotic catastrophe). Inicialmente, la MC se
definié como una incapacidad de las células de concluir la mitosis debido a dafios en el DNA, dando
lugar a la aparicion de células poliploides (Castedo et al., 2004). Sin embargo, actualmente se conoce
que la MC actia como un mecanismo supresor de células tumorales que evita la inestabilidad
gendmica y precede a la muerte celular, bien sea por apoptosis, necrosis o senescencia (Vitale et al.,
2011). Ademas, hay estudios que demuestran que el uso de determinados farmacos que detienen el
ciclo celular en la fase G1/S o en G2/M son capaces de inducir la MC, lo que conlleva a ciertas
alteraciones como la formacidon de micronucleos o la multinucleacion, el aumento de las membranas
nucleares y plasmatica y otras modificaciones celulares (Eom et al., 2005). Efectos que también
observamos en nuestro estudio tras el tratamiento con 5-FU, que causa un bloqueo inicial de las
células en la fase G1 del ciclo celular (Figura 10), que induce modificaciones en la morfologia y

numero de nucleos (Figura 18), causando finalmente la muerte celular (Figura 12).
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El andlisis de las sublineas celulares resistentes indica que la expresidn relativa de los genes
objetivo sufre modificaciones relacionadas con la adquisicion de resistencia a 5-FU o BCNU en CRC y
GBM, respectivamente. Estas alteraciones son diferentes segun el tipo de tumor. De esta forma
pudimos observar que en GBM, existe un aumento significativo de los genes IFITM1, IFITM3, ISG15 y
MX1, mientras que los niveles de IFNGR1 e IRF3 disminuyen al aumentar la dosis de farmaco (Figura
25). Con respecto a CRC observamos dos patrones de expresién diferentes segun el modelo de
adquisicion de resistencia aplicado. Por un lado, en las células sometidas a Ta (tratamiento agudo
previo a la presion selectiva) los valores de expresién de los genes IFITM1 y -3 presentan un aumento
significativo, principalmente al inicio de la presidn selectiva. En cambio, la expresidn relativa de
IFNGR1 es superior en concentraciones mas elevadas de farmaco. Por otro lado, en las células a las
que se les aplico un Tc (tratamiento crénico mediante presidn selectiva directa) no se detectaron
cambios sustanciales en ninguno de estos tres genes. Cabe destacar que en ambas estrategias de
adquisicion de resistencia se observaron diferencias significativas en la expresiéon de ISG15 y MX1
siendo generalmente menor en los modelos mas resistentes (Figura 19). Las diferencias encontradas
en la expresidon génica de ambos modelos resistentes sugieren la posible existencia de diferentes

mecanismos de adquisicidn de resistencia.

Tanto en las sublineas resistentes de GBM como en las de CRC sometidas a Ta, los resultados
sugieren que en la adquisicion de resistencia estdn implicadas las vias de transduccién de IFN-a e
IFN-y. Por un lado, en CRC inicialmente existe una mayor expresion de los genes IFITM1 y -3, los
cuales se activan en respuesta a IFN-a (Padariya et al., 2021). No obstante, conforme va aumentando
la concentracién de farmaco, la expresion de estos genes disminuye y se incrementa la expresion de
IFNGR1, receptor de IFN-y, sugiriendo un posible intercambio de roles entre ambas vias de
transduccion de sefiales. Por el contrario, una dosis baja de farmaco en GBM resulta en cambios,
aunque no significativos, donde los niveles de IFITM1 y -3 son inferiores y los de IFNGR1 son
superiores con respecto al control. Sin embargo, al aumentar la dosis, el patron de expresidén génica
es a la inversa. Esto sugiere que, en GBM, inicialmente se activaria la via de transduccién de IFN-y y

posteriormente la via de IFN-a durante la adquisicion de resistencia a BCNU.

A pesar de que varios estudios han determinado que los pacientes con alta expresion de
IFITM1 son mas resistentes a farmacos, alin no se conocen los mecanismos de esta relacién (Fumoto
etal., 2008; Lee etal., 2013). En este trabajo, intentamos comprobar si las células de diferentes
lineas tumorales se sensibilizaban frente al tratamiento suprimiendo la expresiéon del gen. Sin
embargo, aunque el silenciamiento tuvo éxito en los modelos de GBM, PAAD y CRC, solamente en la
linea celular HT-29 de CRC se detectaron cambios significativos en la sensibilidad al farmaco tras el

silenciamiento (Figura 14, Figura 26). Sin embargo, tras la aplicacidon de 5-FU en HT-29 la expresion
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de IFITM1 aumenté en casi 5 veces mas en las células transfectadas con un siRNA no especifico
respecto al control, lo que conllevd que en las células en las que el gen fue silenciado aumentara
tanto la expresion del gen por el propio tratamiento con 5-FU que no se lograra el completo
silenciamiento de este, quedando su expresion al mismo nivel que el control. Unicamente en SW480
se observd una menor acumulacién significativa de células en la fase S tras silenciar el gen. No
obstante, en este caso hay que tener en cuenta que en el estudio del ciclo celular se seleccionan las
poblaciones que se incluyen en el andlisis y puede que no se incluyan poblaciones con mayor
contenido de DNA, que sabemos que aparecen en respuesta al 5-FU (Figura 11). Para poder entender
mejor las implicaciones del silenciamiento de IFITM1, se analizaron las variaciones de los genes
objetivo mediante gPCR (Figura 15). Los niveles de IFNGR1 aumentaron de forma significativa al
silenciar IFITM1 vy tratar con 5-FU, lo que sugiere que la via de transduccién de IFN-y toma el
protagonismo en el fenotipo resistente cuando se silencian genes de la via IFN-a, sustentando la
hipotesis de la implicacion de las dos vias de transduccién de IFN. Sorprendentemente, el
silenciamiento de IFITM1 resulté en una reduccidn similar de los niveles de IFITM3 siendo en ambos
casos de un 90% aproximadamente. Esto sugiere que la expresién de IFITM3 puede estar regulada
por IFITM1. Para poder estudiar mejor esta relaciéon y el posible papel de IFITM3 en la
guimiorresistencia también se silencid su expresién en las lineas SW480 y HT-29 de CRC (Figura 16).
Sin embargo, la transfeccidn solo fue efectiva en HT-29, reduciendo a la mitad la expresion del gen,
con lo que no podemos asegurar una pérdida de expresion de IFITM3 suficiente a nivel de proteina.
Los datos obtenidos por ciclo celular no permiten concluir una relacién entre IFITM1 y -3 y su posible

papel en la quimiorresistencia.

Con el objetivo de dilucidar si las sublineas resistentes recuperaban la sensibilidad a 5-FU se
silencié el gen IFITM1 en las sublineas celulares SW480 Tal, Ta5 y Tc5 y se analizaron los datos
mediante ciclo celular (Figura 20A) y ensayos de proliferacion celular (Figura 20B). Los resultados del
ciclo celular mostraban una bajada significativa del bloqueo de la fase S en la sublinea Tal, una ligera
bajada en la sublinea Tc5, mientras que en Ta5 no se produjeron modificaciones sustanciales tras el
silenciamiento del gen. Sin embargo, los ensayos de proliferacidon aportaron un nuevo punto de vista
ya que el efecto del silenciamiento de IFITM1 era mucho mayor que el observado mediante el ciclo
celular. La proliferacion disminuyé de forma significativa con la transfeccion mediante siRNA que se

incremento al aplicar 5-FU, siendo mayor en las células que presentaban IFITM1 silenciado.

La discrepancia observada entre los resultados en el analisis del ciclo celular y los ensayos de
proliferacién no permite concluir que la inhibicién de la expresién de IFITM1 sensibiliza a las células
al efecto del farmaco correspondiente, pero varias evidencias sugieren que los ensayos de

proliferacién celular podrian ser mds efectivos para abordar este objetivo. En primer lugar, los
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ensayos de ciclo celular se realizan tras 24 horas de tratamiento, mientras que en los de proliferacion
el tratamiento se mantuvo durante 48 horas, dando un mayor espacio temporal para la aparicion de
los efectos del farmaco sobre las células. Por otra parte, la aparicién de poblaciones poliploides tras
el tratamiento con 5-FU en CRC hace que, en los estudios de ciclo celular, al tener que fijar una

poblacién para el andlisis no se aprecie adecuadamente el efecto del farmaco.

Seria necesario repetir los ensayos con siRNAs para IFITM1 e IFITM3 utilizando los ensayos de
proliferacién celular para analizar los resultados, ya que muestran los efectos sobre el conjunto de
todas las células en cultivo y disefiando nuevos siRNA frente a IFITM3 que inhiban la expresion

adecuadamente.

En colaboracidn con el grupo del Dr. Luis Pérez (proyecto SARCOVIR) se corrobord que el VPF
aumentaba los niveles de IFITM1 en lineas celulares de peces y aumentaba la resistencia de estas
lineas celulares a la infeccidon por determinados virus. Este fadrmaco es cominmente utilizado en
clinica frente a la degeneracidon macular, aunque en los ultimos afios varios estudios han demostrado
su capacidad antiproliferativa en distintos modelos tumorales mediante dos mecanismos. El VPF per
se es capaz de inhibir la proteina YAP-1 de la via Hippo (Brodowska et al., 2014), ademas, cuando es
fotoactivado con una fuente de luz roja, es capaz de inducir la generacidon de especies reactivas de
oxigeno en la mitocondria (Weiy Li, 2020). Por todo ello, quisimos comprobar si el VPF era capaz de
aumentar la expresion de /FITM1, tal y como se habia observado en peces, favoreciendo la

adquisicion de quimiorresistencia en nuestras lineas tumorales.

Los datos iniciales mostraron que las diferentes lineas celulares de CRC son mas resistentes a
VPF que la linea tumoral HGUE-GB-39 de GBM. A su vez, no se detectaron diferencias en la
sensibilidad basal a VPF entre las lineas celulares de CRC (Figura 27). Ademas, se analizd la
distribucidn de las fases del ciclo celular tras aplicar VPF y 5-FU como monoterapia y en combinacion
en dos lineas celulares de PAAD (Figura 28). Los resultados concluyeron que ambos farmacos
bloquean el ciclo celular en la fase G1, sin embargo, la aplicacién conjunta no incrementd el efecto
observado en la monoterapia, por lo que podemos afirmar que no existe sinergismo entre estos

farmacos.

Curiosamente, aunque a las dosis escogidas no se vio efecto al nivel de ciclo celular (Figura
28), al tratar las células en suspensién si que se observéd un aumento en la muerte celular, siendo
mayor el efecto antiproliferativo del VPF en la linea tumoral SW480 de CRCy la linea tumoral RWP1
de PAAD (Figura 29). Para poder fotoactivar, las células han de estar en suspensidn, lo que puede ser
una variable mds que afecte a la eficacia del farmaco. Por ello, aplicamos el farmaco con las células

adheridas en la placa, en suspensidn y en suspension fotoactivadas y analizamos los valores de
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expresiéon relativa mediante qPCR para poder evaluar la eficacia del farmaco en las condiciones
mencionadas (Figura 30). En ninguna de las dos lineas celulares se observé una diferencia
significativa al fotoactivar las células, aunque si que aumento significativamente la expresion de los
genes IFITM1, IFITM3 e IFNGR1 al tratar las células en suspensién en las células de SW480 que no se
detecté en RWP1. Los resultados, tanto del analisis génico como de la viabilidad, parecen indicar que

la linea celular SW480 es mas sensible a VPF que la linea RWP1.

El objetivo final del uso de VPF en nuestras lineas celulares era la busqueda de un farmaco
qgue pudiera aumentar la expresidn de IFITM1 de forma mds o menos especifica, tal y como se habia
demostrado en modelos de peces, para poder determinar su efecto en la resistencia tumoral. No
obstante, los resultados obtenidos no demuestran un aumento significativo del gen, al contrario de
lo ocurrido en peces. Uno de los problemas para desarrollar moduladores de la proteina IFITM1
radicaba en el desconocimiento de su estructura, pero gracias al reciente desarrollo del software
AlphaFold2 se ha podido conocer su estructura proteica (Figura 8). Esto sin duda facilitard que en
futuros estudios se pueda evaluar la acciéon de nuevos activadores/inhibidores sobre las células

tumorales.

En conclusidn, este trabajo muestra evidencias que sugieren una relacién entre la expresion
de IFITM1 y la adquisicion de resistencia a diferentes farmacos. Si bien, el mecanismo de adquisicién
de dicha resistencia podria implicar a un conjunto de genes que estaria relacionado con la ruta de
sefializacion de IFN. Un estudio mas profundo seria necesario para poder esclarecer la implicacion de

los genes objetivo en la adquisicion de quimiorresistencia.

CONCLUSIONES

Las conclusiones que extraemos de este trabajo son:

1. Eltratamiento con 5-FU tiene un efecto citostatico en modelos celulares de CRC y PAAD, que
deriva finalmente en citotéxico en los modelos celulares de CRC tratados con dosis mas altas.

2. Enlaslineas celulares HT-29 de CRCy en PAAD el farmaco un bloquea en la fase G1, mientras
gue en SW480 de CRC se produce en la fase S.

3. Las lineas celulares SW480 de CRC y Hs766T de PAAD son las mas resistentes al 5-FU y
presentan mayor expresion de IFITM1 y -3 que el resto de las lineas tumorales, mientras que
las lineas celulares mas sensibles tienen mayor expresién de IRF3, ISG15 y MX1.

4. Altas dosis de 5-FU o un tratamiento periddico prolongado inducen la aparicién de células

aberrantes, de mayor tamafo y con mayor cantidad de nucleos.
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5. Las sublineas de SW480 establecidas a partir de un tratamiento agudo y sometidas a bajas
dosis de farmaco expresan mas IFITM1 y -3, mientras que las mas resistentes expresan mas
IFNGR1.

6. El tratamiento crénico no presenta patrones de expresidon definidos en las sublineas
resistentes establecidas.

7. El analisis del silenciamiento de los genes IFITM1 y -3 mediante proliferacion celular es mas
efectivo que el ciclo celular ya que permite establecer mejor una relacién entre la
sobreexpresion de IFITM1 y la resistencia a farmacos.

8. Existe una tendencia de mayor expresion de IFITM1 en las lineas celulares de GBM mas
resistentes a BCNU, que aumenta al generar sublineas resistentes al farmaco.

9. EIVPFinduce un efecto antiproliferativo dependiente de concentracién en modelos celulares
de CRC y GBM, siendo HGUE-GB-39 mas sensible que los modelos de CRC utilizados, sin
embargo, no existe sinergia al combinarlo con 5-FU.

10. El efecto antiproliferativo aumenta cuando las células estan en suspensidon y son
fotoactivadas.

11. El tratamiento con VPF en lineas celulares humanas no aumenta la expresién de IFITM1, al

contrario de lo que ocurre en peces.
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ANEXOS

Genes  Expresion (p-valor) Supervivencia

(p-valor)
EIF2AK2 SE (<1E-12) SD (0,30)
IFIT5 SD (1,97E-01) SD (0,97)
IFITM1 SE (1,62E-12) SD (0,39)
IFITM2 SD (8,79E-01) SD (0,096)
IFNGR1 IE (<1E-12) SD (0,71)
IFRD1 IE (2,26E-12) SD (0,89)
IRF3 SE (1,62E-12) SD (0,89)
IRF7 SE (<1E-12) SD (0,31)
IRF9 SE (1,62E-12) SD (0,36)
ISG15 SE (1,62E-12) SD (0,81)
ISG20 SE (1,62E-12) SD (0,30)

Tabla S1. Expresion y supervivencia de los genes relacionados con el IFN y la adquisicion de resistencia a paclitaxel.
Valores de expresion génica con respecto al tejido no tumoral obtenidos en el array de carcinoma de mama. ND, no
diferencias; SE, sobreexpresion (rojo) e IE, infraexpresion (azul).
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Figura S1. Expresidn génica y supervivencia de los genes objetivo en GBM. Niveles de expresidn génica de IFITM1 (A),
IFITM3 (B), IFNGR1 (C), IRF3 (D), ISG15 (E) y MX1 (F) en tejido tumoral (caja roja) comparado con el tejido normal (caja azul).
* p-valor<0,05 y *** p-valor<0,001. (Modificado de UALCAN).
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Figura S2. Expresion génica y supervivencia de IFNGR1 en PAAD. La expresion relativa de IFNGR1 (A) es significativamente
inferior en tejido tumoral (caja roja) comparado con el tejido normal (caja azul). Los analisis de las curvas Kaplan-Meier
revelan que no existe relacion entre la diferencia de expresion del gen y la supervivencia del paciente. *** p-valor<0,001.
(Modificado de UALCAN).
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