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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

1.-ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

En el pasado los farmacos antineoplasicos se identificaban mediante la deteccion a gran
escala de sustancias quimicas semisintéticas, sintéticas o productos naturales eficaces contra
sistemas tumorales en animales, generalmente leucemias murinas. La mayoria de los agentes
descubiertos en esta etapa (1950-1970) interactuaban con el DNA o sus precursores e inhibian
la sintesis del material génico o causaban dafio irreparable al DNA. En afos recientes la
identificacion de nuevos farmacos se ha ampliado desde el area de los productos naturales y
sustancias semisintéticas hasta campos totalmente nuevos basados en los avances en el
conocimiento de la biologia de las células normales y tumorales. El desarrollo de nuevos
farmacos se basa en el disefio de moléculas que sean capaces de modular procesos

moleculares vitales para las células.

Uno de estos procesos celulares es la apoptosis. Esta fue descrita por Kerr en 1972 (Kerr
et al. 1972) aunque no ha sido hasta los ultimos 20 afios que se ha dilucidado el mecanismo
molecular por el que trascurre. Este es el principal mecanismo de supresion tumoral que es
ejecutado por células no malignas como un mecanismo de proteccién para eliminar células

dafiadas o no saludables y que pueden ser potencialmente dafinas.

La muerte celular por apoptosis se caracteriza por reduccion del volumen celular,
fragmentacion y condensacion nuclear, formacion de “blebbing” y finalmente separacion de los
componentes celulares en el interior de los cuerpos apoptéticos. Durante la apoptosis ocurren
una seria de eventos moleculares y bioquimicos que hacen que este sea un tipo de muerte
muy controlado sobre el cual se ha tratado de influir mediante el uso de diferentes farmacos
(Kroemer et al. 2009).

Nuestro grupo de investigacion tiene amplia experiencia en el estudio de la apoptosis y
de farmacos antitumorales capaces de inducir apoptosis en células tumorales, principalmente
de células procedentes de neoplasias hematolégicas como leucemias y mieloma multiple
aunque también en células de tumores solidos como colon, pancreas y mama (Gamen et al.
1997; Perez-Galan et al. 2002; Gomez-Benito et al. 2005; Galan-Malo 2010; Lopez-Royuela et
al. 2010).

El MM es la segunda neoplasia hematolégica mas frecuente, después del linfoma no
Hodgkin y constituye, aproximadamente, el 10% de todas las neoplasias hematoldgicas, y el
1% de todos los canceres y causa el 2% de las muertes por cancer. En Europa tiene una
incidencia de 4,5-6,0/100000/afio y una mortalidad de 4,1/100000/afio (Harousseau and
Dreyling 2010; Rajkumar 2011). Actualmente es una enfermedad incurable, aunque en los
ultimos afos gracias a los nuevos farmacos ha aumentado la media de supervivencia, pasando

de 3 a 7 anos.

No obstante se siguen necesitando nuevas moléculas que mejoren el tratamiento y las
esperanza de vida de los pacientes de mieloma mudiltiple. Por ello, este trabajo se ha centrado

en esta enfermedad y en el posible uso terapéutico del sorafenib, un farmaco aprobado para
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su uso en carcinoma renal y hepatico en 2005 por la FDA. Este farmaco fue desarrollado
inicialmente por la empresa Bayer como un inhibidor de la quinasa Raf y de esta forma de la

via de sefnalizacion Ras-Raf-MEK-ERK, que controla la proliferacion célular

El sorafenib es un potente inhibidor tanto de la forma normal de B-Raf, como de la forma
mutada y aunque se disefd originalmente para inhibir las isoformas de Raf también resulté ser
un potente inhibidor de la autofosforilacién de los receptores tirosin-quinasa VEGFR 1/2/3,
PDGFR-B, FGFR-1 y otros receptores tirosin-quinasa involucrados en tumorigénesis como c-
Kit, FLT-3 y RET. Todas estas moléculas estan implicadas en la etiologia de muchas formas de
cancer humano (Wilhelm et al. 2006). En células de diferentes tipos tumorales se ha
demostrado que el la inhibicién de estas vias de traduccion de sefales induce apoptosis.

Debido a esto nos hemos planteado la siguiente hipoétesis general:

El sorafenib es capaz de inhibir varias vias de traducciéon de senales
esenciales para la supervivencia y proliferacion de las células de mieloma
multiple. La inhibicidon de estas vias de traduccién de seiales induciria la muerte

en células plasmaticas mielomatosas.

Para demostrar esta hipétesis nos propusimos los siguientes objetivos generales:

1.- Caracterizar el mecanismo de muerte celular inducido por el sorafenib
en lineas de MM humano, asi como en muestras de células plasmaticas

mielomatosas extraidas de pacientes.

2.- Identificar las posibles utilidades terapéuticas de las combinaciones
entre el sorafenib y otros nuevos farmacos (ligando mortal APO2/TRAIL,
inhibidores de mTOR, inhibidor del proteosoma bortezomib) que puedan ser de

utilidad en la practica clinica.

3.- Optimizar las técnicas de identificacién y purificacién de las presuntas
células madres tumorales de mieloma multiple para determinar la efectividad

del sorafenib sobres esta poblacion celular.
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2.-INTRODUCCION

2.1.-MUERTE CELULAR

La muerte celular es un proceso que esta estrechamente relacionado no soélo con el
desarrollo fisiolégico normal de los tejidos, sino también, con mecanismos de defensa de varias
tipos de enfermedades humanas. Segun la definicion del NCCD (Nomenclature Committe on
Cell Death) (Kroemer et al. 2009) una célula se considera muerta cuando se dan uno o varios

de los siguientes criterios moleculares o morfolégicos:

e La célula ha perdido la integridad de la membrana.
e La célula, incluyendo el nucleo, ha sufrido fragmentacion completa, mostrando los llamados
cuerpos apoptoticos.

¢ Los fragmentos de la célula han sido fagocitados por las células adyacentes.

Aunque durante muchos afos las investigaciones en el campo de la muerte celular han
estado dominadas por criterios morfolégicos, son posibles varias clasificaciones en funcion de
distintos parametros que permiten una mejor clasificacion de la muerte celular, como son:

criterios bioquimicos, caracteristicas inmunoldgicas o aspectos funcionales.

2.1.1.-Clasificacion de la muerte celular

Debido a las posibles clasificaciones y a la discrepancia existente en la bibliografia, el
comité de nomenclatura de muerte celular, ha emitido publicaciones de forma peridédica para
unificar criterio y proporcionar una clara y veraz clasificacién funcional y bioquimica de la
muerte celular que pueda servir de guia a los investigadores (Kroemer et al. 2005; Kroemer et
al. 2009; Galluzzi et al. 2011).

Segun la ultima clasificacion publicada por el NCCD en el 2011 (Tabla 2.1) existen
diferentes mecanismos que pueden conducir a la muerte celular. Y debido a los avances en la
dilucidacion de los mecanismos moleculares que subyacen en los diferentes tipos de muerte
celular es aconsejable utilizar éstos en lugar de las caracteristicas morfolégicas para clasificar y
caracterizar los diferentes tipos de muerte.

Tabla 2.1. Clasificacion funcional basada en caracteristicas bioquimicas de los tipos de muerte celular.
Modificado de (Galluzzi et al. 2011).

Dependencia

Inhibidores
de caspasas

Nomenclatura Hallazgos bioquimicos

Disminucién de EGFR. Inhibicién

de ERK1. Ausencia de B1- Sobrexpresion de Bcl-2.

Anoikis ; . e ++ Administracion de Z-VAD-
integrina. Sobrexpresién de BIM. fmk
Activacion de caspasa-3 (-6,-7). '
Muerte celular Inhibidores de VPS34.

asociada a Lipidacion de MAP1LCS. -- Silenciamiento génico de

autofagia Degradacién de SQSTM1/p62. AMBRA1, ATG5, ATG7,

3
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ATG12 0 BCN1.

Apoptosis .
intrinseca MOMP. Disipacion Irreversible del Sob_re_xpres_[on de Bcl-2.
; ++ Administracién de Z-VAD-
dependiente A¥Ym.
fmk.
de caspasas
Apoptosis . L .
intrinseca leera_m_or_\,de proteinas IMS. Sobrexpresion de Bcl-2.
. : Inhibicion de la cadena --
independiente . .
d respiratoria.
e caspasas
Silenciamiento génico de
e Activacién de la tranglutaminasa. la caspasa-14
Cornificacién S + . o -
Activacién de la caspasa-14 Silenciamiento génico de
TG1, TG3 O TG5.
. Activacién de RHO. Activacion de Silenciamiento génico de
Entosis -- la metalotionina.
ROCK1 - X
Inhibidores lisosomales.
Apoptosis Sefializacion de receptores Expresion de CrmA.
extr?ns%ca or mortales. Activacion de caspasa-8 Silenciamiento génico de
rece toreg (-10). Protedlisis de BID y MOMP ++ la caspasa-8 y -3.
morﬁales (en células tipo Il). Activacion de Administracién de Z-VAD-
caspasa-3 (-6, -7) fmk.
L Silenciamiento génico de
. Sefializacion por receptores de
Apoptosis : L de la caspasa-9y -3.
; dependencia. Activacion de PP2A. . L .
extrinseca por Y Ry Silenciamiento génico de
Activacion de DAPK1. Activacion ++
receptores de e PP2A.
) de caspasa-9. Activacion de - L
dependencia Administracion de Z-VAD-
caspasa-3, (-6,-7). fmk
Catastrofe Activacion de la caspasa-2. Inhibicién farmacolégica o
mitotica Activacién de TP53 Y TP73. - - genético de la caspasa-2.
Arresto mitotico. Silenciamiento de TP53.
L Administracién de
Sefalizacion por receptores necrostatinas
Necroptosis mortales. Activacion de RIP1 y/o - - . . .
RIP3. Inhibicién de caspasas Silenciamiento génico de
' ' RIP1 y/o RIP3.
Inhibicion de autofagia.
Inhibicion de caspasas Liberacién Silenciamiento génico de
Netosis de NET. Activacién de NADPH -- PADA4.
oxidasa. Inhibicion de la NADPH
oxidasa.
Disipacion Irreversible del AWYm.
Acumulacion de PAR mediada por Inhibicién farmacolégica o
Partanatos PARP1. Deplecién de NADH y -- genética de AIF.
ATP. Translocacién nuclear de Inhibicion de PARP1.
AIF y unién de AIF a PAR.
Activacion de caspas-1. Activacion Administracion de Z-
. : h YVAD-fmk.
Pirotosis de caspasa-8. Secrecion de + + . L -
. ; ; . Silenciamiento génico de
interleukina-1p e interleukina-18
la caspasa-1

Aunque los parametros bioquimicos ofrecen grandes ventajas sobre los morfoldgicos, es

importante tener en cuenta que un sélo parametro no puede usarse como indicador inequivoco

de una modalidad precisa de muerte celular ya que en ocasiones un mismo proceso molecular

puede ser compartido por mas de un tipo de muerte celular.

Como se aprecia en la Tabla 2.1 existen muchos tipos de muerte celular, pero sélo

algunos de ellos tienen importancia desde el punto de vista farmacoldgico a la hora de inducir
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muerte celular en células tumorales. Por lo que esta revision se centrara, fundamentalmente,
en los mecanismos de muerte celular por apoptosis (Tipo |), muerte celular asociada a

autofagia (Tipo Il) y necrosis (Tipo Ill), especificamente necroptosis.

2.1.2.-Apoptosis o muerte celular Tipo |

La muerte celular programada es el principal mecanismo de supresién tumoral que es
ejecutado por células no malignas como un mecanismo de proteccién para eliminar células
dafiadas o no saludables y que pueden ser potencialmente dafinas. El término “apoptosis” fue
introducido por Kerr y Wyllce, (Kerr et al. 1972), para definir una muerte celular regulada con

caracteristicas morfoldgicas distintas a la muerte celular por necrosis.

La muerte celular por apoptosis se caracteriza por reduccion del volumen celular,
fragmentacion y condensacion nuclear, formacion de burbujas y finalmente separacion de los
componentes celulares en el interior de los cuerpos apoptéticos. Durante la apoptosis ocurren
una seria de eventos moleculares y bioquimicos que hacen que este sea un tipo de muerte
muy controlado, con una funcién bioldgica clara dirigida a eliminar de forma silenciosa células

que ya han realizado su funcion o que estan danadas irreversiblemente (Kroemer et al. 2009).

Uno de los eventos tempranos durante la apoptosis es la translocacion de la
fosfatidilserina a la superficie externa de la membrana plasmatica, la cual representa una sefial
quimiotactica para las células fagociticas para eliminar estas células y los cuerpos apoptoticos
resultantes de este proceso, contribuyendo, a evitar que se liberen componentes extracelulares

al medio que desencadenen procesos inflamatorios (Fadok et al. 1998).
La apoptosis puede ser activada principalmente por dos vias de sefializacion:

1) la via intrinseca o mitocondrial, donde las sefiales de muerte provienen del interior de
la célula, normalmente en respuesta a sefales de estrés celular, dafio en el DNA, niveles altos

de especies reactivas de oxigen (ROS), infecciones virales o activacion de oncogenes.

2) la via extrinseca, la cual involucra la activacién de receptores en la superficie celular
por unién de ligando extracelulares. Ambas vias de activacion de la apoptosis eventualmente
convergen en la activacion de enzimas proteoliticas llamadas caspasas que median
rapidamente el desmantelamiento de las proteinas celulares y la estructura de la célula
(Nicholson et al. 1995).

2.1.2.1.-Proteinas implicadas en la regulacion de la apoptosis

La activacion de la apoptosis es un proceso controlado estrictamente y regulado por la
interaccién de un gran grupo de proteinas. Entre estas proteinas se distinguen dos grupos o
familias ampliamente estudiadas: las caspasas y las proteinas de la familia Bcl-2. Esta ultima

familia se subdivide su a vez en tres grupos: antiapoptéticas, proapoptoticas y sélo-BH3.
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Caspasas

Las caspasas son una familia de proteinas que contienen un residuo nucleofilico de
cisteina en el centro activo que participa en la ruptura proteolitica de motivos que contienen
residuos de acido aspartico, de aqui proviene su nombre (Caspases: “Cysteinyl-ASPartic-acid-
proteASES”) y fue adoptado por convenio en 1996 (Alnemri et al. 1996). La familia de las
caspasas esta compuesta por 15 miembros los cuales se pueden dividir en dos grupos: las
caspasas procesadoras de citoquinas e involucradas en inflamacién, también llamadas
caspasas del grupo | y las caspasas involucradas en apoptosis (Figura 2.1), en las cuales
centraremos la atencién. Estas se pueden subdividir en caspasas iniciadoras o del grupo I
(caspasas -8, -9 y -10) y caspasas ejecutoras o del grupo Il (caspasa 3, caspasa 6 y caspasa
7).

Procasapasas iniciadoras

COQH Procaspasa-2

COOH Procaspasa-8

COOH Procaspasa-9

COOH Procaspasa-10

Procaspasas ejecutoras
COOH Procaspasa-3

COOH  Procaspasa-6

COOH Procaspasa-7

p20 p10

Figura 2.1.-Procaspasas involucradas en la apoptosis. Procaspasas iniciadoras (-2,-8,-9,-10) y
procaspasas ejecutoras (-3,-6,-7). Modificado de (Rupinder et al. 2007).

Las caspasas se expresan en forma de zimégenos como precursores inactivos. Sin
embargo, las caspasas iniciadoras son capaces de activarse autocataliticamente, mientras que
las caspasas ejecutoras necesitan activarse mediante su ruptura proteolitica por las caspasas
iniciadoras (Siegel 2006). Todas las caspasas tienen un dominio proteasa de alta homologia,
este dominio puede ser dividido en dos subunidades una mayor de aproximadamente 20kDa y
otra menor de aproximadamente 10kDa. Las caspasa iniciadoras poseen ademas una cola N-
terminal de longitud variable en la que se pueden encontrar diferentes motivos reguladores,
como el dominio efector de muerte (DED: death effector domain), presente en las procaspasas
-8 y -10 o el dominio de reclutamiento de caspasas (CARD: caspase antivation recruitment
domain”), presentes en las procaspasas -2 y -9 (Figura 2.1). Estos dominios son muy
importante para la activacion de estas caspasas ya que median las interacciones homo y

heterofilicas entre las caspasas y con sus adaptadores (Rupinder et al. 2007).
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Una vez las caspasas se activan (Figura 2.2), se asocian en forma de tetrameros de dos
subunidades p10 en el interior y dos subunidades p20 en el exterior formando dos centros
activos por cada tetrdmero. En la subunidad mayor es donde se encuentran los aminoacidos
responsables de la accion catalitica, el residuo sulfidrilo de la cisteina 285 y el residuo
imidazoélico de la histidina 237., No obstante el centro activo esta formado por restos
aminoacidicos tanto de la subunidad pequefia como de la subunidad grande. Durante el
proceso de activacion de la procaspasas es eliminado proteoliticamente tanto la cola N-terminal
y los motivos que contienen asi como el segmento peptidico que une las dos subunidades
cataliticas p20 y p10 (Chowdhury et al. 2008).

Procaspasa
(32 - 55 kDa)
Asp-x
(3-24 kDa) (17-21 kDa) (10-13 kDa)
N-ter | [ a-subunit ® /7] p-subunt |C-ter
¥ L ] L ] Ul
R H C R
Cisteina catalitica
QACxG
Caspasa madura
?AC:G
| p20 e |
p10
[[p10
l ) p20 J

0:0A0|
Figura 2.2.-Procesamiento de las procaspasas y formacion del tetramero para constituir las caspasas
activas. Se requieren tres cortes proteoliticos para eliminar el DD y el segmento de péptido que une las
subunidades p10 y p20. Modificado de (Chowdhury et al. 2008).

La activacion de las caspasas iniciadoras puede ser tanto por oligomerizacion
(autoactivacion) como por accion proteolitica. Y puede ser desencadenada tanto por la via
intrinseca como por la via extrinseca de la apoptosis. Sin embargo, la activacién de las
caspasas efectoras solo puede ser por accion de enzimas proteoliticas ya sean caspasas
iniciadoras u otras enzimas como las caspasas ejecutoras, la granzima B, catepsina G,
calpainas, y la serin-proteinasa apoptotica p24. Una vez activadas las caspasas se inicia una
muerte programada por destruccién de componentes claves de la estructura celular (Rupinder
et al. 2007; Chowdhury et al. 2008).

Debido al papel tan importante que juegan estas proteasas en la célula, existen
diferentes mecanismos de regulacion. Uno de ellos estda compuesto por una familia de

proteinas capaces de unirse e inhibir a las caspasas, llamadas IAPs (inhibitor of apoptosis
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protein). Estas son una familia de proteinas originalmente identificadas en células de insectos
infectadas por baculovirus (Crook et al. 1993). La familia de las IAP esta formada por 8
proteinas muy conservadas en mamiferos y con diferentes patrones de expresion en varios
tejidos. En los humanos se han identificado 6 de estas proteinas: NAIP (neuronal apoptosis
inhibitory protein), c-IAP1/HIAP-2, c-IAP2/HIAP-1, XIAP/hILP (X-linked mammalian inhibitor of
apoptosis protein), survivina y BRUCE, y todas se caracterizan por la presencia del dominio de
70-80 aminoécidos llamado BIR (baculoviral IAP repeat), de forma que todos los miembros de
esta familia contienen de uno a tres copias de este dominio. Las IAPs se unen a las caspasas
inhibiendo su accion, en particular se unen a las caspasas -9, -3 y -7 pero son incapaces de
unirse y por tanto de inhibir a la caspasa 8 (Roy et al. 1997; Deveraux and Reed 1999; Mace et
al. 2010).

Las IAPs no son las Unicas proteinas capaces de inhibir a las caspasas. Existen otras
proteinas como c-FLIP la cual es capaz de inhibir la activacién de la caspasa-8 inducida por la
via extrinseca de activacion de la apoptosis. Esta proteina posee dos copias del dominio DED
en su extremo N-terminal el cual es esencial para su mecanismo de accion. Existen tres
isoformas principales descritas de esta proteina: c-FLIP., c-FLIPs y c-FLIPg (Golks et al. 2005).
Cuando cualquiera de estas isoformas son sobreexpresadas inhiben la activacion de la
caspasa 8 por la via extrinseca de la apoptosis. Sin embargo la presencia en bajas
concentraciones de la isoforma larga (c-FLIP,) facilita la activacion de la caspasa 8 por

heterodimerizacién (Boatright et al. 2004).

Familia de proteinas Bcl-2

Esta familia de proteinas desempefa un papel clave en el control de la via intrinseca de
la apoptosis. Las proteinas de esta familia contienen de uno a cuatro dominios de homologia
con Bcl-2 (BH), llamados BH1, BH2, BH3 y BH4. Esta familia de proteinas se divide en dos
subgrupos basados en su similitud estructural y funcional: las proteinas antiapoptéticas y las
proteinas proapoptéticas (Figura 2.3) (Adams 2003; Youle and Strasser 2008; Chipuk et al.
2010).

Las proteinas antiapoptoticas son las proteinas Bcl-2, Bel-X, Mcl-1, Bcl-W, Bel-By A1,y
excepto Mcl-1 y A1, todas contienen los cuatro dominios BH. Los dominios BH1, BH2 y BH3
forman una cavidad hidrofébica que permite la interacciéon con las proteinas so6lo-BH3 (Cory
and Adams 2002; Michels et al. 2005; Certo et al. 2006). Ademas, poseen un dominio
hidrofébico C-terminal que facilita su inserciéon en la membrana externa mitocondrial (OMM:
outer mitochondrial membrane) donde se encuentran generalmente, aunque también se
pueden encontrar en el citosol o unidas a la membrana del reticulo endoplasmatico. Estas
proteinas evitan la ejecucién de la apoptosis por unién directa a las proteinas proapoptéticas
(Chipuk et al. 2010).
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Antiapoptdtica (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-B, Al)

(Cewa C (s (e ( (a2 ( C ™ (() 20-40kpa

Proapoptdticas multidominio (Bax, Bak, Bok)

(Cea ( (a3 ( (e ( (er2( C ™ ( () 2030kpa

Proapoptoticas solo-BH3 (Bik, Hrk, Bim)
( ( BH3 (- C ™ (+() 10-25kKDa

Noxa, Puma, Bid, Bmf
(¢ ( BH3 [ () 10-25kpa

Figura 2.3.-Familia de las proteinas Bcl-2. Se subdivide en tres grupos: antiapoptoticas, proapoptéticas y
s6lo-BH3. Las antiapoptoticas y las proapoptéticas presentan los cuatro dominios, mientras que las solo
BH3, como su nombre lo indica, sélo el dominio BH3, estas también pueden presentar o no el dominio
transmembrana.

Por otro lado, las proteinas proapoptoéticas se dividen en dos subtipos: las multidominios
o efectoras y las so6lo-BH-3 (figura 2.3). Originalmente se planted que las proteinas
proapoptoética multidominios carecian del dominio BH4, es decir, las proteinas Bak y Bax sélo
contenian los dominios BH1, BH2 y BH3 (Wei et al. 2001). Sin embargo, un estudio estructural
mas reciente revelan la presencia de un motivo BH4 conservado en estas proteinas al igual que
en Mcl-1 (Kvansakul et al. 2008).

s Estres ; Exposicién BH3

0——69

BAX or BAK D:merizacién simetrica
Cambio

conformacional
(@2 ]@-@@@

Ollgomerlzacmn

Poro protéico /""“ N\, Porolipidico
BAX or BAK BAX or BAK
006000 0300000
MS o Cltocromo G O Citocromo C

Figura 2.4.-Cuando Bax y Bak son activadas sufren un cambio conformacional que hace que se exponga
el dominio BH3 a través del cual dimerizan para formar el MOMP. Existen dos teorias que tratan de
explicar la formacion de este poro. Una postula que se forma un canal proteico por la oligomerizacion de
Bax o Bak mientras que el otro plantea que estas proteinas facilitan la formacién de un poro lipidico.
Modificado de (Tait and Green 2010).
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La activacion de estas proteinas conduce a la permeabilizacién de la membrana externa
mitocondrial (OMM) (Figura 2.4) por la formacion del poro mitocondrial, MOMP (mitochondrial
outer membrane pore permeabilization) (Rasola and Bernardi 2007). En condiciones normales,
estas proteinas existen como mondmeros inactivos, Bax en el citosol y Bak anclado en la
membrana externa mitocondrial y una vez activadas Bax es traslocada a la OMM y ambas
sufren cambios conformacionales que les permiten oligomerizar y formar el poro mitocondrial,

lo cual desencadena diferentes acontecimientos a nivel mitocondrial y celular.

Las proteinas s6lo-BH3 juegan un papel crucial como sensores del estrés celular y como
su nombre indica, tienen solo el dominio BH3. Este dominio, formado por 9 aminoacidos, es
necesario y suficiente para inducir apoptosis (Huang and Strasser 2000; Willis and Adams
2005; Shibue and Taniguchi 2006). Miembros de la subfamilia de las proteinas s6lo-BH3 son
las proteinas Bid, Bad, Bim, Puma, Noxa, Bmf, Hrk y Bik entre otras. A su vez estas se pueden
subdividir en funcion de su capacidad para interactuar con las proteinas antiapoptéticas o con
las proteinas multidominio. Las que interactian sdélo con las antiapoptéticas se llaman
“sensibilizadoras” y/o “de-represoras”, en cambio las que pueden interactuar tanto con las
antiapoptoticas como con las proapoptoticas se les llama “activadoras directas” (Bid, Bim vy
posiblemente Puma) y son capaces de inducir la activacién de Bax y Bak (Figura 2.5). Estas
proteinas estan muy reguladas, tanto a nivel transcripcional, como es el caso de Puma, Noxa y
Hrk, como a nivel post-transcripcional, como Bad y Bim. Esta ultima puede ser regulada por
fosforilacién por Erk, que activa su degradacion por el proteasoma. También algunas proteinas
solo-BH3 puede ser activadas por cortes proteoliticos como Bid que es cortada por la caspasa
8 generando su forma activa tBid; que expone el dominio BH3. Ademas, cada una de estas
proteinas tiene un perfil Unico y caracteristico de unién a las proteinas antiapoptéticas lo que
posiblemente permite un control mas fino y especifico en cada tejido y para cada estimulo
apoptotico (Chipuk et al. 2010).

BID
. . BIM Al
e Proteinas solo-BH3 activadoras directas: PUMA —
L-2
Bid, Bim y posiblemente Puma ‘
) ] o BIK BCL-w BAD
e Proteinas s6lo-BH3 sensibilizadoras/derepresoras: BMF BCLxL I_ HRK
Bad, Puma, Noxa, Bik, Bmf, Bik ‘
’ ’ ’ ’ ’ MCL-1 |._ Noxa

Figura 2.5.-Clasificacion de las proteinas sélo-BH3 y patrén de interaccion con las antiapoptdticas. Bid y
Bim serian las activadoras directas, aunque segun algunas publicaciones Puma también podria ser
incluida en este apartado, en cambio el resto de las proteinas solo-BH3 serian sensibilizadoras o
derepresoras. Modificado de (Chipuk et al. 2010)

La activacién de las proteinas de la familia de Bcl-2 determina que se ejecute la
apoptosis en la célula. De todas estas proteinas, la activaciéon de Bax y Bak provoca la

permeabilizacion de la membrana mitocondrial y que se activen las caspasas y se lleve a cabo
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el desmantelamiento de la célula. La activacion de Bax/Bak va a depender de las interacciones
entre las proteinas Bcl-2 antiapoptéticas, las proteinas sélo-BH3 y las propias proteinas Bax y
Bak. Existen diferentes modelos (Figura 2.6) que tratan de explicar los mecanismos por los que

interactuan todas las proteinas de esta familia e inducen la activacién Bax y Bak:

El modelo directo: se basa en que existen al menos dos proteinas s6lo-BH3 que son
capaces de inducir directamente la activacién de las proteinas multidominio Bax y Bak. Estas
son Bid y Bim, aunque posiblemente Puma también podria realizar esta funcién, aunque
existen datos contradictorios. Estas dos proteinas son capaces de inducir el cambio
conformacional y la oligomerizacion de Bax y Bak. En el caso de la activacion de Bax por Bid el
primer paso es la asociacion de Bid a la OMM, seguido del reclutamiento de Bax, el cual se
encuentra en forma soluble en el citosol, luego Bax se ancla a la OMM vy finalmente oligomeriza
(Willis et al. 2007; Gavathiotis et al. 2008). Segun este modelo el resto de las proteinas sélo-
BH3 actuarian desplazando a las activadoras de su unién con las antiapoptéticas, permitiéndo

que activacion de Bax y Bak (Figura 2.6A).

No obstante, la observacion de que la apoptosis dependiente de Bax/Bak puede ser
realizada en ausencia de Bim y Bid sugiere la existencia de un mecanismo alternativo en el

cual serian innecesarios los activadores directos (Willis et al. 2007).

El modelo indirecto o de desplazamiento: las proteinas soélo-BH3 actian
fundamentalmente uniéndose a las proteinas antiapoptéticas y no a las proapoptéticas
Bax/Bak, ya que este modelo supone que existe una cierta actividad basal de Bax y Bak que es
inhibida por las antiapoptéticas al unirse a ellas. Por lo que Bax/Bak son liberada de su
inhibicién, al unirse, las proteinas so6lo-BH3, a las antiapoptéticas con mayor afinidad,
permitiendo de este modo la activacion y oligomerizacion de Bax/Bak. Segun este modelo Mcl-
1 y Bel-XL se unirian a Bak mientras que el resto de las proteinas antiapoptéticas se unirian a
Bax y debido a la interaccion selectiva de las proteinas sélo-BH3 a un espectro especifico de
proteinas antiapoptoticas, se necesitaria la acciéon conjunta de varias proteinas sélo-BH3 para
inducir la apoptosis en células que expresaran varias antiapoptéticas. A pesar de que este
modelo se basa en la observacion de que Bax y Bak pueden ser activadas en ausencia de tBid
y de Bim y una cantidad muy reducida de Puma, no se valora la actividad residual de Puma y
de otras proteinas como p53 y Drp1 que podrian activar directamente a Bax/Bak (Figura 2.6B)
(Chipuk et al. 2004; Willis et al. 2007; Gavathiotis et al. 2008; Montessuit et al. 2010; Shamas-
Din et al. 2010).

Mientras que ambos modelos proponen una funcion diferente para las proteinas
antiapoptoticas, ambos modelos surgieren que la especificidad se consigue por las diferencias
en la afinidad de las proteinas sélo-BH3 por las proteinas antiapoptéticas. Sin embargo,
ninguno de los modelos tiene en cuenta las membranas como un ente activo. Estas son vistas

so6lo como un ente pasivo que sirve de soporte a las proteinas de la familia Bcl-2.

Para salvar estas deficiencias, y otras observaciones que no consiguen explicar ninguno

de estos modelos por separados se ha propuesto un modelo unificado o mixto al cual se le han
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incorporado las caracteristicas especificas aportadas por las membranas lipidicas y ha sido
llamado “Embedded together model” (Shamas-Din et al. 2010).

Modelo mixto en membrana (Embedded together model): en este modelo destaca el
papel activo de la OMM donde se encuentran insertadas las proteinas de la familia Bcl-2 y
ocurren los cambios conformacionales necesarios para la funcidon de estas proteinas. Segun
este modelo, las proteinas antiapoptéticas citoplasmaticas son reclutadas a las membranas y
activadas, tanto por proteinas s6lo-BH3 sensibilizadoras como activadoras, asi como por Bax y
Bak. Una vez en las membranas las proteinas antiapoptéticas inhiben a las proteinas s6lo-BH3
activadoras y a Bax y Bak, inhibiendo la oligomerizacién y la formacion del MOMP. Para que la
apoptosis tenga lugar, las proteinas s6lo-BH3 sensibilizadoras desplazan a las activadoras y a
Bax/Bak de las antiapoptoéticas y las proteinas solo-BH3 activadoras reclutan a Bax desde el
citosol a la OMM. Estas interacciones son reversibles y gobernadas por un equilibrio constante
que es alterado por la concentracion e interacciones entre estas proteinas y las membranas
(Figura 2.6C) (Leber et al. 2007; Bogner et al. 2010; Leber et al. 2010; Shamas-Din et al. 2010).

A)

A-4-O-§-
Bamfﬂa:

B)
|"l .\l
o  ad .
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Figura 2.6.-Modelos propuestos para explicar como se activan Bax y Bak para crear el MOMP. A) modelo
directo, las proteinas s6lo-BH3 sensibilizadoras desplazan a las activadoras directas de su inhibicién por
las antiapoptéticas, permitiendo que las activadoras activen a Bax y Bak. B) modelo indirecto, asume que
existe una fraccion de Bax y Bak activa constitutivamente que es inhibido por las antiapoptoticas y son
desplazadas por las so6lo-BH3 sensibilizadoras. Y C) modelo mixto, en este se tiene en cuenta a la
membrana como un ente activo en el mecanismo de activacion de Bax y Bak y ademas combina los dos
modelo anteriores. Modificado de (Shamas-Din et al. 2010).
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2.1.2.1.-Via intrinseca

También llamada via mitocondrial por la participacién de éste organulo celular. Es una
via bien caracterizada de activacion de caspasas en la que participan las proteinas de la familia
Bcl-2 y es desencadenada en respuesta a una gran variedad de estimulos que inducen estrés
celular como puede ser agentes quimioterapéuticos, radiaciones UV, estrés oxidativo, ausencia
de factores de crecimiento, dafios en el DNA, acumulacion de proteinas mal plegadas entre
otros. Aunque existen una gran variedad de estimulos que pueden desencadenar esta via de
activacion de la apoptosis todos convergen en la mitocondria y de ahi el nombre de via
mitocondrial (Figura 2.7) (Galluzzi et al. 2011).

Estrés celular Proteinas antiapoptoticas

Proteinas solo-BH3 —o[ax\x or BAK4_tBID
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Figura 2.7.-Via intrinseca de la apoptosis. La mitocondria ocupa el eje central de esta via. Una vez
activada Bax/Bak se forma el MOMP lo que permite la salida de todos los factores apoptogénicos de la
mitocondria, ademas de la interrupcion de la fosforilacion oxidativa y el colapso energético de la célula.
Modificado de (Tait and Green 2010)
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La mitocondria esta formada por una matriz rodeada por una membrana interna, el
espacio intermembrana y la membrana exterior. La membrana interna contiene proteinas tales
como la ATP sintasa, los componentes de la cadena transportadora de electrones entre otras.
En condiciones fisiolégicas normales, estas moléculas permiten a la cadena transportadora de
electrones crear un gradiente electroquimico o potencial de membrana, ademas, en el espacio
intermembrana se encuentran diferentes moléculas como citocromo ¢, Endo G, Diablo/Smac y
AIF (apoptosis inducing factor), entre otras. Cuando, por un estimulo apoptdtico, se activan las
proteinas pro-apoptéticas Bax/Bak y se forma el poro MOMP, el potencial de membrana se
disipa, se deja de producir ATP y son liberadas una serie de proteinas apoptogénicas desde el
espacio intermembrana al citosol. Por lo que la activacion de la via intrinseca induce la
activacion de diferentes mecanismos efectores de la apoptosis acoplado a una catastrofe

bioenergética y metabdlica.
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Figura 2.8.-Formacién del apoptosoma y activacion de la caspasa 9 por cambio conformacional y por
procesamiento proteolitico. La caspasa 9 a su vez activa a la procaspasa 3. Una vez formada la caspasa
9 esta es desplazada del apoptosoma por la procaspasa 9 comenzando un nuevo ciclo.

De las proteinas apoptogénicas liberadas del espacio intermembrana una vez formado el
MOMP una de las mas importante es el citocromo c, el cual una vez en el citosol junto con
Apaf1 y (d)ATP participan en la formacion del apoptosoma, lo que provoca la activacion de la
caspasas 9 y esta a su vez activa a la caspasa 3 a través de una cascada proteolitica (figura
2.8). El apoptosoma esta formado por 7 moléculas de Apaf-1 lo que proporciona 7 dominios
CARD a través de los cuales se puede unir la procaspasa 9 al apoptosoma por la interaccion

de los dominios CARD<—->CARD. Esto provoca cambios conformacionales que inducen su
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activacion sin necesidad de ser procesada proteoliticamente, ya en este estado es capaz de
activar a la caspasa 3 por corte proteolitico. No obstante la procaspasa 9 es también activada
tanto autocataliticamente como por procesamiento por la caspasa 3 ya activada, lo que hace
que sea desplazada del apoptosoma por moléculas de procaspasa 9, comenzando de esta
forma un nuevo ciclo de activacion de caspasa 9 (Figura 2.8) (Li et al. 1997; Zou et al. 1997;
Wourstle et al. 2012).

Sin embargo, para que la activacién de las caspasas pueda realizarse es necesario
eliminar el efecto inhibitorio de las proteinas IAP, algunas de las cuales ejerce un efecto muy
potente, como XIAP. Para esto también son liberadas otras proteinas del espacio
intermembrana, como SMAC/DIABLO y HtrA2 las cuales inhiben la funcién antiapoptética de
diferentes miembros de la familia de las IAP y por tanto contrarrestan la inhibicion de las
caspasas (Chai et al. 2000; Srinivasula et al. 2003; Yang et al. 2003).

Por otro lado, AIF y EndoG se trasloca al nucleo, donde median la fragmentacion del
DNA de forma independiente de las caspasas (Susin et al. 1999; Li et al. 2001).
Adicionalmente, HtrA2 ejecuta un efecto proteolitico independiente de las caspasas debido a su
actividad serin-proteasa (Hegde et al. 2002). Todo este mecanismo presenta un considerable
grado de redundancia, demostrado por el hecho que en los ratones knockout o en lineas
celulares con silenciamiento génico de alguna de estas proteinas individuales no se afecta la
ejecucioén de la via intrinseca de la apoptosis. En algunos casos, la inhibicién de las caspasas
ya sea quimica o genéticamente, sélo retrasa la ejecucion de la muerte, la cual, eventualmente

exhibe caracteristicas morfolégicas de necrosis (Kroemer and Martin 2005; David et al. 2006).

Debido a estas observaciones el NCCD sugiere la siguiente definicion de apoptosis
intrinseca: proceso de muerte celular mediada por MOMP, y por tanto siempre asociado a
disipacién irreversible del potencial mitocondrial, liberacidon de proteinas del espacio
intermembrana y su relocalizacion en otros compartimentos subcelulares e inhibicion de la
cadena respiratoria. Segun estos criterios la apoptosis por la via intrinseca se puede dividir en:
dependiente de caspasas e independiente de caspasas, basada en la magnitud de la
citoproteccion conferida por la inhibicion de las caspasas, ya sea farmacoldgica o genética
(Tabla 2.1 y Figura 2.9). Estas distinciones son particularmente relevantes in vivo, ya que in
vitro, en el caso independiente de caspasas, la actividad de AIF o EndoG entre otros, o la
deplecion de ATP, tiende a prevalecer sobre la inhibicion de las caspasas resultando en la
muerte de la célula (Figura 2.9) (Chautan et al. 1999; Daish et al. 2004).
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Figura 2.9.-Clasificacion de la via intrinseca de activacién de la apoptosis en dependiente de caspasas e
independiente de caspasas. Modificado de (Galluzzi et al. 2011).

2.1.2.2.-Via extrinseca

El término apoptosis extrinseca ha sido ampliamente usado para definir la muerte celular
apoptotica inducida por sefales de estrés extracelular que son detectadas y propagadas por
receptores transmembrana especificos. La via extrinseca de la apoptosis es iniciada por la
unién de un ligando de muerte, como Fas/CD95 ligando (FasL/CD95L), factor de necrosis
tumoral a (TNFa) y Apo2L/ TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) a sus
correspondientes receptores de muerte. De forma alternativa la via extrinseca de induccién de
la apoptosis también se activa por “receptores de dependencia” los cuales solo ejercen su
funcioén letal cuando la concentracion de su ligando disminuye por debajo de ciertos limites
criticos (Wajant 2002; Schutze et al. 2008; Mehlen and Bredesen 2011).

El factor de necrosis tumoral TNF-a es una citoquina que se describié por primera vez en

1975 (Carswell et al. 1975). Es una proteina compuesta por 185 aminoacidos que se sintetiza
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como un precursor inactivo de 212 aminoacidos y que es procesada por la enzima convertidora
de TNF-a, (TACE: TNF-alpha converting enzyme). Esta enzima media la rotura de una forma
de TNF-a asociada a membrana, lo que induce la formacién de la molécula activa (Goto et al.
2004). Esta molécula es secretada por muchos tipos de células tras su estimulaciéon, como
macrofagos, monocitos, neutrofilos, granulocitos, eosindfilos, fibroblastos, células endoteliales,
células T y células NK. La molécula secretada es un complejo multimérico compuesto por dos,

tres o cinco moléculas unidas no covalentemente (Beutler and Cerami 1986).

Su receptor inductor de apoptosis es el llamado TNFR1 (55 kDa). Este receptor se
expresa principalmente en células hematopoyéticas, como macréfagos, monocitos, células
dendriticas o linfocitos. La unién del TNF-a a su receptor desencadena varios tipos de sefiales,
como la activacion del factor de transcripcion NF-kB, lo que conduce a la expresion de multitud
de genes implicados en respuestas proinflamatorias. Sin embargo, la uniéon del TNF-a a su
receptor puede inducir apoptosis si la activacién de NF-kB esta bloqueada (Nagata 1997). Su
papel en la muerte celular es esencial en la citotoxicidad mediada por macréfagos, aunque

también esta implicado en la muerte mediada por células T (Decker et al. 1987).

Otro de los ligandos mortales es CD95L/FasL. Este es una glicoproteina de membrana
que se acumula en el citoplasma dentro de cuerpos multivesiculares y es secretado al exterior
celular insertado en microvesiculas (Martinez-Lorenzo et al. 1999; Monleon et al. 2001). FasL
se expresa principalmente en linfocitos B, T, NK y células dendriticas y su capacidad de inducir
apoptosis es fundamental tanto en la inmunidad antitumoral como en el mantenimiento de la
homeostasis tisular. En el primer caso, la expresion de este ligando en las células efectoras del
sistema inmune produce la muerte de la célula diana. En el segundo, su expresion produce la
muerte de células T aloreactivas o permanentemente activadas en un proceso conocido como
muerte celular producida por activacion, AICD (activation induced cell death) (Brunner et al.
1996; Hildeman et al. 2002).

Por otra parte, FasL no soélo esta implicado en muerte celular sino también en el
desarrollo de la respuesta inmune puesto que se ha descrito su implicacion en la proliferacién y

activacion de linfocitos T (Bosque et al. 2007; Bosque et al. 2008).

Su receptor es Fas/Apo-1/CD95, una glicoproteina de membrana de tipo I, con un
dominio mortal. En la superficie celular se encuentra en forma de trimeros pre-formados que se
entrecruzan para formar agregados mas complejos tras la unién del ligando mortal (Nagata and
Golstein 1995).

El ultimo de los ligando mortales descrito ha sido Apo2L/TRAIL. Este ligando mortal,
descubierto en el afio 1995 por dos grupos independientes (Wiley et al. 1995; Pitti et al. 1996)
es una proteina transmembrana que se expresa, en humanos, en todos los tejidos. La rotura de
su extremo C terminal da lugar a la forma soluble de TRAIL. Este ligando se une a sus
receptores en la superficie de la célula en forma de homotrimeros, potenciandose asi la
transmision de la sefal respecto a la union de la forma monomérica (Kimberley and Screaton
2004).
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Apo2L/TRAIL se puede unir a cinco receptores (Figura 2.10), TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-
R2 (DR5), TRAIL-R3 (DcR1) y TRAIL-R4 (DcR2), aunque solo dos de ellos inducen apoptosis:
DR4 y DRS5. Los receptores DcR1 y DcR2 se denominan receptores sefiuelo y, aunque su
estructura extracelular es similar a la de los receptores mortales, son incapaces de transmitir la
sefal apoptdtica, bien porque carecen del dominio mortal en su parte citoplasmatica o porque
lo tienen mutado, respectivamente (Ashkenazi and Dixit 1998). La osteoprotegerina (OPG) es
un receptor sefiuelo soluble de RANKL que se puede unir también a Apo2LL/TRAIL (Emery et al.
1998). Su funcién no es apoptética sino que, en condiciones normales, es secretado por las
células del estroma y actua evitando la activacion de los osteoclastos por RANKL, que

producen destruccion dsea.

APQO2L/TRAIL

/

DcR1 DcR2 OoPG

Figura 2.10.-Receptores de Apo2L/TRAIL. La unién de este ligando a los receptores mortales DR4
(TRAIL-R1) y DR5 (TRAIL-R2) produce una cascada de transduccién de sefial que conduce a la muerte
de la célula. El resto de los receptores (DcR1, DcR2 y OPG) no son capaces de transmitir la sefial
apoptética.

Cuando los ligandos mortales se unen a sus receptores especificos (Figura 2.11), se
estabiliza la conformacion en forma de trimero, que es como son activos estos receptores.
Ademas, el ligando induce cambios conformacionales que permiten el ensamblaje de un
complejo multiprotéico dinamico en la parte citosélica de dichos receptores, lo cual tiene lugar
en un dominio de aproximadamente 80 restos aminoacidicos llamado dominio de muerte (DD)
(Boldin et al. 1995). Entre las proteinas reclutadas por DD en la parte citosdlica del receptor se
encuentran: RIP1 (receptor-interacting proteina kinase 1), FADD (FAS-associated protein with
a DD), multiples isoformas de c-FLIP, multiples c-IAP, E3 ubiquitin ligasas y procaspasa 8 (-10)
(Wang et al. 2001; Lavrik et al. 2005a). El complejo supramolecular formado es llamado DISC
(death-inducing signaling complex) y constituye la plataforma que regula la activacion de la
caspasa 8 (-10) (Kischkel et al. 1995). En el caso de TNF, el DISC formado, aunque presenta

muchas similitudes también difiere en algunas proteinas con las anteriormente mencionadas.
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La activacién de los receptores de muerte no siempre transducen sefiales de muerte celular,
también transducen sefiales intracelulares tan diferentes como proliferacion o supervivencia
(Schutze et al. 2008).

La union de las caspasas iniciadoras al DISC, via interacciones homotipica entre los
dominios DED de FAAD vy la correspondiente caspasa, induce su cambio conformacional, que
las activa y permite que interaccionen entre ellas produciéndose una ruptura autoproteolitica
que las activa completamente. La activacion de las caspasas iniciadoras -8 y -10 provoca la

activacion por protedlisis de las caspasas ejecutoras -3 y -7 (Lavrik et al. 2005b).

No obstante, existen células en las cuales se conecta la via extrinseca con la intrinseca
para que los receptores mortales puedan inducir eficientemente la muerte celular por apoptosis.
Dependiendo de que esto ocurra o no, las células se pueden clasificar en dos tipos (Scaffidi et
al. 1998; Ozoren and El-Deiry 2002; Lavrik et al. 2005b). En las células de tipo | (linfocitos), con
altos niveles de expresion del complejo de sefializacion DISC y alta actividad de las caspasas
iniciadoras; la activacion de las caspasas -8 (-10) es suficiente para activar a las caspasas
ejecutoras. En células de tipo Il (hepatocitos y células B del pancreas), la baja expresion del
DISC y la menor actividad de las caspasas iniciadoras hacen necesaria la cooperacion con las
mitocondrias para inducir apoptosis: las caspasas iniciadoras activan a la proteina sélo-BH3 Bid
por corte proteolitico, lo que permite a la proteina truncada (iBid) activar a Bax/Bak e inducir la
formacion del MOMP en la mitocondria, conectando de esta forma la via extrinseca de la

apoptosis con la mitocondrial (Li et al. 1998; Luo et al. 1998).

Aunque estos son los receptores mas ampliamente estudiados como inductores de
muerte por sefiales extracelulares, no son los Unicos. Y cada dia emergen nuevas evidencias
de las vias moleculares por la cual otros receptores también transducen sefales intracelulares
de muerte celular por apoptosis. Uno de estos son los receptores de dependencia (Figura 2.11)
los cuales inducen la activacién de las caspasas, en particular de la caspasa 3. Estos
receptores, como Patched y DCC, en ausencia de su ligando, parecen interactuar con la
proteina adaptadora citoplasmatica DRAL que ensambla un complejo que activa a las caspasa
9. Otro receptor de dependencia como UNC5B, responde a la falta de netrina-1 con el
reclutamiento de un complejo de sefalizacion que incluye a la proteina fosfatasa 2A (PP2A) y a
la proteina quinasa-1 asociada a muerte (DAPK-1). Estas interacciones multiproteicas
conducirian a la desfosforilacion de DAPK lo cual dispara el potencial proapoptético de esta
proteina (Bialik and Kimchi 2006; Mille et al. 2009; Guenebeaud et al. 2010).

Segun estas consideraciones, el NCCD ha propuesto que la via extrinseca de la
apoptosis pueda definirse como la muerte celular por apoptosis, dependiente de caspasas, que
puede inhibirse por inhibidores quimicos como Z-VAD-fmk o por sobreexpresion de inhibidores
virales de caspasas como CrmA (caspases like cytokine response modifier A) y que debe
seguir una de las siguientes vias: 1) sefalizacidon por receptores de muerte y activacion de la
cascada: caspasa-8(-10)->caspasa-3; 2) sefializacion de los receptores de muerte y activacion

de la ruta: caspasa-8 >tBid>MOMP->caspasa-9->caspasa-3 y 3) sefializacion de receptores
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de dependencia inducido por la deprivacion de ligando, lo que induce activacion de la caspasa-

9->caspasa-3 ya sea de forma directa o a través de MOMP (Galluzzi et al. 2011)
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Nectrina-1 8
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(-10) 0
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Figura 2.11.-Activacion de la via extrinseca de la apoptosis a través de los receptores mortales o a través
de los receptores de dependencia. Modificado de (Galluzzi et al. 2011)

2.1.3.-Necrosis programada o muerte celular tipo lli

La necrosis ha sido considerada un mecanismo de muerte celular accidental o totalmente
fuera de control, sin embargo trabajos recientes de diferentes laboratorios han puesto de
manifiesto que existe una muerte celular por necrosis que ocurre bajo condiciones
estrictamente reguladas y que desempefia un importante papel en muchas condiciones

fisiologicas y patologicas (Hitomi et al. 2008; Vandenabeele et al. 2010).
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2.1.3.1.-Induccion de la necroptosis

La necroptosis puede inducirse por los ligandos mortales, TNFa, FasL o TRAIL. Estos
receptores normalmente activan la via extrinseca de la apoptosis, sin embargo en algunas
lineas celulares, en presencia de inhibidores de caspasas, que bloquean la apoptosis, inducen
una via de muerte celular que parte de los receptores mortales y culmina con una muerte con
morfologia necroética (Holler et al. 2000). Aunque esta es la via de necrosis mas ampliamente
estudiada, existen otros estimulos que también pueden inducir necrosis programada. La
necroptosis también puede ser inducida por miembros de la familia de los receptores de
reconocimiento de patdégenos como los receptores de tipo Toll asociados a la membrana
plasmatica o a endosomas, los receptores de tipo NOD (Francois et al. 2000; Kalai et al. 2002;
Koterski et al. 2005; Ma et al. 2005; Willingham et al. 2007) y también por dafio al DNA (Zong et
al. 2004).

La via de induccién de la necroptosis mas ampliamente caracterizada es la iniciada por
los ligandos mortales, especificamente a través del TNFR1. Dependiendo del tipo celular,
factores microambientales y el estado de activacion de la célula, la administracion de TNF
puede resultar en supervivencia celular, apoptosis o necroptosis, lo que refleja una intricada red

de sefializacion que determina la respuesta a ejecutar.

Una vez que el ligando se une al trimero de TNFR1 (Figura 2.12a), se inducen cambios
conformacionales que permiten a la porcion citosélica de dichos receptores reclutar multiples
proteinas que incluyen a TRADD, RIP1, RIP3, clAP1, clAP2, TRAF2 y TRAF5. La quinasa RIP1
es ademas ubiquitinada. A esta estructura supramolecular proxima a la membrana se le ha
llamado “Complejo I”, el cual activa sefiales de supervivencia a través de NF-kB (Legler et al.
2003; Micheau and Tschopp 2003).

Este Complejo | sufre cambios en la composiciéon molecular que dan lugar a la formacién
del Complejo Il (Figura 2.12). Este complejo Il esta formado por RIP1, RIP3, TRADD, FADD,
FLIP y la caspasa-8. En este caso RIP1 necesita ser desubiquitinada. Una vez la caspasa-8 se
activa (Figura 2.12b), esta inactiva a RIP-1 y RIP3 por procesamiento proteolitico e inicia la

cascada de activacion de caspasas induciéndose la apoptosis (Micheau and Tschopp 2003).

Cuando las caspasas, y en particular la caspasa 8, es inhibida (Figura 2.12c), ya sea
farmacolégicamente, por agentes como CrmA o por knockout del gen o silenciamiento génico
con siRNA, el complejo Il no puede iniciar la apoptosis y RIP1/RIP3 no son degradadas y llevan
a cabo una serie de interacciones fisicas y funcionales que resulta, al menos en algunos tipos
celulares, en la activacion y ejecucion de la muerte celular por necrosis programada; por lo que
el complejo Il puede inducir tanto apoptosis como necrosis, recibiendo el nombre de DISC o

necrosoma respectivamente (Micheau and Tschopp 2003; Vandenabeele et al. 2010).
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Figura 2.12.-La sefializacién a través de TNF y otros ligandos mortales induce la formacion de: a)
Complejo | que provoca la activacion de la via de NF-kB. b) Complejo Il, este puede inducir apoptosis o
necroptosis si la caspasa 8 esta inhibida. Modificado de (Vandenabeele et al. 2010)

En este complejo multiprotéico llamado necrosoma juegan un papel fundamental las
quinasas RIP1 y RIP3, lo que se demuestra por el hecho de que la necrosis inducida por
CD95L, TRAIL or TNFa en combinacion con Z-VAD-fmk es inhibida en células deficientes de
RIP1. De igual forma la necrostatina, una pequefia molécula descubierta en el afio 2005
(Degterev et al. 2005), que bloquea alostéricamente la actividad quinasa de RIP1, inhibe el
ensamblaje del complejo RIP1-RIP3 y por tanto la necroptosis. Esto demuestra que la actividad
quinasa de RIP1 y RIP3 son esenciales para la actividad del necrosoma, también llamado
ripoptosoma por el papel fundamental que juegan las kinasas RIP1 y RIP3, las cuales son
reguladas tanto por ubiquitinacion como por mutua fosforilacion (Cho et al. 2009;
Vandenabeele et al. 2010).

2.1.3.2.-Ejecucioén de la necroptosis

Diferentes mecanismos moleculares contribuyen a la ejecucién de la necroptosis iniciada
en el necrosoma (Figura 2.13). Algunos de ellos son compartidos con la apoptosis. Sin
embargo, a diferencia de ésta, durante la necrosis se produce una mayor deplecién de ATP, lo
cual tiene un papel critico en la necrosis inducida por esta via. Durante la apoptosis, diferentes
procesos que consumen ATP son rapidamente inhibidos. Uno de estos, es la actividad de

PARP1, una enzima involucrada en la reparacion del DNA y en regulacion trascripcional. Sin
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embargo, durante la necrosis existe una sobreactivacion de esta enzima, quizas debido al dafo
en el DNA mediado por ROS, lo cual tiene un papel importante en la necrosis inducida por esta
via (Los et al. 2002; Kraus 2008).

La activacion de PARP1 y la consecuente deplecion de NAD" y acumulacion de poli-
ADP-ribosa, estimula la liberacion de AIF del espacio intermembranas de las mitocondrias, un
proceso que parece ser dependiente de la activacion de calpaina-Ca2+. El AIF citosdlico
rapidamente se relocaliza en el nucleo donde provoca una fragmentacién de DNA a gran
escala independiente de las caspasas, lo cual puede inducir una mayor activacion de PARP1 y
por tanto iniciar un ciclo vicioso (Yu et al. 2002; Cao et al. 2007; Moubarak et al. 2007). El papel
de PARP1 parece ser crucial en la necroptosis, lo cual se demuestra por el hecho que
inhibiciones farmacolégicas o genéticas consiguen un marcado efecto citoprotector frente a
estimulos que induzcan necroptosis. Incluso en algunos modelos experimentales, parece estar
por encima de RIP1/RIP3 en la cascada de eventos que inducen este tipo de muerte celular
(Xu et al. 2006).

Por otro lado, la quinasa RIP1 parece inducir una deplecion de ATP, que es atribuida a la
inhibicidn, por parte de esta quinasa, del traslocador mitocondrial de nucleétidos de adenina
(ANT), que reduce los niveles de ADP intramitocondrial, con la consiguiente inhibicion inicial de
la ATP sintasa, y luego la activacion de la funcidon contraria de esta misma enzima que produce
la hidrdlisis de ATP (Temkin et al. 2006; Vanden Berghe et al. 2010).

RIP3 sefaliza induciendo una sobreproduccion de ROS en la cadena de transporte
electrénico mitocondrial a través de la activacion alostérica de diferentes enzimas (Zhang et al.
2009) mientras que RIP1 induce produccion de ROS extramitocondrial a través de la NADPH
oxidasa NOD1 de membrana plasmatica, lo cual es detectado sélo pocos minutos tras exponer
las células a TNFa. Ademas, la produccion de ROS es amplificada a través de diferentes

reacciones (Kim et al. 2007b).

Todas las especies reactivas tanto de oxigeno como de nitrdgeno formadas pueden
reaccionar con los acidos grasos insaturados y producir aldehidos reactivos los cuales pueden
a su vez atacar otros lipidos y proteinas de membranas y por tanto comprometer la integridad y
permeabilidad de las membranas celulares. De especial importancia resulta el efecto de este
fendmeno en las membranas del reticulo endoplasmatico (ER) y en los lisosomas. La
permeabilizacién de las membranas del ER induce un aumento de los niveles de ca*
intracelular mientras la permeabilizacion de las membranas lisosomales produce el vertido de
enzimas hidroliticas en el interior de las células. Ambos acontecimientos, estan estrechamente
relacionados con la necroptosis. A la permeabilizacién de las membranas de los lisosomas
también contribuyen moléculas como la esfingosina que promueve el aumento de los niveles de
calcio que activa a enzimas como fosfolipasa A2 o calpaina las cuales también inducen las
permeabilizacion de la membrana lisosomal (Suffys et al. 1991; Kagedal et al. 2001; Kim et al.
2005; Won and Singh 2006; Burke and Dennis 2009; Vandenabeele et al. 2010).

Por otro lado, al igual que ocurre durante la apoptosis, se ha postulado que durante la
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necrosis las células emiten sefiales para ser detectadas y eliminadas por células fagociticas
(Hirt and Leist 2003; Brouckaert et al. 2004) y el fallo de estos procesos de eliminacion de
células necroticas puede contribuir a la persistencia de la inflamacién y al excesivo dafio tisular
y a enfermedades como la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), diabetes,
arterioesclerosis y enfermedades autoinmunes como el lupus eritomatoso sistémico
(Vandenabeele et al. 2010).
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Figura 2.13.-Representacion esquematica de los eventos que participan en la ejecucién de la necroptosis
una vez se forma el necroptosoma. La formacion de especies reactivas de oxigeno junto con la deplecion
de ATP son componentes claves en la muerte por necrosis.

2.1.4.-Muerte celular asociada a autofagica o muerte celular
de tipo Il

La autofagia fue definida hace mas de 50 afos y este término engloba al menos tres
mecanismos diferentes: macroautofagia (referida como autofagia), microautofagia y autofagia
mediada por chaperonas. La macroautofagia, se caracteriza por la formacién de vacuolas de
doble membrana llamadas autofagosomas, las cuales secuestran material citoplasmatico que
finalmente es degradado al fusionarse con los lisosomas. Este proceso se mantiene a un nivel
basal en la célula, donde actia como un mecanismo de control citoplasmatico eliminando
agregados proteicos, proteinas mal plegadas o de larga vida, organulos dafiados o patdgenos y
contribuye a la supervivencia celular durante los periodos de escasez de nutrientes u oxigeno.
Y aunque ocurre a niveles basales puede ser inducido o inhibido segun las condiciones
celulares y sefales fisiologicas como hormonas, factores de crecimiento o infecciones por

patégenos (Yang and Klionsky 2010).
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2.1.4.1.-Macroautofagia

En mamiferos el proceso de autofagia se dividide en diferentes etapas (Figura 2.14):
iniciacion o induccién, nucleacion, elongacion, cierre, maduracion y degradacion (Kang et al.
2011). Y en ella intervienen un grupo de proteinas llamadas por consenso autofagicas (ATG
Autophagy-related protein), y aunque se han descrito 31 de éstas proteinas, sélo 15 de ellas
son necesarias para la ejecucion de todas las etapas de la autofagia.(Nakatogawa et al. 2009;
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Figura 2.14.-Etapas y moléculas mas representativas que participan en la formacion del
autofagolisosoma. Modificado de (Codogno et al. 2012).

2.1.4.1.-Vias de sefalizacion de la autofagia

Diferentes estudios sugieren que en mamiferos la membrana donde ocurre la nucleacion
es el reticulo endoplasmatico, aunque no se descartan que otros organulos puedan contribuir
como fuente de membrana para el proceso de autofagia. En mamiferos la induccion de la
autofagia requiere de la proteina ULK1/2 que se encuentra formando un gran complejo con
mATG13, FIP200 y ATG101 y es regulado por mTORC1 (mammalian target of rapamycin
complex 1). El complejo mTORC1 interactia con ULK1/2 y las mantiene inhibida mediante
fosforilacién (Figura 2.15), sin embargo, en condiciones de escasez de nutrientes mTORC1 es

inhibida y disociada de las quinasas ULK1/2, éstas son rapidamente desfosforiladas de los
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sitios de inhibicion y concomitantemente autofosforiladas en los sitios de activacion. Las
quinasas ULK1/2 activadas fosforilan a mATG13 y FIP200 y conducen a la subsecuente
relocalizacion de dicho complejo del citosol a la membrana del reticulo endoplasmatico
(Codogno et al. 2012).

La activacion del complejo ULK induce tanto la activacion como el reclutamiento a la
membrana del RE del complejo de fosfatidil-inositol 3-quinasa de clase Il (PI13K CllIl) especifica
de autofagia. Este complejo es esencial para la produccion de fosfatidilinositol 3 fosfato (PI3P)
durante el estado inicial de nucleacion del fagoforo y el nucleo central lo forman las proteinas
beclina-1, la PI3K Clll Vps34 y Vps175/p150 (Figura 2.15). Estas proteinas a su vez facilitan el
reclutamiento de otras proteinas ATG que pueden regular positivamente o negativamente este
proceso. UVRAG, ATG14L y Ambral tienen dominios de union a beclina-1 y regulan
positivamente esta proteina e intervienen en diferentes pasos de la maduracién y formacién del
autofagosoma. Otras moléculas como Rubicon funcionan como regulador negativo de la

beclina-1.

La produccion de PI3P, subsecuentemente, recluta otras proteinas efectoras de los
siguientes etapas que incluyen a DFCP1 y proteinas de la familia WIPI constituyendo el
omegasoma un ejemplo de sitio de ensamblaje del fagéforo o PAS (Phagophore assembly
site). WIPI2, la principal isoforma en la mayoria de las células, parece ser la encargada del
reordenamiento de membrana que promueve el desarrollo del omegasoma hacia un sistema de

doble-membrana aislado y la subsecuente formacion del autofagosoma.

La formacion del estado final del autofagosoma, la elongacién y el cierre de la membrana
del fagoforo, requiere de dos sistemas de conjugacion tipo ubiquitina (Figura 2.15). El primero
constituye el complejo ATG5-ATG12. La formacion de este complejo es constitutiva y ocurre
inmediatamente después de la sintesis individual de cada proteina por la actividad tipo
ubiquitina E1 y E2 de ATG7 y ATG10 respectivamente. El complejo ATG5-ATG12 interactua
con ATG16 y forma un gran complejo multimerico gracias a la capacidad oligomérica de
ATG16. Este complejo es llamado ATG16L y se localiza en la superficie exterior de la

membrana del fagoforo.

El segundo sistema interviene en la conjugaciéon de ATG8 (MAPLC3 o LC3: Microtubule
Associated Protein Light Chain 3). La LC3 es sintetizada como un precursor con una secuencia
adicional en el carboxi terminal, la cual es eliminada inmediatamente después de su sintesis
por la cistein-proteasa ATG4 dejando expuesto un residuo de glicina. Posteriormente, esta LC3
es conjugada a través del residuo de glicina al lipido fosfatidiletanolamina (PE) via ATG7 y
ATG3 suministrando, esta ultima, la actividad tipo ubiquitina E2, mientras que el complejo
ATG16L suministra la actividad tipo ubiquitina E3. La lipidacién de la LC3 ocurre s6lo cuando
se induce la autofagia y convierte la LC3 de su forma soluble en el citoplasma (LC3-l) a la
forma asociada a los autofagosomas unida a la doble membrana (LC3-1l), esta es localizada
tanto en la superficie exterior como en la interior de la membrana del fagéforo (Nakatogawa et
al. 2009).
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ATG9 es otra de las proteinas implicadas en este proceso, ésta es la Unica proteina
integral de membrana descrita entre las proteinas ATG y su funcién parece ser esencial para la
formacién de los autofagosomas. Esta proteina se encuentra en reservorios intracelulares
formando pequefias vesiculas, las cuales contribuyen directamente como fuentes de
membrana a la formacién del autofagosoma, fundamentalmente durante el ensamblaje del
PAS. Esta proteina se localiza en la membrana externa y no en la interna del autofagosoma y
esta distribucion asimétrica esta relacionada con otras funciones de esta proteina como

contribuir a la curvatura de la membrana (Yamamoto et al. 2012).
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Figura 2.15.-Interacciones proteicas mas importantes que intervienen en cada etapa de formacion del
autofagolisosoma La iniciacion depende de que se elimine la inhibicion que ejerce mTORC1 sobre
ULK1/2. La nucleacién depende del complejo formado por Beclina 1/Vps34/vps15. En la elongaciéon
participan los dos sistemas de conjugacion tipo ubiquitina para formar el complejo ATG5-ATG12 y ATG8-
PE. Y en la maduracién participan Rab7, LC3-Il y LAMP entre otras proteinas. Modificado de (Kang et al.
2011)

El reclutamiento de la LC3-Il al autofagosoma es la etapa limitante de la velocidad del
proceso de expansion de la membrana. La LC3-ll media el cierre de la membrana y la fusién
con el lisosoma (Nakatogawa et al. 2007) y la cantidad de LC3-1l en el PAS determina el
tamafo del autofagosoma (Xie and Klionsky 2007). Una vez que el autofagosoma esta
totalmente expandido, la LC3-1l de la cara externa del autofagosoma es desconjugada de la PE
a través de la accion de Atg4 y es liberado de nuevo al citosol (Yu et al. 2012). Asimismo, el
complejo Atg12-ATG5-Atg16 se disocia de la membrana del autofagosoma durante la
maduracion. Después de la maduracién, los autofagosomas se fusionan con los lisosomas para
formar el autofagolisosoma (Figura 2.15), lo que requiere la actuaciéon de diferentes proteinas
como Rab7 y Vtilp en células de mamiferos (Gutierrez et al. 2004; Jager et al. 2004).
Curiosamente, UVRAG, tiene un segundo papel en las etapas posteriores de autofagia en el
que regula la maduracion de los autofagosomas de forma independiente a la Beclina-1.

UVRAG facilita el reclutamiento de la proteina C vacuolar (C-VPS) al autofagosoma. La
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interaccion entre UVRAG y el complejo C-VPS estimula la actividad Rab7-GTPasa lo cual junto
con otras proteinas como LAMP-1, LAMP-2, entre otras, resulta en la fusion entre el
autofagosoma y el lisosoma (Liang et al. 2008). La fusion tiene lugar en la regién perinuclear
que esta enriquecida en lisosomas. Para que esto ocurra, deben moverse los autofagosomas
desde el citosol hacia el nucleo. El movimiento de autofagosomas se produce sobre los
microtubulos (Fass et al. 2006; Kochl et al. 2006) y esta mediado por la proteina motora dineina
(Jahreiss et al. 2008). Finalmente, el material citoplasmatico, proteinas u organulos englobados
en los autofagolisosomas son degradados por las proteinas lisosomales (Eisenberg-Lerner and
Kimchi 2009)

El material englobado por los autofagosomas es seleccionado a través de interacciones
proteicas, por los receptores especificos de autofagia. Estas proteinas presentan dominios de
interaccion con las LC3-Il llamado LIR (LC3-interacting region), en el C-terminal un dominio de
reconocimiento de ubiquitina llamado UBA (Ub-associated) el cual es capaz de unirse a
regiones mono o poliubiquitinadas y en N-terminal un dominio PB1 de oligomerizacion. El mejor
ejemplo de estas proteinas lo constituye p62 o secuestrosoma-1 (p62/SQSTM1). Esta proteina
es capaz de reconocer proteinas ubiquitinada a través del dominio UBA, ya sean proteinas mal
plegadas o agregados proteicos, formando cuerpos de un tamafo variable gracias al domino
de oligomerizacion, una vez se han formado estos agregados son reconocidos por la LC3-II
que se encuentra en la cara interna del autofagosoma siendo reclutados en su interior
(Johansen and Lamark 2011). De igual forma también pueden ser reconocidos organulos
disfuncionales como por ejemplo mitocondrias despolarizadas, proceso en el cual intervienen
proteinas de la familia s6lo-BH3 como BNIP3 y BNIP3L (Johansen and Lamark 2011).

2.1.4.2.-Autofagia y muerte celular

El término “muerte celular autofagica” fue definido en base a hechos morfolégicos,
especificamente a la vacuolizacién masiva observada por acumulacién de autofagosoma que
acompafia en algunos casos la muerte celular (Galluzzi et al. 2007). Aunque originalmente esta
expresion no tenia ninguna consideracion funcional, posteriormente ha sido usada para
referirse a una muerte celular que es acompafada por un aumento del flujo autofagico y por
tanto a la autofagia que es capaz de provocar dafio celular (Kroemer and Levine 2008). Esto se
aplica al menos en dos situaciones diferentes: primero a la autofagia que se ha visto media la
muerte celular in vivo durante el desarrollo de D. melanogaster (Berry and Baehrecke 2007;
Denton et al. 2009). Segundo, a la autofagia que parece ser la responsable de la muerte en
algunas células tumorales, especialmente en ausencia de algun modulador apoptético
importante como Bax, Bak o caspasas, en respuesta a algunos agentes quimioterapéuticos in
vitro (Fazi et al. 2008; Grander et al. 2009; Laane et al. 2009).

No obstante, en la mayoria de los casos conocidos, la autofagia constituye un
mecanismo citoprotector que es activado en respuesta a diversos tipos de estrés y su inhibicion

acelera, mas que prevenir, la muerte celular (Galluzzi et al. 2011). La autofagia probablemente
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evolucioné como un mecanismo celular para sobrevivir a la escasez de nutrientes en el medio
extracelular y mantener la sintesis de macromolecular y la producciéon de ATP. Esta ocurre a un
nivel basal bajo en todas las células y tiene funciéon homeostatica en el recambio citoplasmatico
de proteinas y de organulos celulares dafados y/o potencialmente peligrosos. Sin embargo, la
autofagia se induce rapidamente cuando la demanda de energia celular se incrementa y no se
puede suplir con el suministro de nutrientes. Ademas, la autofagia actia como un proceso de
supervivencia en respuesta a las diferentes formas de estrés, incluyendo la ausencia de
factores de crecimiento, hipoxia, estrés del reticulo endoplasmatico (ER), infecciones
microbianas y enfermedades caracterizadas por la acumulacion de agregados proteicos (Boya
et al. 2005).

El papel citoprotector de la autofagia puede prevenir la apoptosis y la necrosis. Sin
embargo, este proceso celular podria ser también un mecanismo de muerte celular. La
activacion de la autofagia mas alla de cierto umbral puede promover la muerte celular directa, y
provocar el colapso de las funciones celulares dando como resultado la atrofia celular (muerte
celular tipo Il). Por otra parte, la autofagia puede conducir a la ejecuciéon de programas de
muerte celular, apoptosis (tipo I) o necrosis (tipo Ill), presumiblemente a través de reguladores

comunes tales como las proteinas de la familia Bcl-2.

La muerte celular por autofagia se ha descrito en Drosophila, Dictyostelium y C. elegans.
La induccién directa de la autofagia por la sobreexpresion de ATG1 en Drosophila, demuestra
que la autofagia es suficiente para inducir la muerte celular (Scott et al. 2007). Existen pocas
evidencias inequivocas de la muerte por autofagia en mamiferos in vivo, no asi en cultivos
celulares in vitro. No obstante, estudios recientes también han descrito la muerte celular por
autofagia en mamiferos en determinadas enfermedades y en lineas celulares tratadas con
agentes quimioterapéuticos. En muchos de estos casos, aspectos morfologicos de autofagia y
muerte celular apoptética o autofagia y muerte celular necrética han sido observados

concomitantemente en la misma célula (Eisenberg-Lerner et al. 2009).

Ademas la interrelaciéon entre la autofagia y la muerte celular apoptética o necrética es
compleja y no completamente entendida. Estos procesos son regulados por factores comunes
y comparten componentes comunes Y la actividad de uno puede regular la actividad del otro,
por lo que es importante determinar si la célula estd muriendo con autofagia o a través de la

autofagia.

Se han identificado multiples niveles de interconexion entre la autofagia y la apoptosis.

Estos pueden divididirse en tres categorias (Eisenberg-Lerner et al. 2009):

Cooperativo, tanto la autofagia como la apoptosis pueden ser ejecutadas en paralelo

para contribuir a la muerte celular o la autofagia puede inducir la apoptosis (Figura 2.16a).

Segun este modelo de interrelacién, si uno de los programas es bloqueado, el otro es
capaz de ejecutar la muerte celular eficientemente por lo que un programa sirve de resguardo

para el otro. Estos pueden ocurrir simultaneamente e incluso cooperativamente aunque uno

29



INTRODUCCION

puede predominar y por tanto ocultar las evidencias del otro o alternativamente el segundo
puede ser solo activado si falla el primero, lo que implica que el primero tiene medios para
bloguear al segundo. El objetivo de ambos programas es el mismo, eliminar a la célula. La
accion cooperativa y/o la retroalimentacion negativa implican que existe una coordinacion entre
estas dos vias de sefalizacion. Esta puede ocurrir a nivel de la activacién o durante la
ejecucioén, de forma que exista una maquinaria molecular que sirva de sensor de la eficiencia
con que uno de ellos ocurre permitiéndole a la segunda via de senalizacion intervenir si es
necesario. El caso mas descrito en la bibliografia es en el que la apoptosis inhibe o retrasa la
autofagia por la que ésta sdlo se hace evidente cuando la apoptosis es inhibida (Yang et al.
2006; Gozuacik et al. 2008; Yokoyama et al. 2008).

Antagénico, la autofagia no es parte del mecanismo de muerte celular, en esta situacién
la célula esta muriendo con autofagia (Figura 2.16b). En respuesta a muchos eventos la célula
dispara la autofagia para contrarrestar o retrasar la muerte celular en un intento final de
sobrevivir y como adaptacion al estrés. La autofagia actia bloqueando la muerte celular y

promoviendo la supervivencia.

En este caso, la apoptosis y la autofagia son procesos distintos con objetivos dispares.
La autofagia no conduce a la muerte celular, sino que actia para atenuar la apoptosis mediante
la creacién de un ambiente celular en el que se favorece la supervivencia. Por ejemplo, en
diversas situaciones de estrés del ER se ha demostrado que la autofagia puede mantener la
funcion ER a través de la degradacion de agregados proteicos y de proteinas mal plegadas, lo
que limita asi la respuesta al estrés del ER y posterior apoptosis (Ding et al. 2007). También se
ha visto induccion de la autofagia en respuesta a la anoikis (Fung et al. 2008) asi como durante
la radioterapia o quimioterapia. La mitofagia directa puede limitar la apoptosis mediante la
prevencion de MOMP y la posterior liberacién de moléculas proapoptéticas tales como el
citocromo ¢ y Smac/Diablo (Kim et al. 2007a). Asi, la célula utiliza la autofagia para promover la
supervivencia en multiples circunstancias. La supresion de la autofagia puede por tanto
promover la apoptosis de células en circunstancias como la respuesta al dafio al DNA, estrés

del ER, escasez de nutrientes y vias de sefalizacion de factores de crecimiento.

Facilitadora, la autofagia es parte del programa de apoptosis, y actua tanto como
ejecutora de la apoptosis como durante las etapas finales de la apoptosis para colaborar en la

eliminacion de los cuerpos apoptoticos (Figura 2.16c).

Esta tercera hipdtesis intenta explicar los altos niveles de autofagia detectados en
algunas células que mueren y constituiria un mecanismo de limpieza de las células
comprometidas a morir por apoptosis 0 necrosis. Segun el mecanismo canénico, la mayor parte
de las células apoptéticas son eliminadas por fagocitosis, siendo los lisosomas de los fagocitos
responsables de la degradacion final de los cuerpos apoptéticos. Sin embargo, en algunas
formas de muerte celular programada, sobre todo durante el desarrollo embrionario (por
ejemplo embriogénesis, metamorfosis de los insectos), la disponibilidad de células fagociticas

puede ser insuficiente para la eliminacion de las células muertas. En tal caso, las células
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podrian activar la autofagia para auto-degradarse a través de sus propios lisosomas. Por otro
lado, la autofagia puede asistir a la apoptosis, sin que conduzca a la muerte en si misma, por lo
que no intrfiere con la ejecucién de la apoptosis. Por ejemplo, la autofagia seria la responsable
del mantenimiento de los niveles celulares de ATP, que permite la exposicion de
fosfatidilserina, un proceso dependiente de ATP. In vivo, la exposicién fosfatidilserina
proporciona la sefal de “comeme” a los fagocitos vecinos y por lo tanto media la eliminacion de
cuerpos apoptoticos. En ausencia de autofagia, o una fuente externa de ATP, los cadaveres de
las células apoptoticas embrionarias persisten, lo que indica que la autofagia es requerida para
esta etapa. De igual forma la formacion de los blebs apoptéticos requiere ATP, que es

proporcionada por la autofagia (Qu et al. 2007).
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Figura 2.16.-Posibles interacciones entre la apoptosis y la autofagia cuando se induce muerte celular. A)
interaccion cooperativa, los dos procesos cooperan para inducir la muerte de la célula y en caso que una
sea bloqueado el otro es suficiente para producir la muerte de la célula B) Interaccion antagonica, en este
caso la autofagia representa un intento de la célula de adaptarse a las condiciones que inducen muerte
celular. C) Facilitadora, en este caso la autofagia contribuye a la completa ejecucion de la apoptosis.
Modificado de (Eisenberg-Lerner et al. 2009).

En la primera y tercera categorias por tanto, la autofagia participa en la muerte. La

regulaciéon coordinada de estos efectos opuestos de la autofagia se basa en una compleja red
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de transduccion de sefiales, la mayoria de las cuales también participan en vias de
sefalizacion no autofagicas. Por lo tanto, la autofagia ocupa una posicion crucial en el
metabolismo de la célula, y su modulacion representa una estrategia terapéutica alternativa en

escenarios patologicos como el cancer.

La interrelaciéon a nivel molecular entre la apoptosis y la autofagia es evidente por los
numerosos genes que son compartidos por ambas vias de sefalizacién (Figura 2.17).
Evidencias recientes sugieren que BCL-2/BCL-XL inhiben la autofagia a través de la interaccién
directa con la proteina beclina-1 a través de su dominio BH3. La beclina-1 es liberada tanto por
desplazamiento por otras proteinas BH3 como con BNIP3 o por fosforilacion, tanto de la
beclina-1 como de BCL-2/BCL-XL (Levine et al. 2008; Wei et al. 2008; Zalckvar et al. 2009).
Esta interaccién funciona para mantener la autofagia en niveles que son compatibles con la
supervivencia celular mas que con la muerte celular. En contraste, la sobreexpresion de BCL-
2/BCL-XL potencia la muerte dependiente de autofagia en MEF tratados con estimulos
proapoptéticos. Ademas, la proteina ATG5, que tiene un papel esencial en la autofagia, puede
ser cortada proteoliticamente tanto por la calpaina como por caspasas, formando un fragmento
N-terminal que se trasloca a la mitocondria e interactia con BCL-XL y promueve la liberacion
del citocromo c¢ (Yousefi et al. 2006). Ademas, se ha descrito que la autofagia puede eliminar
selectivamente la caspasa 8 inhibiendo de esta forma la activacion de la via extrinseca de la
apoptosis (Hou et al. 2010), mientras que tanto la caspasa 8 como la caspasa 3 podrian cortar
a la beclina 1 con lo cual se inhibe la autofagia y ademas se genera un fragmento C-terminal
que se trasloca a la mitocondria contribuyendo a la activacion de Bax y Bak (Djavaheri-Mergny
et al. 2010). Sin embargo, el corte de Atg4D, una de las 4 ATG4 descritas en mamiferos, por la

caspasa 3 genera un fragmento capaz de activar la autofagia (Betin and Lane 2009).
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Figura 2.17.-Ejemplo de la interrelacion entre la autofagia y la apoptosis. En esta interviene miltiples
proteinas que participan en la regulacion de los dos procesos simultaneamente. Modificado de (Kang et
al. 2011).
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La interrelacion de la autofagia no es soélo con la apoptosis, ya que se han visto
diferentes interconexiones también con la necrosis. Por ejemplo, la inhibicion de la autofagia en
células deficientes en apoptosis retrasé la muerte celular por necrosis, en cambio en células
capaces de ejecutar la apoptosis las hizo mas sensible a la induccién de muerte por estrés del
reticulo (Ullman et al. 2008). Diferentes estudios revelan que la autofagia es inducida por
estimulos que también inducen necrosis. La activacion RIP en células tratadas con inhibidores
de caspasas causa una excesiva formacién de autofagososmas (Zhang et al. 2011b). Y la
disminucion de la autofagia por silenciamiento de ATG5, ATG7 y ATGS interfiere con la muerte
neuronal inducida por diferentes agentes (Chu et al. 2007). Mientras que la estimulacién de la
autofagia induce muerte neuronal por necrosis. La autofagia tiene un efecto sinérgico con la via
proteolitica lisosomal para facilitar la muerte por necrosis. De igual forma se ha observado que
la autofagia selectiva de la enzima catalasa, una proteina que se encuentra en el citosol y que
tiene un papel clave en la neutralizacién de las especies reactivas de oxigeno, causa un
incremento dramatico de las ROS, peroxidacién lipidica y pérdida de la integridad de la
membrana plasmatica, contribuyendo de esta forma a la necrosis (Yu et al. 2006b; Scarlatti et
al. 2009).

2.2.-MIELOMA MULTIPLE HUMANO

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia que afecta a un clon de las células B
plasmaticas que se expanden e infiltran la médula 6sea y conduce a citopenias, reabsorcion
O6sea y produccién, en la mayoria de los casos, de una inmunoglobulina monoclonal
caracteristica. EIl MM cursa de forma heterogénea por lo cual algunos pacientes mueren en
algunas semanas tras su diagnostico, mientras que otros, sobreviven durante mas de 10 afios
(Fonseca et al. 2009).

El mieloma es una enfermedad maligna que se manifiesta clinicamente con pancitopenia,
hiperproteinemia, hipercalcemia, disfunciéon renal, lesiones en la médula d6sea, anemia,
inmunodeficiencia o disfunciéon neuroldgica. El MM es la segunda neoplasia hematolégica mas
frecuente, después del linfoma no Hodgkin. Constituye, aproximadamente, el 10% de todas las
neoplasias hematoldgicas, y el 1% de todos los canceres y causa el 2% de las muertes por
cancer. En Europa tiene una incidencia de 4,5-6,0/100000/afio con una edad media de
diagnostico entre 63 y 70 afios y una mortalidad de 4,1/100000/afio (Harousseau and Dreyling
2010; Rajkumar 2011).

Aun no se conoce con precision la etiologia del mieloma multiple. Algunos factores de
riesgo podrian ser: la estimulacién inmune crénica, desérdenes autoinmunes, exposicion a
radiaciénes ionizante, exposicion a pesticidas o herbicidas o exposicion a dioxinas (Schwartz
1997).

Es un tumor de bajo indice de proliferacion, aunque ésta aumenta cuando el tumor sale
de la médula 6sea, lo que ocurre en las Ultimas etapas de la enfermedad. Actualmente es

incurable, aunque en los ultimos afos ha aumentado el tiempo medio de supervivencia,
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pasando de 3 a 7 afios.

El mieloma se caracteriza porque células plasmaticas diferenciadas, con alteraciones
génicas y generalmente derivadas de un solo clon inicial, se acumulan en diferentes puntos de
la médula 6sea. Estas células se denominan mielomatosas. La caracteristica tipica de la célula
mielomatosa es la produccién y secrecion de una proteina monoclonal a la sangre denominada
proteina M. Se trata de un componente o fragmento Fab de una inmunoglobulina con una
secuencia peptidica y estructura proteica anormal. Las células de mieloma multiple, son
dependientes del microambiente de la médula 6sea para sobrevivir, crecer y diferenciarse,
procesos que son mediados principalmente por la IL-6. Las interacciones entre las células de
MM y la médula 6sea son responsables de muchos de los efectos clinicos del tumor, como

osteolisis, anemia o inmunodeficiencia (Bommert et al. 2006; Mitsiades et al. 2007).

2.2.1.- Microambiente de las células de mieloma

Las células de mieloma multiple establecen en un gran niumero de interacciones en la
medula 6sea (figura 2.18). En este microambiente las células interactidan con las proteinas de
la matriz extracelular y las células del estroma de la médula d¢sea, lo cual induce proliferacion,
resistencia a la apoptosis y migracion de las células de MM. Ademas, éstas interacciones son
cruciales en la resistencia a drogas, lo que se conoce como “resistencia a farmacos mediada

por adhesion celular” (Bommert et al. 2006)(Figura 2.18).

angiogénesis

/ Produccion de citoquinas

?-\ VEGF

Célula de MM

PI3K/IAKT, MAPK

IGF-1 JAKISTAT

Fibronectina

vcam-1 48

Fibras de coldgeno

Célula del estroma

de la médula 6sea TNF-a
VEGF
N
Célula dendritica Monocitos

Figura 2.18.-Complejidad de las interacciones entre las células de MM, células del estroma de la médula
6sea (BM, bone marrow) y células de la matriz extracelular. Tomado de (Balsas 2011).

Las células de mieloma multiple interaccionan con la fibronectina, una proteina de
adhesion de la matriz extracelular, a través de sus receptores heterodiméticos a3 (VL-4), asB1

(VL-5) y a4B7, que forman parte de la familia de las integrinas (Clark and Brugge 1995). Aunque
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la expresién de los dos Uultimos es variable en las células B tumorales, VLA-4 esta
sobreexpresada en las células de mieloma (Jensen et al. 1993). La union de las células de MM
a fibronectina a través de esta integrina inhibe la apoptosis mediada por Fas (Anwar et al.
1993).

Las células de MM pueden interaccionar con las células del estroma mediante la unién
de VLA-4 a la molécula de adhesion celular VCAM-1, lo que, ademas de inhibir la apoptosis
(Wang et al. 1998), produce la secrecién de diversas citoquinas. La mas importante es la:
interleuquina 6 (IL-6), que es esencial para la supervivencia y el crecimiento de las células de
mieloma, que poseen receptores especificos para esta citoquina (Bataille and Harousseau
1997). La IL-6 es secretado tanto por las células de mieloma como por las células del estroma
de la médula ésea. IL-6 aumenta la proliferacion celular al actuar sobre las vias de sefializacion
JAK/STAT, Ras/MAPK (Sengupta et al. 1998) y PI3K/AKT (Hideshima et al. 2001), todas ellas
implicadas en supervivencia celular. Ademas, induce la secrecion del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) e inhibe la diferenciacion de monocitos a células dendriticas,

inhibiendo la respuesta inmunitaria anti-mieloma.

Otra de las citoquinas implicada es el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF). El cual es secretado por las células del estroma de la médula 6sea y promueve la
angiogénesis y la produccion de IL-6 (Podar et al. 2001). La unién de VEGF a las células de
MM desencadena ademas varias vias de sefalizacién fundamentales para la patogenicidad del
MM: (1) la via PIBK/PKCa, que promueve la migracién (Hoshino et al. 2012), (2) la via
MEK/ERK, que media la proliferacion celular y (3) el aumento de la expresion de las proteinas
antiapoptéticas Mcl-1 y survivina. La expresion de este factor de crecimiento dificulta, ademas,

la funcion presentadora de antigeno de las células dendriticas (Gabrilovich et al. 1996).

Ademas, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) promueve la interacciéon entre las
células de MM vy las células del estroma de la médula désea, mientras que el factor de
crecimiento semejante a la insulina de tipo 1 (IGF-1) es secretado por las células del estroma y
activa las vias de senalizacion PI3K/AKT y Ras/MAPK, ambas implicadas en supervivencia y

proliferacion.

2.2.2.-Caracteristicas celulares

2.2.2.1.-Cariotipo

Las células de MM tienen un cariotipo complejo, con similitudes con otros tipos de
canceres, como tumores epiteliales o leucemia cronica. En aproximadamente 50% de los casos
de MM se producen translocaciones primarias: errores en los procesos de modificacion
especificos del DNA de células B lo que producen yuxtaposicion de una o mas regiones
reguladoras de la transcripcion de oncogenes e inmunoglobulinas, produciendo
simultaneamente la desregulaciones de varios oncogenes. Ademas, es frecuente que se

produzcan translocaciones secundarias, que no implican procesos especificos de las células B,
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que contribuyen a la progresién del tumor.

Los datos de la literatura sugieren que los cambios cromosémicos especificos tienen
valor prondstico en los pacientes de MM, por lo que el analisis citogenético es la principal
herramienta para establecer un pronéstico y debe ser realizado tanto por el analisis
convencional del cariotipo como por FISH. En un estudio llevado a cabo por Trcic, et al,
encontraron cambios cromosomicos clonales en el 56% de los casos. En el 50% de los casos
se encontraron cariotipos hiperdiploides, hipodiploide en el 33% de los casos y pseudodiploide
en el 17% de los casos. Las anormalidades numéricas mas comunes fueron la ganancia de los
cromosomas enteros 15, 11, 3 y 6. También se observé de forma frecuente la pérdida de
cromosomas enteros, como los cromosomas X, 13, 14 y 8. El 71% de los casos mostrd
reagrupamiento estructural: del(1p), dup(1q), del(5q), del(13q), del(17p) y t(11;14) (q13;932). La
deleccién -13/13q se encontré en el 42% de los casos, mientras que pérdida completa del

cromosoma 13 se observo en el 67% de los casos (Trcic et al. 2010).

Las anormalidades mas relevantes son la delecion de 13q observada por el analisis del
cariotipo y la traslocaciones t(4;14), t(14;6) y la deleciéon 17p observadas por la técnica FISH,

las cuales son asociadas con mal pronostico (Harousseau and Dreyling 2010).

2.2.2.2.- Alteraciones genéticas

El aumento de las alteraciones cromosémicas con la progresion de la enfermedad parece
indicar que el paso de la gammapatia de significado incierto (MGUS) a mieloma multiple y a
leucemia de células plasmaticas requiere de mutaciones adicionales que faciliten la
proliferacion y la supervivencia fuera del microambiente de la médula 6sea. Para el
descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas es imprescindible el estudio de estas

mutaciones y de las vias de sefalizacion alteradas. Algunas de estas mutaciones son:
. Mutaciones en Ras

Esta familia de proteina comprende principalmente tres proteinas: K-Ras, N-Ras y H-
Ras. Estas son proteinas G pequefias asociadas a membrana que se unen a nucleoétidos de
guanina (GTP y GDP) y poseen actividad GTPasas. Cuando la proteina Ras esta unida a GDP
permanece inactiva, activandose al unirse a GTP. Estas proteinas permiten la transduccion de
sefales de multiples procesos bioldgicos estimulados por receptores con actividad tirosin-

quinasa que se activan por la union de factores de crecimiento o citoquinas como IL-6.

Se han descrito mutaciones en estas proteinas, sobre todo en N-Ras, en un 39% de
pacientes de nuevo diagndstico, y en un 70% de los pacientes con leucemia de células
plasmaticas (Paquette et al. 1990; Portier et al. 1992; Corradini et al. 1993). Segun un modelo
propuesto, en estados tempranos de la enfermedad Ras esta continuamente activado por la
continua secreciéon de IL-6 en la médula 6sea. A medida que progresa la enfermedad, las
mutaciones en N-Ras o K-Ras permiten la independencia de IL-6 que necesitan las células

para salir de la médula 6sea (Hallek et al. 1998). Esto justificaria el hecho de que las
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mutaciones de Ras se encuentran entre el 30 y el 50% de los pacientes de mieloma multiples
pera es un hallazgo raro en pacientes de MGUS, lo que surgiere que es un evento secundario

que causa la transicion de MGUS a mieloma multiple (Bommert et al. 2006)
. Sobreexpresion de Bcl-2

La translocacién cromosémica t(15:17) que conduce a la sobreexpresion de la proteina
antiapoptotica Bcl-2 es muy poco frecuente en el MM, comparada con la existente en otros
tipos de tumores, como el linfoma folicular, donde el 80% de los pacientes la presentan
(Hermine et al. 1996). Sin embargo, en muchos casos de MM se ha detectado sobreexpresion
de Bcl-2 (Pettersson et al. 1992), lo que conduce a una inhibicidon de la apoptosis y a un

aumento de la resistencia a farmacos.
. Proteina del retinoblastoma (Rb)

Esta proteina nuclear es un supresor de tumores implicado en crecimiento y proliferacién
que es regulado por fosforilacion. Rb no fosforilada se une a E2F, lo que evita la entrada en la
fase G1 del ciclo celular. La fosforilacion por la cdk4/cdk6 la inactiva, permitiendo el inicio del
ciclo celular. Se han observado mutaciones de la proteina del retinoblastoma en mas del 70%
de los pacientes de MM (Corradini et al. 1994; Dao et al. 1994), asi como una expresién
constitutivamente elevada de Rb fosforilada (inactiva) en muchas células plasmaticas tumorales
(Urashima et al. 1996; Zukerberg et al. 1996).

o Gen de resistencia multiple a drogas (MDR)

Codifica para una glicoproteina de 170 kDa perteneciente a la familia de transportadores
ABC, responsable de la resistencia de células tumorales a una gran cantidad de farmacos anti-
neoplasicos. Se ha detectado sobreexpresion de esta proteina en muchos pacientes de MM,
asi como una correlacion con la resistencia a farmacos como doxorrubicina o vincristina (Dalton
et al. 1989; Epstein et al. 1989).

2.2.2.3.- Antigenos de superficie

Las células plasmaticas tumorales expresan una serie de antigenos en su membrana que
son fundamentales para las interacciones con las células del microambiente de la médula 6sea.
Durante el proceso de diferenciacion a células tumorales, las células plasmaticas pierden

algunos antigenos y ganan otros.

Asi, respecto a las células plasmaticas normales, las células tumorales ganan la
expresion de CD138 y CD56 (Harada et al. 1993), aunque se ha observado pérdida de CD56
asociada con un mal prondstico de la enfermedad. Por otra parte, las células de mieloma
multiple pierden la expresion de CD19 y expresan menor proporcion de CD38 que las células
normales. Otros antigenos caracteristicos de las células tumorales son CD10, CD34, CD24 ¢
CD28 (Pilarski and Jensen 1992; Takishita et al. 1994). La expresion de CD45, un marcador
caracteristico de linfocitos, es muy heterogénea ya que aunque la mayoria de las células

tumorales lo pierden, hay un porcentaje de pacientes que presentan este marcador en sus
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células (Raja et al. ; Pellat-Deceunynck and Bataille 2004). Su presencia se ha asociado en

varios estudios con mal prondstico para la enfermedad (Moreau et al. 2004; Kumar et al. 2005).

La caracteristica mas importante de las células plasmaticas tumorales es su gran
heterogeneidad. Esto se pone de manifiesto en la variabilidad en cuanto a la expresion de
antigenos de superficie, lo que supone una gran dificultad a la hora de caracterizarlas. Esta
caracterizacion inmunofenotipica es, sin embargo, fundamental para el diagnéstico de los
pacientes de MM y para profundizar en el estudio de la patogeneicidad de las células

plasmaticas tumorales.

2.2.3.-Células madre y cancer

Las células madre han sido objeto de extensas investigaciones. Estas son esenciales en
el desarrollo de organismos complejos y en las ultimas décadas se ha demostrado que su
existencia no esta solo restringida al desarrollo embrionario ya que se han identificado y aislado
células madre de tejidos, llamadas células madre adultas. Estas residen en todos los tejidos y
contribuyen a su homeostasia y reparacion. La poblacion de células que derivan de las células
madre estan organizadas jerarquicamente, encontrandose las células madre en la punta de la
piramide del desarrollo. Las células madres tienen tres propiedades distintivas que las hace
Unicas: la autorenovacion, en la cual, en la divisién celular, una o ambas células hijas
mantienen las mismas propiedades biolégicas que la célula progenitora, la capacidad de
desarrollarse hacia multiples lineas y un elevado potencial proliferativo (Morrison and Kimble
2006).

No obstante, también se ha postulado que las células madre pueden ser criticas para el
desarrollo de tumores. Y las similitudes observadas entre los mecanismos de autorenovacion
de las células madre y las células cancerigenas han conducido al concepto de células madre
tumorales (CSCs: cancer stem cells). Diversos hallazgos sostienen la teoria de que las células
tumorales con propiedades de células madre son esenciales para el desarrollo y perpetuacion
de varios tipos de cancere humano como leucemias, cancer de mama, de préstata, ovario y
glioma cerebral (Figura 2.19) (Al-Hajj et al. 2003; Singh et al. 2003; Bapat et al. 2005; Collins et
al. 2005). Por ello la erradicacion de estas células podria ser determinante para alcanzar una

remision estable y duradera e incluso la cura de la enfermedad.
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Figura 2.19.-Esquema de los posibles escenariosde actuacion de las células madre tumorales. En los
tumores las células madre tumorales pueden desempefar tres papeles, primero dar origen al tumor,
segundo, tras la quimioterapia, permitir la reaparicién del tumor y tercero, dar origen a metastasis.
(Modificado de (Jordan et al. 2006)

2.2.3.1-Células madres tumorales (CSCs)

Las CSCs pueden ser definidas como un pequefo subgrupo de células tumorales que
poseen la exclusiva habilidad de auotorenovarse y reproducir todos los linajes celulares de

células que forman el tumor (Ribatti 2012).

Poblaciones de células relativamente escasas y bioldgicamente distintas a las del resto
del tumor, con capacidad de regeneracién de este se han detectado en canceres
hematopoyéticos, cerebrales, de prostata, ovario y de mama. Estas células tienen la capacidad
de auto renovacién, potencial para diferenciarse en cualquiera de las células de toda la
poblacién tumoral y la capacidad de proliferacion y expansion de la poblacion de células
malignas. Las propiedades de estas células recuerdan las tres caracteristicas que definen las
células madres normales, por lo que, a las células tumorales con estas propiedades se les ha
dado el nombre de “células madres tumorales”(Al-Hajj et al. 2003; Singh et al. 2003; Bapat et
al. 2005; Collins et al. 2005; Dick 2005).

Existe controversia sobre el origen de estas células madres tumorales. Algunos autores
plantean que las CSCs pueden originarse por mutaciones en células tumorales. Sin embargo,
varias evidencias apuntan a que también pueden originarse por mutaciones en células
progenitoras. Tales células progenitoras pueden tener una capacidad replicativa sustancial,
pero generalmente no tienen la capacidad de auto renovacién de las células madre. Para que
las células progenitoras se conviertan en células madre deben adquirir alguna mutaciéon que
provoque que las células vuelvan a adquirir la capacidad de auto renovacion (figura 2.20). No
obstante estas hipoétesis, podrian existir multiples via y procesos que pudieran dar origen a las

células madre tumorales (Jordan et al. 2006; Subramaniam et al. 2010).
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Figura 2.20.-Esquema del posible origen de las células madre tumorales. Los tejidos surgen de las
células madre que crecen y se diferencian para dar origen a las células progenitoras y a poblaciones de
células maduras. Mientras que las células madre tumorales surgen de mutaciones en las células madres
normales o en las células progenitoras. Modificado de (Jordan et al. 2006)

Aunque el concepto de células madre tumorales puede variar en diferentes contexto y las
caracteristicas especificas de las células tumorales pueden ser preservadas en mayor 0 menor
medida en las células madres tumorales, la cuestion clave es que un subgrupo pequefio de
células en el tumor. Son esenciales para el mantenimiento de la poblacién de células malignas.
Por ejemplo, un pequeino subgrupo de células madres tumorales puede ser la fuente de todas
las células malignas en el tumor primario, pueden constituir un pequefio reservorio de células
resistentes a las drogas y por tanto ser las responsables de las recaidas después de la

quimioterapia, o pueden dar lugar a metastasis en lugares distantes.

Se han llevado a cabo diferentes aproximaciones experimentales para identificar a las
CSCs. La metodologia mas usada ha sido la identificacion de antigenos de superficie
expresado por las células tumorales, siendo los marcadores candidatos aquellos caracteristicos
de las células madres y progenitoras normales dentro del tejido de origen. Por ejemplo, CD34
en leucemia mieloide, CD133 en tumores cerebrales, o los marcadores asociados a mal
pronostico, como CD44, en tumores solidos (Tabla 2.2). Adicionalmente, también se han
empleado estudios de citometria de flujo indicativos de resistencia a farmacos, como el ensayo
con la sonda de Aldefluor, que mide la actividad aldehido deshidrogenasa, una enzima usada
por las células para la eliminaciéon de toxicos, o la deteccion de poblaciones celulares con una
capacidad incrementada para la expulsion de téxicos de su interior, llamada “side population”
(SP) (Golebiewska et al. 2011). El ensayo de SP se beneficia del espectro de emisiéon
diferencial en dos canales de fluorescencia tras exponer las células a la sonda Hoechst 33342
unida al DNA y fue inicialmente desarrollado para identificar células madres hematopoyéticas
(Hadnagy et al. 2006). Todas estas técnicas han sido empleadas para identificar y purificar
presuntas CSCs. No obstante, la caracteristica primordial que deben cumplir las células para

identificarlas como CSCs es la de tener una mayor capacidad clonogénica y de reproducir la
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enfermedad al ser injertadas en ratones inmunocomprometidos, generalmente NOD/SCID
(Matsui et al. 2012).

Marcadores usados para identificar

Tipo de cancer y/o purificar CSC

Tumores cerebrales, incluidos

; CD133"
glioblastoma y meduloblastoma
Carcinoma de colon CD133", CD44"/Lin JESA"
Carcinoma mamario CD24™°"/CD44"
Céncer de pulmon CD133"
Carcinoma pancreatico CD44+/CD24"/ESA", CD133"
Cancinoma hepatocelular CD133"
Carcinoma de ovario SP
Carcinoma de células escamosas de cDa4*
cuello y cabeza
Carcinoma de préstata CD44"/a2p1M"/CD133"
Canceres hematolégicos CD34"/CD38

Tabla 2.2.-Marcadores usados para identificar presuntas células madres tumorales en diferentes tipos de
neoplasias. (Modificado de (Jones and Armstrong 2008)

2.2.3.2-Células madres tumorales en mieloma mudltiple humano
(MM-CSCs)

A pesar de la introduccién de nuevas terapias, el mieloma multiple humano continua
siendo una enfermedad incurable. La introduccion de terapias con altas dosis y de nuevos
farmacos como el bortezomib, la talidomida y la lenalidomida han mejorado la respuesta de los
pacientes a la terapia y aumentado su supervivencia. No obstante, la mayoria de los pacientes

tienen recaidas y continda siendo una enfermedad incurable.

Todo esto se atribuiye a las células madres tumorales, las cuales seria las responsables
de la iniciacion del tumor, asi como de su recaida e incluso de las metastasis. Sin embargo,

estas células no han sido fehacientemente caracterizadas y en la bibliografia existen datos

contradictorios.

Diferentes estudios han examinado las CSCs de mieloma multiple dentro del contexto de
la diferenciacion de las células plasmaticas normales. De forma esquematica y simplificada en
el desarrollo de las células B normales, las células B naive que poseen el reordenamiento
geénico, tras ponerse en contacto con el antigeno que reconocen, sufren la hipermutacion
somatica en el centro germinal para producir un uUnico idiotipo de anticuerpo y mejorar la
especificidad de unién al antigeno. Estas células dan lugar a células post-centro germinal que
mantienen la inmunidad humoral por largo periodo de tiempo y a células plasmaticas
secretoras de anticuerpos tras la exposicion al antigeno. Al examinar la secuencia génica de la
inmunoglubina de células plasmaticas de mieloma se encuentra que estas han sufrido la
hipermutacion somatica y esta se mantiene constante durante todo el curso de la enfermedad,
demostrando un origen clonal de las células de mieloma multiple. Esto sugiere que esta
enfermedad surge en células post germinales, en las células B de memoria o en las células

plasmaticas (Jones and Armstrong 2008; Matsui et al. 2012).
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Diversos estudios con muestras de pacientes, han detectado células B en la médula 6sea
0 en la sangre que presentan el mismo reordenamiento de los genes de la inmunoglobulina que
las células plasmaticas de mieloma multiple (Billadeau et al. 1993; Bakkus et al. 1994;
Bergsagel et al. 1995; Rasmussen et al. 2000b). El significado clinico de estas células B
clonotipicas no esta claro, pero estudios funcionales han demostrado que son tumorigénicas y
pueden dar origen a células plasmaticas mielomatosas tanto en ensayos clonogénicos in vitro
como en ensayos in vivo en ratones NOD/SCID (Pilarski et al. 2000; Pilarski et al. 2002; Matsui
et al. 2008). De igual forma, también han demostrado que estas células B clonotipicas son
relativamente resistentes, en comparacién con las células plasmaticas, a diferentes
quimioterapias usadas en la practica clinica, tanto a los agentes tradicionales como a los
nuevos farmacos como bortezomib o lenalidomida tanto in vitro como in vivo (Rasmussen et al.
2000a; Matsui et al. 2008).

En 1994, Pilarski, L. M. et al, proponen que las células B malignas circulantes en sangre
que expresan la glicoproteina-P 170 (P-gp), un transportador ABC de farmacos, podrian
constituir las células madres tumorales en el caso de mieloma multiples, ya que las células B
expresan esta proteina durante su desarrollo y al diferenciarse al estado final de células
plasmaticas lo pierden. Por lo que, las células B mielomatosas periféricas que expresan P-gp al
ser mas resistentes a los farmacos serian las responsables de las recaidas (Pilarski and Belch
1994).

Por otro lado, Matsui, W. et al, plantean que las células con mayor capacidad
clonogénica son aquellas que no expresan CD138 y si CD20, por lo que la capacidad
clonogénica se ve significativamente reducida al pre incubar estas células con rituximab, un
anticuerpo humanizado contra CD20 (Matsui et al. 2004). Y aunque, en otros estudios se ha
demostrado que las células de sangre periférica de los pacientes de mieloma, presentan al
menos dos poblaciones de células B CD20+ y CD19+, asi como células plasmaticas CD138+ y
CD20+, esta terapia no es efectiva en la practica clinica (Pilarski et al. 2008). Una hipétesis
similsr es defenddida pordones y Armstrong quienes plantean que las células madres de
mieloma podrian tener el mismo fenotipo que las células B memoria, es decir CD19+, CD20",
CD27" y CD138" (Figura 2.21). Al diferenciarse a células plasmaticas de mieloma ganarian
CD138 y perderian el restos de marcadores mencionados anteriormente (Jones and Armstrong
2008).
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Figura 2.21.-Las células B memoria como posibles células madre tumorales del mieloma multiple. Segun
esta hipétesis, las células madre tumorales de MM podrian tener el mismo fenotipo que las células B
memoria, es decir CD19+, CD20", CD27" y CD138" Modificado de (Jones and Armstrong 2008).

Otro estudio realizado en un modelo de cultivo tridimensional que reconstruia las
interacciones heterotipicas de la médula ésea y en el cual se cultivaron muestras de aspirado
de médula 6sea y de sangre periférica de pacientes diagnosticados de mieloma multiple, se
demostré que las presuntas células madre de mieloma multiple serian aquellas células
quiescentes, resistentes a farmacos, CD20" con capacidad de autorenovacién para originar
células B de mieloma multiple CD20" y células plasmaticas mielomatosas CD138" y que
residirian en el endostio, un nicho conocido de células progenitoras normales (Kirshner et al.
2008).

Sin embargo, Paino, et al, rebaten la hipétesis de que las CSC de mieloma multiple sean
las células CD20", ya que en un estudio publicado en el afio 2012 demuestran que la presencia
de células CD20" en las lineas de mieloma multiple era indetectable excepto en la linea RPMI
8226 en la que se encontré un 0.3% de células CD20", las cuales ademas expresaban
marcadores de células plasmaticas como CD38 y CD138 y eran CD19 y CD27 negativas.
Ademas estas células tampoco expresaban otros marcadores de células madres como el
observado con el ensayo de Aldefluor. En el mismo trabajo se indica que tras eliminar del
cultivo las células CD20", las células restantes tienen la misma capacidad para inducir
plasmacitomas que los cultivos controles. Por ello concluyen que este no es un marcador

adecuado para CSC de mieloma multiple (Paino et al. 2012).

Ademas de los estudios basados en la deteccion de antigenos de superficie, también se
han realizado ensayos de citometria de flujo funcional para identificar células de mieloma
clonogénicas. La expresion de la aldehido deshidrogenasa (ADH) es caracteristica de las

células madre normales en gran variedad de tejidos adultos y podria identificar las CSCs tanto
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en tumores soélidos como hematolégicos (Brennan and Matsui 2009). Tanto in vitro como in vivo
se ha observado que las presuntas MM-CSCs expresan niveles relativamente altos de aldehido
deshidrogenasa (Matsui et al. 2008). Por otro lado, el ensayo de side population ha sido usado
para identificar MM-CSCs y se ha observado que células tumorales clonogénicas expresan el
fenotipo de SP. Posteriores analisis de las células de MM-SP también han mostrado un
incremento en la expresion de transportadores de farmacos unidos a la membrana (ABCG2 y
MDR/Pgp) sugiriendo una resistencia relativa a la quimioterapia (Goodell et al. 1996;
Rasmussen et al. 2000a; Matsui et al. 2008; Jakubikova et al. 2011).

Diversos estudios examinan la naturaleza de las células B de muestras de MM y han
demostrado que estas células carecen de la expresion del antigeno de superficie CD138
caracteristico tanto de las células plasmaticas normales como de mieloma (Goodell et al. 1996;
Rasmussen et al. 2000a; Matsui et al. 2004; Matsui et al. 2008; Jakubikova et al. 2011). Por
otro lado, estudios que examinan las células de la SP de MM han demostrado que estas
células son tanto CD138 positivas como negativas (Matsui et al. 2008; Jakubikova et al. 2011).
Ademas, existen estudios que demuestran que las células CD138 positivas son capaces de
implantarse adecuadamente, producir proteina M e incluso metastatizar cuando se implantan
dentro de un fragmento de hueso fetal humano o de conejo en ratones inmunodeficientes
(SCID-Hu) (Yaccoby et al. 1998; Yata and Yaccoby 2004).

A pesar de estos hallazgos, la existencia y fenotipo preciso de las MM-CSCs continua sin
ser aclarado. Estas diferencias observadas por diferentes grupos, pueden ser atribuidas a la
variacion entre los disefios experimentales usados para analizar la capacidad clonogénica de
las células, especialmente por el uso de distintos modelos murinos in vivo, asi como por la
inherente variabilidad entre los pacientes cuando se realizan estudios en muestras de

pacientes.

También es importante considerar los datos recientes en los que se muestran como
antigenos de superficies, convencionalmente asociados como marcadores de células madres
en la poblacion de células tumorales, pueden realmente exhibir una plasticidad significativa. Es
decir, existen evidencias crecientes que sostienen la interconversion bidireccional entre las
células normales y las células madres, tanto en una poblacion de células normales o malignas
(Chaffer et al. 2011; Gupta et al. 2011; He et al. 2011; Jakubikova et al. 2011). Estos resultados
proporcionan otra explicacion a algunas variaciones observadas entre diferentes grupos al

estudiar las caracteristicas fenotipicas de las CSCs (Matsui et al. 2012)

2.2.4.-Farmacoterapia del mieloma multiple humano

Por muchos afios el melfalan y la prednisona han representado el estandar en la terapia
del mieloma multiple, con el trasplante de células madres reservado a un reducido grupo de
pacientes. El tratamiento de la enfermedad a evolucionado rapidamente en las ultimas décadas
con el desarrollo e utilizacién de los nuevos farmacos talidomida, lenalidomida y bortezomib
(Laubach et al. 2010).
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En la actualidad existen varios tratamientos alternativos para el MM. Se usan unos u
otros en funcidon del estadio del tumor en el momento del diagndstico, ademas de otros
factores, como la edad, indicadores de pronéstico y patologias concomitantes. Para definir el
estadio de la enfermedad se pueden usar los criterios de Durie—Salmon (Durie and Salmon
1975), el sistema internacional (Hari et al. 2009) o el de la “Clinica Mayo” (Kumar et al. 2009).
Este ultimo clasifica los pacientes de nuevo diagndstico en pacientes con riesgo estandar,
intermedio y alto (Tabla 2.3) (Rajkumar 2011).

Riesgo estratificado del Mieloma Multiple
Riesgo estandar

Hiperdiploidia

t(11;14)

t (6;14)

Riesgo intermedio

t (4;14)

Del13 o hipodiploidia

Riesgo alto

17p deleccién

t (14;16)

t (14;20)

Perfil de expresion génica de alto riesgo

Tabla 2.3.-Riesgo estratificado en mieloma multiple segun Kumar S.K. et al, (Kumar et al. 2009).

Los tratamientos utilizados actualmente son: la quimioterapia y/o el autotransplante de
células madres (ASCT, Autologous Stem Cell Transplantation). Los esquemas terapéuticos
pueden variar segun los protocolos establecidos por cada comité, pero segun la “Clinica Mayo”

la terapia adaptada al riesgo seria (Figura 2.22):

Pacientes con riesgo estandar: son tratados con agentes no alquilantes como
lenalidomida (Revlimid) mas dosis bajas de dexametasona (Rd, Revlimid + bajas de
dexametasona) seguido por (ASCT). Una estrategia alternativa es continuar la terapia inicial
después de colectar las células madre para el trasplante, y recibir el ASCT en la primera

recaida.

Pacientes con riesgo intermedio y alto: son tratados con un esquema terapéutico
basado en bortezomib seguido por ASCT y luego terapia de mantenimiento con un esquema

que contenga bortezomib.

Los pacientes no elegibles para ASCT son tratados con Rd si son de riesgo estandar o
con un régimen que contenga bortezomib si son de riesgo intermedio o alto. Para reducir la
toxicidad cuando se usa el bortezomib es preferible usar una dosis subcutanea semanal, de
manera similar, es preferida una dosis baja de dexametasona, 40 mg una vez a la semana a no
ser que se necesite un rapido control de la enfermedad. No obstante el merfalan, que ha sido
usado durante décadas, aun se sigue usando en pacientes no candidatos a ASCT combinado
con dexametasona y lenalidomida o bortezomib, estas combinaciones han mostrado mejores

resultados aunque mas reacciones adversas en varios ensayos clinicos que la combinacién de
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merfalan y dexametasona(Kumar et al. 2009) (Kumar 2009).

Los pacientes con recaidas pueden ser tratados con combinacion de dos o tres
farmacos. Los pacientes con recaidas mas agresivas pueden requerir terapia con combinacion
de multiples agentes. Los nuevos agentes mas prometedores en desarrollo son pomalidomida
and carfilizomib (Rajkumar 2011).

Pacientes de nuevo diagnodstico elegibles para trasplantes

Riesgo alto Riesgo intermedia Riesgo estandar
VRD x 4 ciclos VCD x 4 ciclos Rd x 4 ciclos
ASCT ASCT; 2°* ASCT si ASCT ASCT
no CR o0 VGPR inicial tardia
Terapia de Terapia de Tergpja de
mantenimiento basada mantenimiento basada mantenimiento con
en bortezomib en bortezomib por 2 lenalidomide si no en
afios CR 0 VGPR seguido
de ASCT

Pacientes de nuevo diagnéstico NO elegibles para trasplantes

Riesgo alto Riesgo intermedia Riesgo estandar
v \ 4 ‘l’
VRD x 1 afio VCD x 1 afio Rd
v v
Bortezomib de Bortezomib de
mantenimiento mantenimiento por 2
afnos si es posible

Figura 2.22.-Esquema de la terapéutica de los pacientes de nuevo diagndstico. A) Elegibles para
transplante. B) No elegible para trasplante. ASCT: transplante autologo de células madre, CR: respuesta
completa, VGPR: respuesta parcial muy buena, VRD: bortezomib + lenalidomide + dexametasona, VCD;
Bortezomib + ciclosfosfamida + dexametasona, Rd: lenalidomida + dosis bajas de dexametasona.
Modificado de (Rajkumar 2011).
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2.2.5.-Sorafenib

El Sorafenib es un farmaco aprobado por la FDA en 2005 para el tratamiento del
carcinoma renal. El farmaco fue inicialmente desarrollado por Bayer como un inhibidor de la
quinasa Raf y por tanto de la via de sefializacion Ras-Raf-MEK-ERK. El Sorafenib presenta una
ICs9 de 6 nM para Raf-1 (Tabla 2.4). Quimicamente es una bisarilurea con un anillo de piridina
en un extremo y un anillo fenil-trifluorometil en el extremo opuesto (Figura 2.23) (Wilhelm et al.
2006)

Quinasas Valor de la ICsy en ensayos in vitro
(nM)

Raf-1 6

B-raf 25

b-rafV600E 38

VEGFR1 26

VEGFR2 90

FLT3 33

P38 38

C-Kit 68

FGFR1 580

MER1, ERK1, PKA, PKB Mas de 10 000

Tabla 2.4.-Valor de la IC50 obtenidos en ensayos in vitro para diferentes quinasas
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Figura 2.23.-Sorafenib. Farmaco desarrollado por Bayer y aprobado en 2005 para el tratamiento del
carcinoma renal. Modificado de (Wilhelm et al. 2006)

2.2.5.1.-Las proteinas Raf

La familia de las proteinas Raf (Rapidly accelerated fibrosarcoma) en mamiferos
comprende tres isoformas: A, B y C-Raf, esta ultima llamada también Raf-1 o c-Raf-1, y difieren
en su patron de expresion, regulacién y funcion. Son proteinas efectoras de la ruta activada por
los receptores con actividad tirosin-quinasa, son activadas por uniéon a Ras y poseen actividad
serin/treonin quinasa y actuan activador apical de la cascada de sefalizacion de las
MAPquinasas (Raf>MEK->ERK). La mayoria de las investigaciones iniciales se centraron en
la isoforma C-Raf, siendo la primera isoforma en ser identificada. Las proteinas Raf estan
conservadas estructuralmente desde los animales inferiores hasta los mamiferos al igual que

ocurre con el modulo de sefalizacién Ras-Raf-MEK-ERK (Leicht et al. 2007).
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Raf es activada por Ras en respuesta a la estimulacion por factores de crecimiento. Raf
fosforila forila a su vez a MEK la cual posteriormente fosforila a ERK en T e Y activandola. ERK
tiene sustratos con una variada localizacion celular, como membrana, citosol o nucleo
generando una diversidad de respuestas celulares tales como proliferacion, diferenciacion y

supervivencia (Baccarini 2005).

S289
S29 S233 S296
S43 S259 S301 SB42
CR1
RBD CRD
S338 T491 S621
Y341 S494

Figura 2.24.-Esquema de la proteina Raf-1 con sus dominios conservados y los sitios de fosforilacién. Los
sitios de fosforilacion en verde son activadores mientras que los que se encuentran en rojo son
inhibidores.

Las tres isoformas de Raf comparten una estructura comun formada por tres dominios
conservados (CR) (figura 2.24) la region 1 o CR1 contiene dos subdominios, uno de union a
Ras (RBD) y uno rico en cisteina (CRD) involucrados en la liberaciéon de la autoinhibicion, la
region 2 o CR2 es rica en residuos de serina, los cuales por fosforilacion participan en la
regulaciéon negativa de la actividad quinasa y la region 3 o CR3 presenta el dominio quinasa y
es rica en residuos de serina y treonina, que al ser fosforilados estimulan la actividad quinasa
(Baccarini 2005; Leicht et al. 2007).

Ademéas el extremo carboxiterminal contiene un residuo de serina fosforilado
constitutivamente (S621 en Raf-1), el cual media la unién de Raf a la proteina 14-3-3 y que es
necesario para la activaciéon de Raf. La fosforilacién de serinas en la mitad aminoterminal de
Raf-1 media la represion de la actividad quinasa. De hecho, esta region contiene 7 de los 8
sitios de fosforilacion responsables de la represion de la actividad quinasa de Raf-1. Algunas
de éstas fosforilaciones son realizadas por la PKA (S43, S233 y S259) o la PKB/Akt (S259)
creando sitios adicionales de unién para la proteina 14-3-3. ERK también es capaz de fosforilar
a Raf-1 (S29, S43, S289, S296, S301 y S624) sugiriendo la posibilidad de una regulacion por

retroalimentacion negativa (Baccarini 2005).

La regulacion de Raf-1 es realizada en parte por el dominio N-terminal de la propia
proteina, el cual se une al dominio catalitico suprimiendo la actividad de la enzima. Esta
autoinhibicion intramolecular esta favorecida por la proteina 14-3-3, ya que en estado
quiescente la fosforilacion de los residuos de serina 259 y 621 de Raf-1 crean sitios de union
para la proteina 14-3-3, la cual estabiliza la conformacién inactiva. Luego de la estimulacion a
los receptores tirosin-quinasa, la sefial de activacion se trasmite via los adaptadores Grb-2 y

SOS hasta Ras, que une GTP y se activa. La unién de Ras-GTP a Raf-1 desplaza a la proteina
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14-3-3 en su uniéon con Raf-1 y fuerza a la vez un cambio conformacional que libera la
autoinhibiciéon. Sin embargo, la interacciéon de Ras-GTP y Raf-1 es insuficiente para lograr la
activacion de Raf-1 y se requieren subsecuentes fosforilaciones y desfosforilaciones para
activar de forma estable a Raf-1 sin requerir la continua asociacion con Ras-GTP. Entre estas
modificaciones esta la realizada por la fosfatasa PP2A, la cual desfosforila el residuo de serina
259, diana de union de la proteina inhibitoria 14-3-3, y entre los fosforilaciones que son
llevadas a cabo destacan las de la serina 338 y la tirosina 341 o las de serina 494 y la treonina
491 (Dhillon et al. 2002).

Finalmente, por retroalimentacion negativa, la activacion es finalizada por la fosforilacion
en los sitios inhibitorios por ERK y/o PKB. EIl restablecimiento de la forma inicial de Raf se
produce por la accién conjunta de una prolil isomerasa (Pin1) que convierte los residuos de
pSer y pThr de la forma cis a la trans, que es la unica reconocida y desfosforilada por la
fosfatasa PP2A. Por ultimo la serina 259 es fosforilada nuevamente permitiendo la unién de
dimero 14-3-3.

En contraste con este complejo mecanismo de regulacion, B-Raf se activa de un modo
mucho mas directo, requiriendo solo la union de Ras y la fosforilacién del segmento de
activacion para romper las interacciones intramoleculares responsables de la autoinhibicion,
siendo B-Raf la principal isoforma kinasa de MAPKKK mientras que Raf-1 y A-Raf son formas
divergentes de B-Raf para realizar otras funciones, aunque mutantes de B-Raf incapaces de
fosforilar a MEK directamente pueden activar la cascada MEK/ERK a través de la

heterodimerizacién con Raf-1 y su consecuente activacioén (Baccarini 2005).

Raf tiene un papel clave en la oncogénesis de muchos canceres humanos, ya que el
30% de los canceres presentan mutaciones en Ras, el activador directo de Raf. B-Raf se
encuentra mutado en el 7% de todos los canceres humanos, aunque la incidencia cambia
mucho dependiendo del tipo de cancer. Por ejemplo, mutaciones de B-Raf han sido detectadas
en el 70% de los melanomas, 30% de cancer de tiroides, 15% de cancer de colon y en menor
frecuencia en otros tipos de cancer, siendo en el 90% de las mutaciones la sustitucién de una
valina por el acido glutamico en el aminoacido 600, referida como (V600E), lo cual es el
resultado del cambio de una timidina por una adenosina en el nucleotido 1,799. Esto resulta en
una activacion constitutiva del dominio quinasa. Ademas, en algunos canceres humanos se
han detectado mutaciones en receptores tirosin quinasa, asi como aumento de la actividad de
la cascada de sefalizacion Ras/Raf/MEK/ERK sin haber encontrado ninguna mutacion. Por lo
anteriormente expuesto existen muchas investigaciones en curso que buscan drogas que

puedan inhibir esta via de sefalizacién (Leicht et al. 2007; McCubrey et al. 2007).

2.2.5.2.-Mecanismo de accion del sorafenib

La molécula del sorafenib interacciona con Raf-1, B-Raf y b-Raf V600E a través del
dominio quinasa, de tal forma que el anillo piridilo del extremo ocupa el bolsillo de unién de la

adenina del ATP en el dominio quinasa y el resto de la molécula establece diferentes
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interacciones de tal forma que se logra estabilizar la proteina en su conformacion inactiva (Wan
et al. 2004).

El sorafenib ha mostrado ser un potente inhibidor tanto de la forma normal de B-Raf,
como de la forma mutada con una ICsq de 25nM para B-Raf y de 38nM para b-Raf V600E.
Aunque el sorafenib se disefié originalmente para inhibir las isoformas de Raf, también resultd
ser un potente inhibidor de la autofosforilacién de algunos receptores tirosin-quinasa como
VEGFR 1/2/3, PDGFR-3, FGFR-1 y otros receptores tirosin-quinasa involucrados en la
tumorigénesis como c-Kit, FLT-3 y RET (Tabla 2.4). Todas estas moléculas estan implicadas en
la etiologia de muchas formas de cancer humano. Sin embargo, el sorafenib no ha mostrado en
ensayos bioquimicos tener efectos significativos sobre MEK1, ERK1, proteina quinasa B,
proteina quinasa A, proteina quinasa Ca, proteina kinasa-Cy, EGFR, HER2/neu o IGFR-1
(Wilhelm et al. 2006).

Debido a estos efectos, el Sorafenib inhibe la transduccion de sefales a través de la via
de senalizacion de las MAPK en un amplio rango de lineas celulares tumorales que poseen
mutaciones en el oncogen K-Ras y/o B-Raf, o que muestran la activacion constitutiva por
autofosforilacion de varios receptores tirosin quinasa (Wilhelm et al. 2004). Se ha demostrado
también que el Sorafenib inhibe el crecimiento de tumores humanos implantados en ratones
atimicos, como por ejemplo cancer de colon, mama y pulmén (Liu et al. 2006; Dal Lago et al.
2008). Muchos de estos efectos son debido, ademas de la inhibicion de la via de sefializacion
Ras-Raf-MEK-ERK, a la inhibicién de la angiogénesis como se demuestra por la reduccién
significativa del area y densidad de la microvasculatura (Adnane et al. 2006). Ademas, también
se ha encontrado que el Sorafenib induce apoptosis en muchas lineas adherente de cancer
humano, como carcinoma renal, de colon, de mama, asi como en lineas celulares de leucemias
mieloides y linfoides (Adnane et al. 2006; Chang et al. 2007).

En las lineas celulares de melanoma humano A375, A2058, y SKMEL5 se ha descrito
que el sorafenib induce exposicién de fosfatidilserina asi como caida del potencial mitocondrial,
signos caracteristicos de la apoptosis celular. A nivel molecular el sorafenib provoca
desfosforilaciéon de MEK y ERK ademas de activacion de BAK y BAX, desfosforilacién de Bad y
disminucién de los niveles de las proteinas antiapoptéticas Bcel-2 y Bcel-X,. El sorafenib también
provoca la liberacion mitocondrial del citocromo ¢, SMAC/DIABLO y AIF asi como la
consiguiente traslocacion nuclear de este ultimo, todo lo cual desencadena la activacién de las
caspasas, demostrado por la deteccién de la fraccién de 89kDa de la proteina PARP. Sin
embargo, la activacion de las caspasas no es esencial en la muerte inducida por sorafenib, por
lo que este farmaco puede inducir apoptosis en las células de melanoma humano por una via
independiente de caspasas (Panka et al. 2006). Por otro lado, muchos de estos efectos del
sorafenib, como la disminucion de Bcl-2 y Bcl-xL y la traslocacién nuclear de AlIF, no son
mediados por la inhibicion de MEK ya que no se reproducen al utilizar moléculas inhibidoras de
esta quinasa (Panka et al. 2006). Muchos de estos efectos como la exposicion de

fosfatidilserina, el dafio mitocondrial, la liberacion de citocromo ¢ y AIF de la mitocondria al
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citosol, asi como la activacion de las caspasas 7, 8, 9y 3 y la protedlisis de PARP también son
descritos por otros autores en otras lineas celulares como en las de leucemias humanas (U937,
Jurkat, y K562) y en células de leucemia aisladas de pacientes(Rahmani et al. 2005). En estas
células el sorafenib induce una rapida desfosforilacion de ERK detectable a la hora y media de
tratamiento con una dosis de 5 pM siendo aun mas pronunciada la desfosforilacion a dosis
mayores como las de 7,5 y 10 uM (Lasithiotakis et al. 2008).

El sorafenib también induce una rapida disminucién de los niveles de la proteina
antiapoptotica Mcl-1 de una forma dependiente de la dosis y del tiempo de tratamiento de las
células y a través de un mecanismo independiente de la inhibicién de la via de sefalizacion
Raf/MEK/ERK1/2. Rahmani y sus colaboradores (Rahmani et al. 2005) describen que este
efecto podria deberse a la inhibicion de la traduccién del mRNA de Mcl-1. El sorafenib también
demostrd provocar una rapida desfosforilacién del factor de iniciacion de la traduccién elF4E,
hecho que podria estar relacionado con la inhibicion de la traduccion de Mcl-1 (Rahmani et al.
2005).

La disminucion de los niveles de la proteina antiapoptotica Mcl-1 también se ha atribuido
a un aumento de la degradaciéon mediada por el proteosoma en otras lineas celulares como en

carcinoma renal, cancer de pulmén, de colon y de mama (Yu et al. 2005).

El sorafenib, ademas de la induccién de la apoptosis e inhibicién de la angiogénesis,
también es capaz de provocar parada del ciclo celular y acumulacion de las células en G0/G1
con la simultanea disminucion de las fases S y G2/M debido a la inhibicion de la sefalizacién a
través de los receptores tirosin-quinasa y Raf. Este efecto ha sido descrito en lineas celulares
de leucemia y gliomas, y se asoci6 a las disminucion de los niveles de varias proteinas claves
en la regulacion del ciclo celular como ciclina-D1, ciclina-D3, CDK4, y CDK®6 (Jane et al. 2006;
Auclair et al. 2007).

2.2.6.-Inhibidores de mTORC

El proceso de transduccion requiere enormes suministros celulares. Debido a ello, la
célula ha desarrollado una compleja maquinaria de regulacion para controlar la sintesis proteica
asi como la transduccion de mRNAs especificos que son cruciales para el crecimiento y la
proliferacion celular. Un miembro importante de esta compleja maquinaria de regulacion lo
constituye la via de sefalizacion del complejo mTOR (Mammalian target of rapamycin). Este
detecta y responde a la disponibilidad de nutrientes, energia, hormonas y mitogenos para

modular la sintesis de proteina (Ma and Blenis 2009).

Existen evidencia crecientes de que la desregulacién en la sintesis proteica puede
conducir a la tumorigenesis. Por lo que la inhibicion de la transduccién a través de la inhibicion
de la via de sefalizacion de mTOR se ha convertido en una prometedora opcién terapéutica.
Los primeros inhibidores de este complejo, rapamicina y sus derivados, mostraron propiedades
antitumorales como inhibicién de la proliferacion y la supervivencia asi como efectos

antiangiogenicos. Sin embargo, existe evidencia que demustran que dichas propiedades
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muestran una gran variabilidad. Esta variabilidad ha sido atribuida a un bucle de
retroalimentacion negativa en el cual cuando mTORC1 es activado se inhibe AKT, por lo que al
inhibir mMTORC1 se suprime este bucle de retroalimentacién negativa lo que conduce a la
activacion de AKT y sefiales intracelulares de supervivencia (Carracedo et al. 2008a; Tamburini
et al. 2008).

La via de sefalizacion (PISBK)/AKT/mTOR esta frecuentemente activada en canceres
humanos por lo que mTOR se ha validado como diana terapéutica. mTORC forma dos
complejos multiproteicas, mMTORC1 y mTORC2, los cuales regulan el crecimiento celular,
metabolismo, proliferacion y supervivencia (Ma and Blenis 2009). La rapamicina y sus analogos
inhiben parcialmente mTORC a través de union alostérica a mTORC1 pero no a mTORC2.
OSI-027 y PP242 son inhibidores selectivos y potentes de mTORC1 y mTORC2. Muestran una
mayor selectividad hacia mTORC que hacia PI3Ka, PI3KB, PI3Ky, y DNA-PK e inhiben la
fosforilacién de sustratos de mTORC1 como 4E-BP1 y S6K1, asi como sustratos de mTORC2
como AKT en diversos modelos de tumores humanos tanto in vitro como in vivo (Gupta et al. ;
Zeng et al. 2012). Estos farmacos son capaces de inhibir la proliferacion de varias lineas
sensibles y resistentes a la rapamicina, asi como inducir muerte celular en lineas tumorales que
muestran activa la via de sefalizacion PI3K—AKT. Estos farmacos logran evitar la activacion de
AKT como respuesta a la inhibicion de mTORC1 lo que explica en parte su mayor efectividad

comparados con la rapamicina (Bhagwat et al. 2011; Hoang et al. 2012).

2.2.7.-Inhibidor de Jak

La IL-6 y las vias de sefalizacion activadas por ella tienen un papel clave en la
patofisiologia de esta enfermedad. La via de sefalizacion dependiente de JAK tras la
activacion por la IL-6 tiene un importante funcion proliferativa, de supervivencia y de resistencia
a diferentes farmacos. La linea de mieloma multiple U266 muestra resistencia a un gran
numero de farmacos. Datos recientes indican que la activacion constitutiva de la via de
sefalizacion de STAT3 conduce a resistencia a la apoptosis en esta linea (Catlett-Falcone et al.
1999b).

La familia de las proteinas STAT son factores de transcripcidon citoplasmaticos que se
unen a secuencias especificas reguladoras de la transcripcion en los promotores de los genes
dianas (10-12). Estas son reguladas por fosforilacion de tirosinas que conduce a homo y/o
heterodimerizacion con otras proteinas STAT y traslocacién al nucleo. La familia de las tirosina
quinasas Janus (JAK), que incluyen a JAK1, JAK2, JAK3, y TYK2 median la fosforilacién en
tirosina de las proteinas STAT (Bommert et al. 2006). La activacion de las STAT es también
inducida por diversas oncoproteinas incluidas v-src, v-abl, v-fps, v-fes, and v-eyk. Ha sido
demostrado que muchos tipos de tumores humanos expresan constitutivamente las proteinas
STAT3, STATS o STAT1 activada. STAT3 regula positivamente la transcripciéon de la proteina
antiapoptoticas Bcl-X, y controla la supervivencia dependiente de IL-6 de la linea U266 (Catlett-
Falcone et al. 1999b; Chim et al. 2004).
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En respuesta a estimulaciéon con citoquinas Jaks activa a STAT3 a través de la
fosforilacion en las Tirosina-705. Adicionalmente la fosforilacion en la serina-727 parece ser la
responsable de un incremento en la actividad transcripcional. La inhibiciéon de la expresion de
STAT3 induce apoptosis en células cancerigenas de prostata, linfocitos y astrocitos. La
activacion de STAT3 resulta en la sobreexpresion de varios genes involucrados en la
proliferacion y supervivencia celular, tales como Bcl-2, Bcl-X., Mcl-1, ciclin-D1 and c-Myc (25-
27.)

Ruxolitinib es un potente y selectivo inhibidor competitivo con el ATP de las quinasas
JAK1 y JAK2. Tiene una ICs, de 3.3nM y 2.8nM respectivamente y no inhibe significativamente
otras quinasas intracelulares a concentraciones 100 veces superiores a la de inhibicion de las
quinasas JAK1/2 (Eghtedar et al. 2012). Este farmaco inhibe la sefializacion de JAK inducida
por citoquinas en células transformadas e Inhibe la sefializacion de factores de crecimientos
por inhibicién de la fosforilacion de STAT al ser capaz de inhibir JAK1/2 en su foma natural
como mutada. Este farmaco ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento la mielofibrosis
donde induce una rapida y sostenible reduccion de la esplenomegalia asi copmo de otros
sintomas (Deisseroth et al. 2012). En estos pacientes se ha observado una incidencia de un
50% de la mutacion de JAK2 V617F lo que induce una activacion constitutiva de esta enzima
(Barosi et al. 2007).
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Cultivos celulares

3.1.1.- Materiales y medios de cultivo celulares

Durante esta tesis se emplearon diferentes medios de cultivos segun los requerimientos
de las lineas empleadas. Para las células en suspensién se empleé RPMI 1640, de Gibco™,
Invitrogen (Barcelona, Espafia). Para obtener el medio completo se suplementd con 5-15% de
suero fetal bovino (SFB) de Gibco. Para las células adherentes se emple6 DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino. También se adicioné L-glutamina 2mM, penicilina

100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml de Sigma, Madrid, Espana.

Los frascos de cultivo empleados, asi como el resto del material plastico estéril (placas
de 6, 12, 24 6 96 pocillos, tubos Falcon, pipetas, etc.) procedieron de TPP, Suiza. Los tubos
criogénicos utilizados fueron de Nunc, Dinamarca. Los filtros de 0.22 ym de tamafio de poro
(Acrodisc) utilizados para la esterilizacion de soluciones fueron de Pall Corporation, USA. El
dimetilsulféxido (DMSO) procedié de Sigma. Las soluciones Ficoll-PaqueTM Plus y Percoll se
obtuvieron de GE Healthcare (Barcelona). Todas las manipulaciones de las células se
realizaron en campanas de flujo laminar vertical, Telstar, Espafa, y para esterilizar el material
se utilizo la autoclave de Autester, Mod 4376, Selecta, Espafia. Las células fueron cultivadas

en un incubador de CO, termostatizado de Heraeus Cell, Alemania.

3.1.2.- Lineas celulares utilizadas

Se emplearon las lineas establecidas de mieloma multiple humano RPMI 8226, U266
(clon B1), NCI-H929, MM.1S, OPM-2 y las sublineas derivadas MM.1S/Bcl-xL, RPMl/vector,
RPMI/Mcl-1, RPMI/Bcl-xL, RPMIshNoxaF8, MM.1S/Mcl-1, MM.1S/Bcl-xL, todas obtenidas en
nuestro laboratorio. También se empled la linea establecida IM-9 de leucemia tipo B y las
lineas de leucemia linfoblastica aguda humana Jurkat, y las sublineas derivadas de esta:
Jurkat/Bcl-xL, Jurkat/Bcl-2, Jurkat/Neo, Jurkat/pLTHV, Jurkat/shBak, Jurkat/shBeclina-1,
Jurkat/shBim y Jurkat/CrmA. Todas estas lineas crecieron en suspension.

Ademas se emplearon las lineas de fibroblastos embrionarios de raton MEF 3T9,
MEF/LC3-GFP, MEF/shBak-shBax, MEF/shATGS5, la linea de fibroblastos embrionarios de
rindn humano 293T y la lineas de células estromales HS-5. Estas células crecen de forma

adherente.

e La linea RPMI 8226 fue amablemente proporcionada por la Dra. Martine Amiot,
INSERM U463, Nantes, Francia.

e Laslineas MM.1S y 293T, por el Dr. Atanasio Pandiella, Centro de Investigacion
del Cancer, Salamanca, Espafia.

e Las lineas U266, IM-9 y NCI-H929, por el Dr. Antonio Campos Caro, Hospital
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Puerta del Mar, Cadiz, Espana.

¢ La linea OPM-2 fueron obtenidas de Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ), Alemania.

e La linea Jurkat, clon E6-1 fue obtenida de American Type Culture Collection
(ATCC), USA.

e Las sublineas RPMIl/vector, RPMI/Mcl-1, RPMI/Bcl-xL, RPMIshNoxaF8,
MM.1S/Bcl-xL, MM.1S/Mcl-1, Jurkat/pLTHV, Jurkat/shBak, Jurkat/shBeclina-1,
Jurkat/shBim, fueron generadas en nuestro laboratorio mediante infeccion
lentiviral o retroviral (Galan-Malo 2010).

e Las sublineas Jurkat Neo, Jurkat Bcl-2 y Jurkat/CrmA fueron amablemente
cedidas por el Dr. Daniel Jonhson,University of Pittsburgh, USA.

e La sublinea Jurkat BcIXL fue amablemente cedida por el Dr. Santos A.
Susin,INSERM, Paris.

e La linea HS-5 fue amablemente cedida por el Dr Reinhard Wallich, Instituto de
Inmunologia, Universidad de Heidelberg, Alemania.

e Las lineas MEF 3T9, MEF/LC3-GFP, MEF/shBak-shBax, MEF/shATGS fueron

amablemente cedidas por la Dr. Cristina Mufoz-Pinedo de IDIBELL, Barcelona.

3.1.3.- Mantenimiento de cultivos celulares

Todas las lineas celulares se cultivaron rutinariamente en frascos de cultivo de 25 cm?
(volumen maximo de células en suspension, 20 ml) 6 75 cm?® (volumen maximo de células en

suspension, 40 ml).

Todas las células se sembraron a una densidad de 15 x 10* cel/ml, excepto las de
mieloma que se sembraron a una densidad minima de 30 x 10* cel/ml. Todas las lineas de
mieloma y las HS-5 se cultivaron en medio completo con 10% SFB. Mientras que las lineas de
leucemia linfoblastica aguda humana y sus sublineas se cultivaron en medio completo con 5%
SFB. Las células adherentes de MEF y sus sublineas asi como las 293T se cultivaron con
DMEM 10% SFB.

Las células se cultivaron en un incubador termostatizado, a 37°C, en aire saturado de
humedad y con un 5% CO,. A los 3 6 4 dias de cultivo, alcanzada una densidad menor de 1 x
10° cel/ml, se realizd el pase de los cultivos. Todas las manipulaciones con células se
realizaron en campanas de flujo laminar vertical en condiciones estériles. El material de vidrio
usado en la manipulacion de las células se esterilizd previamente en una autoclave durante 20-
30 minutos a 1,2 atm de presion y las disoluciones afiadidas a los cultivos se esterilizaron

usando filtros de 0.22 uym.

3.1.4.- Congelacion y descongelacién de lineas celulares

Aproximadamente 6x10° células se centrifugaron a 1200 r.p.m durante 5 minutos, se
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elimind el sobrenadante, se resuspendieron en 500 pl de medio completo conteniendo un 7,5%
de DMSO y se trasvaso el contenido a un criotubo de congelacion estéril. Los viales fueron
introducidos rapidamente en un congelador a -80°C. Pasadas al menos 24 horas, los viales se

almacenaron en un contenedor de nitrégeno liquido (-196°C) hasta su utilizacion.

Para descongelar las células, se afadié lentamente a los criotubos un pequefio volumen
de medio completo, hasta la descongelacién de las células. En este momento, la suspensién se
anadié a aproximadamente 10 ml de medio completo, y rapidamente se centrifugd a 1200 r.p.m
durante 5 minutos. Tras la centrifugacion y la eliminaciéon del sobrenadante, se resuspendio el
pellet de las células en 5-10 ml de medio completo, segun la cantidad de células congeladas.

Una vez las células se recuperaron de la descongelacion, se sembraron a la densidad normal.

3.1.5.- Co-cultivo de células estromales con células de
mieloma multiple

Las células MM.1S fueron co-cultivadas con la linea de células estromales humanas HS-
5. Las células estromales HS-5 fueron sembradas aproximadamente al 50% de confluencia e
incubadas durante la noche a 37°C en placas de 96 pocillos. Al dia siguiente, las células
MM.1S fueron adicionadas a la capa de células estromales ya formadas a razén de 30 000
células por pocillo aproximadamente, permitiendo que se adhirieran durante 24h en medio
RPMI 1640 completo. Las células no adheridas se eliminaron mediante un lavado suave y
posteriormente se adicionaron 200 uL de medio completo con diferentes concentraciones de

sorafenib.

Tras 24 horas de exposicidon al sorafenib, las células fueron tripsinisadas, lavadas con
PBS e incubadas durante 15 minutos con un anticuerpo anti-CD38 que marca especificamente
las células de mieloma multiple y se analizaron las células por citometria de flujo. De esta forma
se diferenciaron las células HS-5 de las MM.1S para posteriores analisis de muerte celular
(apartado 3.2.5).

3.2.- Estudio de proliferacién, citotoxicidad, apoptosis y

necrosis celular

3.2.1- Materiales y reactivos para estudios de proliferaciéon y
citotoxicidad

El azul Trypan procedié de Sigma al igual que el bromuro de dimetil-tiazolil-tetrazolio
(MTT) que se utiliz6 como una solucion estéril de 5 mg/ml preparada en suero fisiologico (PBS:
NaCl 0.15 M, fosfato potasico 0.01 M, pH 7.4). Los péptidos inhibidores de proteasas
benciloxicarbonil-Leu-Glu-His-Asp-fluorometilcetona (Z-LEHD-fmk), benciloxicarbonil-Asp-Glu-
Val-Asp-fluorometilcetona (Z-DVED-fmk), benciloxicarbonil-lle-Glu-Thr-Asp-fluorometilcetona
(Z-IETD-fmk) procedieron de BD Biosciences, Madrid, Espafia, mientras el benciloxicarbonil-
Val-Ala-DL-Asp-fluorometilcetona (Z-VAD-fmk) fue de Bachem, Bubendorf, Suiza.
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La poli-L-lisina fue proporcionada por Sigma y el colorante Hoechst 33342 por Molecular

Probes, Leyden, Holanda.

La Anexina V marcada con fluoresceina (Anexina-FITC), con ficoeritrina (Anexina-PE) o
con DY634 (Anexina-DY634) y el kit basado en la tincion con yoduro de propidio (Pl) para
analizar la distribuciéon de células en las distintas fases del ciclo celular fue de Inmunostep,
Salamanca. La Anexina V marcada con APC (Anexina-APC) procedi6 de BD Biosciences,
Madrid, Espafa. Las sondas fluorescentes yoduro de 3,3 -dihexiloxacarbocianina (DiOCg(3)), el

tetrametilrodamina metil éster (TMRE) procedié de Molecular Probes/Invitrogen.

3.2.2.- Farmacos citotéxicos y citostaticos

El sorafenib fue proporcionado amablemente por Bayer, Alemania. Apo2L/TRAIL.0
(TRAIL.0), una versién recombinante de Apo2L/TRAIL que carece de la region transmembranal
y de las colas enddgenas (residuos 114-281) fue amablemente proporcionado por Genentech,
California, USA. El inhibidor del proteasoma bortezomib (Velcade®, PS-341) fue amablemente

proporcionado por Millenium Pharmaceuticals, Cambridge, Massachussets.

3.2.3.- Contaje y determinacién de la viabilidad celular

La determinacion de la viabilidad celular se realizé de forma rutinaria por contaje con azul
Trypan, un colorante capaz de penetrar en las células muertas por tener la membrana
plasmatica desestructurada, tifiendo de esta forma las células de color azul. Las células vivas y
las apoptéticas (que no sufren desestructuracion de la membrana plasmatica) no se tifien. Para
el contaje se mezclaron 50 pl de la suspension celular y 50 pl de la soluciéon de azul Trypan
(azul Trypan al 0.4% en NaCl 0.15 M), se deposité la mezcla en una camara Neubauer y se

realizé el contaje en un microscopio 6ptico.
Calculos para determinar la densidad celular:

(N2 células viables X factor de dilucién x 10*)
N¢ de cuadrantes contados

Densidadcelular =

Siendo 10* el factor de correccion por el volumen de la camara.
Determinacion de la viabilidad celular:

i i N2 células viables
% de células viables = N® células totales x 100

Siendo las células totales las células vivas + células apoptoéticas + células muertas.

Todos los experimentos con las células se realizaron partiendo de una viabilidad celular

de al menos un 90%.

3.2.4.- Determinaciodn de la proliferacion celular
Para determinar la proliferacion celular tras el tratamiento con drogas citotdxicas se utilizd
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una modificacion del método de Mossman (Alley et al. 1988) Este método relaciona el numero
de células viables con la cantidad de cristales de azul formazan insolubles en medio acuoso
que se produce por oxidacion del bromuro de dimetil-tiazolil-tetrazolio (MTT). La cantidad de
cristales formados es proporcional a la proliferacién celular, lo que incluye tanto inhibicion del
crecimiento como muerte celular. Para poder distinguir entre ambos efectos se realizo,

simultdneamente al MTT, un contaje con azul Trypan.

Las células se cultivaron a una densidad de 3x10° cél/ml en placas de 96 pocillos de
fondo plano, con un volumen de 100 pl/pocillo y al menos 4 pocillos por punto experimental, en
ausencia o presencia de diferentes concentraciones de droga citotdxica. El cultivo se incubd en
la estufa durante 24 y 48 horas. Transcurrido este tiempo se afadié a cada pocillo 10 uyl de una
disolucion de MTT (5 mg/ml) con una pipeta de repeticion. Las placas se incubaron 2-3 horas a
37°C y se centrifugaron 30 minutos, a 3500 r.p.m. Se eliminé el sobrenadante de los pocillos
por inversion rapida y enérgica de la placa sobre papel de filtro. Los cristales de formazan se
disolvieron afiadiendo a cada pocillo 100 yl de DMSO y agitando en una placa vibradora,
(Bioblock, Francia). Se midi¢ la absorbancia de los pocillos a 550 nm en un lector de placas,
MR5000, Dynatech, U.S.A., frente a los blancos apropiados (medio de cultivo sometido al
mismo procedimiento que los cultivos celulares). Los resultados se presentaron como
porcentaje de crecimiento de las células expuestas a las distintas concentraciones de la droga

citotoxica frente al control, constituido por los cultivos sin droga.

3.2.5.- Determinacién simultanea del potencial mitocondrial
(AW,,) y la translocacion de fosfatidilserina

El potencial de membrana mitocondrial (AW,,) es generado por el gradiente de protones
(H") entre la matriz mitocondrial (cargada negativamente) y el espacio intermembrana (cargado
positivamente). El potencial mitocondrial de las células en condiciones normales es alto y
constante (~ 130 mV), pero disminuye en las primeras etapas del proceso apoptético, como
consecuencia de la despolarizacion de las mitocondrias. Para la medida de este potencial se
utilizé la sonda fluorescente verde lipofilica DiOCg(3) (Aaps=485 nm, A,»,=505nm) que esta
cargada positivamente, por lo que se acumula en la matriz mitocondrial de las células viables.
Cuando desciende el valor del potencial, es decir, en las primeras etapas de la apoptosis,
desciende la cantidad de sonda retenida en la matriz, disminuyendo la fluorescencia. Dado que
las sublineas RPMl/vector, RPMI/Mcl-1, RPMIshNoxaF8 y MM.1S/Mcl-1 expresan también la
proteina GFP introducidas en el vector de infeccién lentiviral como control de estas. En estas
células hemos utilizado como sonda alternativa al DiOCg(3) el TMRE, una sonda con la misma

funcién pero que emite fluorescencia roja (Aaps=549 Nnm, A =574 nm).

Cuando la célula ya esta en un proceso de apoptosis mas avanzada, se produce la
exposicion de fosfatidilserina desde la cara interna de la membrana plasmatica a la cara
externa, lo que conduce, en condiciones fisiolégicas, a la fagocitosis de la célula apoptoética por

los macréfagos. La exposicion de fosfatidilserina es, pues, un evento indicador de apoptosis.
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Para medir la translocacion de fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmatica, se
utilizé Anexina V, una proteina que une especificamente este fosfolipido. Hemos utilizado
Anexina V unida tanto a la molécula fluorescente roja PE (ficoeritrina) (A,,s=480-565 nm,
Aem=578 nm), como a la molécula fluorescente verde FITC (isocianato de fluoresceina)
(Aabs=490 nm, A.,=514 nm). El tener dos sondas que emiten a longitudes de onda diferentes,
tanto para analizar el potencial de membrana mitocondrial como la exposicion de fosfatidil
serina, nos permite medir los dos parametros simultaneamente en una misma célula,

combinando estas sondas de forma que no interfieran entre ellas.

Las células (3x105), control y tratadas, se recogieron en tubos eppendorff y se incubaron
en 200 pl de una dilucion 2 nM de la sonda DiOCg(3) en un tampon éptimo para el
funcionamiento de la anexina V (Hepes/NaOH 10 nM pH 7.4, NaCl 140 mM, CaCl, 2.5 mM) y
que llamaremos ABB (Annexin Binding Buffer). Conjuntamente, se afiadieron 0.5 yl de Anexina
V-PE (0.1 pyg/ml) y se incubaron durante 15 minutos a 37 °C y en oscuridad para permitir la
entrada de la sonda DiOCg(3) a las mitocondrias y la unién de la anexina a la fosfatidilserina en
la membrana. Finalmente, las muestras se diluyeron con un volumen variable del tampon ABB
(dependiendo del numero de células que se tuvieran) y se analizaron en un citdmetro de flujo.
Los resultados obtenidos por citometria se analizaron utilizado los programas informaticos Cell

Quest y Weasel.

En el caso de las sublineas modificadas, el protocolo fue exactamente el mismo, pero
utilizando TMRE para medir el potencial mitocondrial (25 nM en ABB) y Anexina-V APC o
DY634 (1 ul) para determinar la exposicion de fosfatidilserina. Este mismo protocolo se utilizé

para las lineas celulares RPMI ya que estas células unen inespecificamente la ficoeritrina (PE).

3.2.6.- Citometro de flujo

Durante esta tesis se usaron dos citometros de flujos analizadores. EI FACScan BD y el
FACSCalibur. Abos citometros cuentan con el laser de 488 nm pero el FACSCalibur cuenta
ademas con el laser de 633 nm, por lo que éste Ultimo tiene cuatro canales de deteccién

mientras que FACScan BD solo tres, ademas del FSC y SSC.

Excitacion con el laser de 488 nm.

FSC Forward Scatter = tamano celular

SSC Side Scatter = Granulocidad

FL1 Verde (530 £ 15 nm)

DiOCq(3), FITC, Alexa488, GFP, YFP, CFSE, Fluo-4.
FL2 Naranja (585 + 21 nm)

TMRE, R-PE (PE), Cy3, Alexa555, PI.

FL3 Rojo (670 nm)
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7AAD, PerCP, PerCP-Cy5.5, RFP

Excitaciéon con el laser de 633 nm.

FL4 Rojo (661 £ 8 nm)

APC, Alexa633, Alexa647, DY634

3.2.7.- Analisis del ciclo celular

Se analizé el efecto del sorafenib en la distribuciéon del ciclo celular, ya que muchas
drogas citotdxicas producen parada en el ciclo celular, bien en la fase Gy/G;, bien en la fase
G./M, lo que explica el efecto inhibidor del crecimiento de la mayoria de ellas. Se recogieron
1x10° células y se lavaron en 500 pl de PBS. Tras el lavado, las células se fijaron con 1 ml de
etanol al 70% preenfriado en hielo. El etanol se afiadid gota a gota sobre las células,
mezclandolas suavemente con un vértex para resuspender las células y evitar la formacion de
agregados. Una vez fijadas, las células se pueden guardar a -20°C hasta su andlisis, y de
hecho, es aconsejable mantenerlas a esta temperatura al menos 24 horas antes de seguir con
el protocolo. Si no se guardaron, se incubaron 30 minutos a 4°C. Posteriormente, las células se
lavaron con 500 ul de PBS, se centrifugaron 10 minutos a 3000 r.p.m. a 4°C y se
resuspendieron en 100 ul de la solucion de PI/RNasa. Tras una incubacion de 15 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad, las muestras fueron analizadas en el citémetro de flujo y

los datos se procesaron con el software Modfit.

3.3.- Anadlisis de la expresién de proteinas

3.3.1.- Materiales y reactivos para analisis de la expresion de
proteinas
3.3.1.1.- Reactivos para la extraccion e inmunoprecipitaciéon de

proteinas

Para la obtencién de proteinas de extractos celulares totales se utilizaron los siguientes
productos: Triton X-100, Tris/HCI, sacarosa, EDTA, ortovanadato sédico (Na3zVO,), pirofosfato
sédico (NasP,0s), fluoruro de fenilmetilsulfonio (PMSF), fluoruro de sodio (NaF), leupeptina, B-
mercaptoetanol, digitonina, DTT, azul de bromofenol y solucidon de lisis RIPA, todos ellos
proporcionados por Sigma, Madrid, Espafia. El cloruro de sodio (NaCl) y el dodecilsulfato de
sodio (SDS) fueron de Merck, y el glicerol, de Scharlau. El coctel de inhibidores de proteasas

procedio de Roche.

3.3.1.2.- Materiales y reactivos para electroforesis de proteinas y

transferencia a membranas

Para la electroforesis de proteinas se emplearon los siguientes productos: 30%
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acrilamida/bisacrilamida proporcionada por BioRad, persulfato aménico procedente de Serva
(Heilderberg, Alemania). N,N,N,N’- tetrametiletiiendiamina (TEMED) y rojo Ponceau
procedentes de Sigma y marcadores de pesos moleculares coloreados Novex® Sharp Pre-

stained Standars suministrados por Invitrogen.

En la transferencia de proteinas a membranas se utilizaron: membranas de nitrocelulosa
(Hybond C-extra) proporcionadas por GE Healthcare, metanol (grado HPLC) procedente de

Panreac y glicina y Tween 20 obtenidos de Sigma.

Para el lavado de las membranas se utilizd NaCl, procedente de Merck y Tris, Tween 20

y timerosal, todos ellos de Sigma.

3.3.1.3.- Anticuerpos y reactivos inmunoquimicos

Anticuerpos primarios utilizados en Western Blot

Anticuerpo Tipo, Especie, origen Dilucién Proveedor
a-tubulina Mc, ratén, clon B51-2 1/10000 Sigma
B-actina Mc, ratén, clon AG15 1/10000 Sigma
Bcl-xL/S Pc, conejo, sc-1041 1/500 Santa Cruz
Bcl-xL Pc, conejo 1/1000 Cell Signaling
Bcl-2 Pc, conejo, sc-783 1/500 Santa Cruz
Beclina 1 Mc, ratén, clon 20/beclin 1/1000 BD Biosciences
Bid Pc, cabra, AF860 1/250 R&D Systems
Bik Pc, cabra, sc-1710 1/1000 Santa Cruz
Bim Pc, conejo, N°Cat.202000 1/1000 Calbiochem
Caspasa 3 Pc, conejo 1/1000 Cell Signaling
Caspasa 3 activa Pc, conejo 1/1000 Cell Signaling
Caspasa 8 Mc, ratén, clon 5F7 1/500 MBL
Citocromo ¢ Mc, ratén 1/1000 BD Biosciences
Erk 2 Pc, conejo 1/10000 Santa Cruz
FLIPL/S Mc, ratén, NF6 1/500 Alexis
FADD Pc, cabra 1/500 Santa Cruz
LC3-B Pc, conejo 1/1000 Sigma
Mcl-1 Pc, conejo, sc-819 1/1000 Santa Cruz
Noxa Mc, ratén, clon 114C307.1 1/250 Abcam
pAkt (s473) Conejo 1/5000 C.1.C. Salamanca
p4E BP Conejo 1/2000 Cell Signaling
pErk 1/2 Ratén 1/5000 Santa Cruz
pGsk 3 Conejo 1/2000 Santa Cruz
pMek 1/2 Conejo 1/5000 Santa Cruz
pS6 Conejo 1/20000 Santa Cruz
pStat 3 Mc, Ratén, clon 4/P-STAT3 1/1000 BD Biosciences
pStat 5 Mc, Ratén, clon 47 1/1000 BD Biosciences
Puma Pc, conejo, N° Cat.4976 1/500 Cell Signaling
Survivina Pc, conejo, NB500-201 1/2000 Novus
XIAP Mc, ratén, clon 28 1/250 BD Biosciences

62




MATERIALES Y METODOS

Los anticuerpos secundarios dirigidos contra las IgGs de conejo, raton o cabra, marcados
con fosfatasa alcalina o con peroxidasa, procedieron de Sigma, Madrid, Espafa. Los reactivos
utilizados para el revelado por quimioluminiscencia (ECL) fueron Immobilon Western
Chemiluminescent HRP/PA Substrate, de Millipore y el film usado para dicho revelado fue

Hyperfilm ECL, de GE Healthcare. Los liquidos de revelado y fijado fueron de AGFA.

Relacién de los anticuerpos primarios utilizados en citometria de flujo.

Anticuerpo Especie, origen C‘Z:;‘:g&’:gl')” Proveedor
Bak Mc,raton, clonTC100 3 Calbiochem
Bax Mc, ratén, clon 6A7 1 BD Biosciences
Citocromo ¢ Mc, ratdn, clon 6H2B4 0.5 BD Biosciences
19G2, Me, r&ggégg Cat. 3 Invitrogen
9G4 Mc, raton, N° Cat. MG100 1 Invitrogen
Caspasa 3 activa (FITC) Pc, conejo 20 BD Biosciences
CD19-PE Mc,ratén clon HIB19 20 BD Pharmingen
CD38-FITC Mc,raton clon HI72 20 BD Pharmingen
CD38-PE Cy5 Mc, ratén, clon HIT2 20 BD Pharmingen
CD38-Tricolor Mc, ratén, clon HIT2 20 Caltag
CD38-APC Mc, ratén, clon HIT2 20 Invitrogen
CD45-PE Mc,ratén clon HI30 20 Caltag
CD45-PECy5 Mc,ratén clon HI30 20 BD Pharmingen
CD45-APC Mc,raton clon HI30 20 BD Pharmingen
CD56-FITC Mc,raton clon BI59 20 Caltag
CD56-PE Mc,raton clon BI59 20 BD Pharmingen
CD56-APC Mc,raton clon BI59 20 BD Pharmingen
CD138-FITC Mc, ratén, clon MI15 20 BD Pharmingen

Los anticuerpos secundarios contra las IgGs de ratén, marcados con Alexa 488, se

obtuvieron de Invitrogen.

3.3.2.- Métodos para el analisis de proteinas por western blot

3.3.2.1.- Extraccion y fraccionamiento de lisados celulares totales

con detergentes

Tras someter a las células a diversos tratamientos, se tomaron 5x10° células en tubos de
fondo cénico y se centrifugaron 5 minutos a 1200 r.p.m. Se eliminé el sobrenadante, se lavaron
con 1 ml de PBS y se transfirieron a tubos eppendorff. Se anadieron 100 ul de solucion de lisis

y se incubaron 30 minutos a 4 °C en bafio de hielo. Se utilizaron dos tipos de tampones de lisis:

Solucién de lisis 1x: Se utilizé para la extraccién de proteinas citoplasmaticas. Esta
compuesto de: Tritén X-100 al 1% (v/v), Tris/fHCI 50 mM pH 7.6, EDTA 1 mM, ortovanadato
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sédico 1 mM, pirofosfato sédico 10 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonio 1 mM, fluoruro de sodio

10 mM, leupeptina 10 pg/ml, cloruro de sodio 150 mM vy glicerol 10 % (v/v).

Solucién de lisis RIPA: Se utilizé para extraer mejor todas las proteinas de la célula,
incluidas las mitocondriales y las nucleares. Esta compuesto de: Tris/HCI 50 mM pH 8, NaCl
150 mM, Igepal CA-630 (NP-40) 1%, deoxicolato de sodio 0.5% y SDS 0.1%.

Se utilizé una solucién u otra dependiendo de la localizacién celular de la o las proteinas
a detectar.

Los tubos se centrifugaron 5 min a 12000 r.p.m. a 4°C y el sobrenadante se transfirié a
otro tubo eppendorff, donde se anadieron ademas 50 pl de un tampon de carga concentrado
3x, con la siguiente composicion: Tris/fHClI 150 mM pH 7.4, SDS 3%, molibdato de sodio 0.3
mM, pirofosfato sddico 30 mM, fluoruro de sodio 30 mM, glicerol 30 % (v/v), B-mercaptoetanol
30% (v/v) y azul de bromofenol 0.06% (p/v).

Finalmente los lisados celulares se calentaron a 100 °C en un bafo seco (Selecta)

durante 5 min y se guardaron a -20°C hasta su utilizacion.

3.3.2.2.- Inmunoprecipitacién de proteinas

Esta técnica se utilizé para detectar proteinas que se encontraban a concentraciones
muy bajas y especificamente para Erk5 y pAkt. Se partié de 8x10° células, las cuales fueron
lavadas con PBS vy lisadas con tampdn de lisis frio (140 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7.0, 10 mM
EDTA, 10% glicerol; 1% Triton X-100, 10 uM pepstatina, 10 pug/ml aprotinina, 10 ug/mi
leupeptina, 1mM PMSF, 25 mM B-glicerofosfato, 10 mM fluoruro de sodioy 1 mM ortovanadato
de sodio). Las células lisadas fueron centrifugadas (10,000 x g, 10 minutos) y Erk5 y fosfo-Akt
fueron inmunoprecipitados del sobrenadante (1 mg de proteinas determinada por el ensayo de
Bradford) mediante anticuerpos contra estas proteinas los cuales se incubaron a 4°C overnight.
Posteriormente se adiciono proteina A-Sepharose. Los inmunocomplejos fueron recuperados
por centrifugacion y lavados 3 veces con 1 mL del tampén de lisis frio. Finalmente fueron

analizados por electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE y western blotting.

3.3.2.3.- Separacion de proteinas celulares mediante electroforesis

en geles de poliacrilamida con SDS

La separacion de proteinas celulares en funcién de su peso molecular se realizé por
electroforesis en geles de poliacrilamida que contenian SDS al 0.1%. El porcentaje de
poliacrilamida vari6 entre el 10 y el 15%, dependiendo del tamafo de las proteinas a analizar.
Las electroforesis se realizaron en cubetas de electroforesis de BioRad o Hoefer miniVE, GE
Healthcare. Las muestras de lisados se calentaron a 100°C durante 5 minutos, se centrifugaron
(30 segundos, 10000 r.p.m) y se cargaron en los pocillos del gel (10 pl / pocillo). Las
electroforesis se realizaron a un voltaje de 150 V durante ~ 2 horas.
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3.3.2.4.- Transferencia de las proteinas a membranas de PVDF

Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a una membrana de PVDF segun un
método previamente descrito (Talanian et al. 1997), utilizando un tampén de transferencia
compuesto de: Tris/HCI 48 mM pH 8.3, glicina 39 mM, SDS 0.037% y metanol 20 % (v/v), de
calidad HPLC. La transferencia se realizé en un equipo de transferencia semiseca de BIO-RAD
a 20 V y 400 mA durante 55 minutos. La eficacia de la transferencia se verificd tinendo la

membrana con rojo Ponceau.

3.3.2.5.- Andlisis de proteinas por inmunotransferencia y deteccion

de los inmunocomplejos

Las proteinas celulares fijadas en las membranas de nitrocelulosa se analizaron con la
ayuda de anticuerpos especificos, y los pesos moleculares relativos de las proteinas
detectadas, se calcularon en relacion a los marcadores de pesos moleculares estandar
coloreados Novex® (7ul/pocillo). Tras la tincion con rojo Ponceau, la membrana de nitrocelulosa
se bloqued con leche desnatada en polvo al 5% (p/v), disuelta en PBS, durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitaciéon. Una vez bloqueada, se lavd 3 veces durante 5 min con
una solucion de lavado que contenia: NaCl 0.12 M, Tris/HCI 10 mM pH 8.0, Tween 20 0.1 %
(p/v) y timerosal (0.1 g/L) en PBS pH 7.4 (denominada tampén B). Posteriormente se incubd
con el anticuerpo primario especifico (diluido en tampdn B, con un 2% de leche desnatada en
polvo) para detectar la proteina deseada. Las diluciones y el tiempo de incubacién se
determinaron en cada caso dependiendo del anticuerpo utilizado. Finalizada la incubacién, la
membrana se lavo abundantemente (3 veces durante 5 min mediante agitacion moderada en
tampon B) y se incubd esta vez con un anticuerpo secundario (diluido en tampon B con un 2%
de leche desnatada en polvo) durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacién suave. La
concentracion utilizada del segundo anticuerpo (marcado con fosfatasa alcalina o con
peroxidasa) fue de 0.2 ug/ml en todos los casos. Finalizada la incubacion, se retiré la solucion
de anticuerpo y se lavd la membrana 3 veces durante 5 min agitando moderadamente con

tampén B.

Quimioluminiscencia (ECL): esta basada en la deteccion de luz emitida tras la oxidacion

de un sustrato quimioluminiscente. El anticuerpo secundario puede estar marcado con HRP
(peroxidasa de rabano) o con PA (fosfatasa alcalina). La membrana se incub6 durante un
tiempo determinado con el sustrato para la HRP (en este caso el sustrato fue luminol), bien
para la PA (el sustrato fue el dioxetano modificado CPS-Star). Dichas enzimas catalizaron la
reaccion de oxidacion del sustrato, que emite luz al volver a su estado original. Esta luz es

captada por peliculas de tipo radiografico que posteriormente se revelan en un cuarto oscuro.

Después de las incubaciones con los anticuerpos y de haber lavado correctamente para
evitar la aparicién de fondo oscuro, la membrana se incubd, bien con una solucién de luminol

Immobilon Western Reagent (Millipore) durante 90 segundos, bien con una solucién de sustrato
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CPS-Star quimioluminiscente Immobilon Western (Millipore) durante 5 minutos.

Tras la incubacion, la membrana se transfiri6 a una funda de plastico transparente
encajada dentro de un casette de revelado radioldgico y se elimind por presion el exceso de la
mezcla de revelado. En un cuarto oscuro con iluminacion para revelado fotografico, se situé
una pelicula radiografica Hyperfilm ECL sobre la funda que contenia la membrana y se expuso
durante un tiempo determinado, que varié dependiendo del anticuerpo utilizado entre 10
segundos y 15 minutos. La pelicula radiografica se revelé acto seguido mediante inmersién
seriada en revelador, agua destilada y fijador. La preparacion de estos liquidos se realizé
segun las instrucciones del fabricante. El tiempo de revelado dependié del anticuerpo usado.
Tras el revelado las peliculas radiograficas se secaron al aire, se digitalizaron y se almacenaron

en bolsas de plastico selladas.

3.3.3.- Anadlisis de la expresion de proteinas por citometria

3.3.3.1.- Cambio conformacional de Bak y Bax

Para analizar el cambio conformacional de Bax y Bak se tomaron 2x10° células control y
tratadas, se lavaron con 1 ml de PBS, se resuspendieron en 500 ul de paraformaldehido al 4%
en PBS y se fijaron 15 minutos a 4 °C. Posteriormente, las muestras se lavaron en 1 ml de PBS
y se resuspendieron en 95 pl de saponina al 0.1% en PBS. Se afiadieron 5 ul de suero de
cabra y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente. Se afadidé el anticuerpo primario
adecuado en funcion de la proteina a analizar: 1 pl anti-Bax 6 3 pl anti-Bak. Como control se
utilizaron los isotipos correspondientes a cada uno de los anticuerpos: 3 ul de IgG,, (isotipo de
Bak) y 1 pl de 1gG; (isotipo de Bax). Se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente. Tras la
incubacion, se lavaron con 1 ml de PBS y se resuspendieron en 95 pl de saponina 0.1 % en
PBS con 5 % de suero de cabra. Se afiadieron 0.4 pl de anticuerpo Alexa 488 hecho en ratén
como anticuerpo secundario y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Posteriormente las muestras se lavaron con 1 ml de saponina 0.03 % en PBS, se

resuspendieron en 100 pl de PBS y se analizaron en el citdmetro de flujo.

3.3.3.2.- Determinacioén de caspasa 3 activa

Se tomaron 3x10° células, control y ftratadas, se lavaron con 1 ml de PBS, se
resuspendieron en 500 pl de paraformaldehido al 4% en PBS y se incubaron 15 min a 4°C.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron (30 segundos, 10000 r.p.m.), se lavaron con 1 ml
de PBS, y se resuspendieron en 95 pl de saponina 0.1% a los que se afiadieron 5 pl de suero
de cabra y 6 ul de anti-caspasa 3 activa-FITC. La incubacion se realizé durante 20 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad, tras la cual las muestras se centrifugaron, se lavaron con
saponina 0.03% y finalmente se resuspendieron en 100 pyl de PBS y se analizaron en el

citometro de flujo.
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3.3.3.2.- Determinacion de Citocromo ¢

Para detectar la salida del citocromo ¢ de la mitocondria se tomaron 1x10° células las
cuales fueron permeabilizadas transitoriamente con digitonina 50 yg/mL en PBS con KCI 100
nM durante 5 minutos en hielo. Seguidamente las muestras se diluyeron con 1 mL de PBS frio
y se centrifugaron a 5.500 rpm a 4 °C durante 3 minutos. Posteriormente las células se fijaron
con paraformaldehido al 4% en PBS y se incubaron 20 minutos a 4°C tras lo cual se lavaron
con PBS, se centrifugaron durante 3 minutos a 5.500 rpm a temperatura ambiente y se
resuspendieron en 100 pL de tampdn de bloqueo (albumina sérica bovina al 3% y saponina al
0.05% en PBS) y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo
se afadié 0.5 uL de anticuerpo contra citocromo ¢ y se incub6 durante toda la noche a 4 °C con
agitacion. Al dia siguiente, se lavo 2 veces con PBS y se resuspendié en 100 pyL de tampén de
bloqueo que contenia una dilucién 1/1000 de un anticuerpos secundarios contra las IgGs de
ratéon, marcados con Alexa 488. Se incub6 durante 20 minutos a temperatura ambiente y en

oscuridad, posteriormente se diluyé en PBS y se analizé por citometria de flujo.

3.3.4.- Analisis de la localizacién de proteinas por
microscopia de fluorescencia

Esta técnica se empled para determinar la localizacion de las proteinas tras el
tratamiento con farmacos inductores de apoptosis y/o autofagia. En el mismo marcaje se pudo
visualizar la condensacion de la cromatina y la fragmentacién del nucleo, indicadores de

apoptosis, utilizando la sonda Hoechst 33342.

Inicialmente se prepararon cubreobjetos cubiertos de polilisina segun el siguiente
protocolo: Se cogieron cubreobjetos redondos de ®13 mm, se lavaron en etanol y se dejaron
secar al aire. Se afiadieron 150 pl de una solucion 0.1% (p/v) de poli-L-Lys en H,O sobre una
de las caras los cubres y se incubaron 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se retird la
solucién con una micropipeta y se lavaron los cubres con agua milli Q. Una vez secos, se

esterilizaron por irradiacion con luz UV (254 nm) durante 15 minutos.

Se tomaron 5x10° células, control y tratadas y se centrifugaron 5 minutos a 1200 r.p.m.,
tras lo cual se lavaron en 1 ml de PBS y se fijaron con 1 ml de paraformaldehido al 4% en PBS
durante 15 minutos a temperatura ambiente. En una placa de 24 pocillos se afnadieron cubres
de poli-L-Lys con la cara tratada hacia arriba y sobre ellos las células fijadas. Las placas se
centrifugaron 5 minutos a 1200 r.p.m., para facilitar la adhesion de las células a las cubres. Se
elimino el paraformaldehido de los pocillos por aspiraciéon y se lavaron con 1 ml de PBS por
pocillo. Como en todos los casos estudiados la proteina que se analizé estaba fusionada con

otra proteina fluorescente, no se necesito realizar marcaje con anticuerpos

Se prepard una solucién de Hoechst 33342 diluido en Mowiol a una concentracion de 5
pg/ml.

Una vez los cubres estuvieron secos, en un portaobjetos se colocaron tantas gotas de la

67



MATERIALES Y METODOS

solucién de Mowiol como cubres. Los cubres se montaron, con la cara tratada hacia abajo,
sobre la solucion de Mowiol. Finalmente, se dejaron secar, y se conservaron a 4°C hasta su
analisis.

Las preparaciones fueron visualizadas en un microscopio de fluorescencia (E600/E400,
Nikon) provisto de un equipo de fotografia digital (DXM1200F, Nikon) y se analizaron con el

programa de fotografia Nikon ACT-1.

3.3.5.- Marcaje de antigenos de superficie

Se tomaron 2x10° células, se centrifugaron y se lavaron con PBS. Se resuspendieron en
100 ul de PBS o ABB, si también se iba a realizar un marcaje con anexina, y 0.2 % de albumina
bovina. Se adicionaron 4 pL del anticuerpo contra el antigeno que se deseara detectar. Se
incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, las muestras se
lavaron y se resuspendieron en 500 uL para analizarlas por citometria de flujo. Los anticuerpos
usados fueron contra CD138, CD38, CD45, CD56, CD19 o CD20. Se detectaron hasta 4
antigenos de superficie diferente combinandolos de forma que el fluorocromos al que estaban

conjugados tuviera un espectro de emisién que permitiera su analisis.

3.4.- Transfecciones transitorias

3.4.1.- Materiales y reactivos usados en las transfecciones
transitorias

El electroporador (Nucleofector®) y las cubetas de transfeccion fueron proporcionados
por Lonza (USA). La solucion de transfeccion Myrus® fue de Bionova, Espafia.Los oligos

utilizados, todos ellos sintetizados por Dharmacon (Lafayette, USA), fueron los siguientes:
Bim-siRNA: 5-GACCGAGAAGGUAGACAAUUG-3’
Bcl-x-siRNA: ON-TARGETplus SMARTpool BCL2L1
Beclin-siRNA: ON-TARGETplus SMARTpool BECN1
Puma-siRNA: 5-GCCTGTAAGATACTGTATA-3’

Lamin A/C-siRNA: 5-CTGGACTTCCAGAAGAACA-3’ (control negativo).

3.4.2.- Transfeccion mediante electroporacion con
Nucleofector®

Esta técnica se realizé con un equipo denominado Nucleofector® y se ha empleado para
silenciar genes de forma transitoria empleando RNAs de interferencia (small interference RNA
0 siRNA).

La interferencia por iRNA consiste en el silenciamiento postranscripcional de un gen

mediante el empleo de duplex de RNA de entre 21-23 nucledtidos y extremos 3’ protuberantes,
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llamados siRNAs, cuya secuencia es homdloga a parte de la secuencia del gen que se quiere
silenciar. Estos siRNAs forman complejos con un grupo de proteinas llamadas DICER dando
lugar al complejo denominado RISC (complejo RNA multiprotéico inductor del silenciamiento).
Este complejo se une al mMRNA complementario a la secuencia de los oligonucledtidos
sintéticos de RNA y lo destruye ocasionando el silenciamiento de la proteina codificada por
dicho mRNA.

Para que la transfeccién sea 6ptima, las células deben estar en la fase exponencial de
crecimiento. Por ello, las células se sembraron a una densidad de 2x10° cél/ml el dia anterior a
la transfeccion. Se tomaron 2x10° células por punto experimental, se centrifugaron y se
resuspendieron en 100 ul de la solucién de transfeccion Myrus®. Se anadio el siRNA a una
concentracion final de 20 nM y la mezcla se deposité en el interior de una cubeta de

transfeccion.

Para cada tipo celular se utilizd un programa distinto, segun las indicaciones del
fabricante. Asi, para la linea celular MM.1S se utilizé el programa O-23, mientras que para la
linea U266, fue el X-005 y para las RPMI 8226 y sus sublineas se empleo el programa G-16.
Se realiz6 el pulso electromagnético y posteriormente se trasvasaron las células a una placa de
6 pocillos con medio RPMI completo previamente atemperado. Tras 24 horas, parte de las
células se destinaron a comprobar, mediante Western Blot, la eficacia del silenciamiento. El
resto se incubaron con la droga sobre cuyo efecto nos interesa conocer el papel desempefado

por la proteina que hemos silenciado.

3.5.-Analisis de RNA

3.5.1.- Reactivos utilizados en el analisis de RNA

3.5.1.1.- Reactivos utilizados en la extraccion y cuantificacion de
RNA total

Para la obtencién de RNA total de las células se utilizaron conjuntamente el kit de
extraccion RNeasy Mini Kit y las columnas QlAshredder de Qiagen (lzasa, Espafia). Para

cuantificar el RNA obtenido se utilizé el espectrofotémetro NanoVue de GE Healthcare.

3.5.1.2.- Reactivos para la retro-transcripcion de RNA (RT-PCR)

Todos los reactivos utilizados, Oligo (dT), DTT, First Strand Buffer (5X), RNase OUT,
SuperSCRIPT II, dATP, dGTP, dTTP, dCTP, Buffer 10x, MgCl, 50 mM y Tag DNA polimerasa

fueron de Invitrogen.

3.5.1.3.- Reactivos usados para el analisis de mRNA mediante RT-
MLPA

Los niveles de mRNA de varias proteinas implicadas en la apoptosis se analizaron
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simultdneamente mediante la técnica de RT-MLPA (Retro-Transcription Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) utilizando el conjunto de reactivos incluidos en el SALSA MLPA
KIT RO11, suministrado por MCR-Holland (Amsterdam, Holanda). La transcriptasa reversa
utilizada fue la M-MLV de Promega (Madrid, Espana). El agua usada durante el proceso fue
tratada con Dietilpirocarbamato (DEPC), procedente de Sigma y autoclavada posteriormente

para garantizar la inhibicion de RNAsas.

3.5.1.4.- Reactivos utilizados en el analisis de RNA a tiempo real
(Real Time PCR)

Se utilizaron placas de 96 pocillos “Fast Optical 96-well reaction plate with Bacorde”,
coberturas adhesivas para cerrar las placas de 96 pocillos, Master Mix y TagMan® Gene

Expression Assay, todos ellos de Applied Byosystem.

La reaccion se llevd a cabo en el termociclador StepOne Plus Real Time PCR System
(Applied Biosystems) amablemente cedido por el Dr. Carlos Martin (Grupo de Genética de

Micobacterias, Universidad de Zaragoza).

3.5.1.5.- Productos utilizados para la electroforesis de DNA en gel de

agarosa

El TRIS-borato y el EDTA (tampoén TBE) fueron de Sigma, la agarosa, de Scharlau, el
tampoén de carga 6x procedi6 de Promega, SYBR® Safe DNA gel stain (10.000x) fue
proporcionado por Invitrogen y el marcador de pesos moleculares 100 pbLadder fue de
Biotools. La visualizacion de los geles se llevé a cabo con un transiluminador Gel Doc 2000

(BioRad) y se analizé mediante el programa Bio-Rad Multi-Analyst (PC versién 1.1).

3.5.2.-Métodos utilizados en el analisis de RNA

3.5.2.1.- Extraccion y cuantificacion de RNA total

Las células (5-10x106 células) se trataron con las drogas correspondientes y
posteriormente se aisld6 el RNA con el Kit Rneasy de Quiagen, usando las columnas
QlAshredder tras la lisis de las células, siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA se
cuantificé y se almacend a -80°C hasta su uso posterior. Como parametros de la calidad del
RNA obtenido se tuvo en cuenta la relacién entre las absorbancias a 260 y 280 nm
(A260/A280, que indicoé contaminacion proteica, estando la misma siempre en valores préximos
a 2 (debe encontrarse entre 1,9 - 2,1) y la relacién entre las absorbancias a 260 y 230 nm
(A260/A230), que indica contaminacion por solventes organicos, que estuvo siempre en valores

superiores a 1,8.
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3.5.2.2.- Retrotranscripcién del RNA a cDNA (RT)

Esta técnica se utilizé para obtener cDNA para analizar las variaciones que se producen
en el mRNA correspondiente a una proteina determinada tras los diversos tratamientos
realizados con los farmacos de estudio. Puesto que la enzima utilizada en las PCR amplifica
solo DNA, una vez se obtuvo el RNA total de las células, hubo que realizar una

retrotranscripcion (RT) para pasar el mRNA a cDNA.
Retrotranscripcion (RT)
Los reactivos que se afiadieron a cada muestra fueron:

e 1 plde Oligo (dT)

e 1yl de dNTP (10mM) (dNTP contiene los nucleétidos ATP, GTP, CTP y TTP en la
misma proporcion)

e 4yl First Strand Buffer (5X)

e 2uldeDTT

e 2 ulRNase OUT

e 1 plde SuperSCRIPT Il RT (SS II).

e 1ugde RNA

Se completé hasta 20ul con agua libre de RNasa.

La eficiencia de la SS Il es tal que todo el mMRNA pasé a cDNA. Tras la mezcla de todos
los componentes se realizé la RT en el termociclador. El programa fue el siguiente: 25° C

durante 10 minutos, 42° C durante 50 minutos y 70° C durante 15 minutos.

Una vez finalizada la RT, el cDNA obtenido se almacené a -20°C hasta su uso. Es
conveniente, no obstante, no guardarlo durante largos periodos de tiempo, ya que acaba

degradandose.

3.5.2.3.- Analisis de la expresion de RNA por RT-MLPA

La técnica RT-MLPA consistié en realizar una cuantificacion relativa de distintos RNAs
mensajeros simultaneamente, utilizando controles internos de referencia y muestras control

que, en nuestro caso, fueron las células sin tratar.

Las muestras de RNA obtenidas de las células sometidas a los diversos tratamientos se
procesaron segun el protocolo de MCR-Holland (Amsterdam, Holanda) con el kit SALSA MLPA
R011, siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad minima de RNA necesaria para
este método fue de 20 ng, aunque la mayoria de ensayos se llevaron a cabo con cantidades de
entre 50-200 ng.

Existen distintos kits comerciales que contienen diferentes grupos de sondas segun el
proceso celular a estudiar. En nuestro, caso, se detectaron 42 genes relacionados con la

apoptosis. El gen de referencia interno fue el mMRNA correspondiente a la glucuronidasa (GUS).
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La reaccion se llevd a cabo en un termociclador y consté de cuatro etapas, que se

desarrollaron siguiendo las instrucciones del fabricante:
a) Retrotranscripcion.
1 minuto a 80°C
5 minutos a 45°C
15 minutos a 25°C
15 minutos a 37°C
2 minutos a 98°C
b) Hibridacion.
15 minutos a 25°C
1 minuto a 95°C
16 horas a 60°C
c¢) Ligacion.
25 minutos a 54°C
5 minutos a 98°C
4°C
d) Amplificacion.
2 minutos a 95°C
30 segundos a 95°C
30 segundos a 60°C
1 minuto a 72°C
20 minutos a 72°C
4°C

Al finalizar la reaccion, los tubos se mantuvieron a 4°C hasta que se procesaron con el
secuenciador capilar 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). Una vez
procesadas las muestras, los datos obtenidos se analizaron con el programa PeakScanner, de

Applied Biosystems.

3.5.2.4.- Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Se preparo el gel de agarosa al 1% disolviendo la agarosa en 30 ml de TBE 1X mediante
hervido. Esta mezcla fue vertida en unos moldes para su gelificacion. Previamente a ésta, se

afadi6 SYBR a la agarosa (a una concentracion 1/10000) para tehir el DNA y poder
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visualizarlo. A la muestra de DNA se le afiadié el tampdn de carga coloreado para poder
conocer en todo momento la posicion del frente de la muestra. Para estimar el peso de los
fragmentos se utilizaron los marcadores de los pesos moleculares. La eleccién del marcador se
basoé en el tamafio del DNA de trabajo y en si se quiso cuantificar la muestra o simplemente
analizarla. En nuestro caso, se utilizé el marcador 100 pb DNA Ladder, con el que sélo se pudo

realizar un analisis cualitativo.

La electroforesis se realiz6 a 90V, 400mA durante 30 minutos. Se visualiz6 en el
transiluminador y se analizd el resultado mediante el programa informatico Bio-Rad Muti-

Analyst (PC versioén 1.1).

3.5.2.5.- Analisis de RNA mediante PCR en tiempo real (Real Time
PCR)

La PCR a tiempo real se utiliza para cuantificar el DNA. Para ello emplea, del mismo
modo que la PCR convencional, un molde de DNA, al menos un par de cebadores especificos,
dNTPs, un tampodn de reaccidon adecuado y una DNA polimerasa termoestable. A dicha mezcla
se le adiciona una sustancia marcada con un fluoréforo que, en un termociclador que albergue
sensores para medir fluorescencia tras excitar el fluoréforo a la longitud de onda adecuada,
permite medir la tasa de generacién de uno o mas productos especificos. Dicha medicion se

realiza tras cada ciclo de amplificacion, de ahi el nombre de PCR a tiempo real.

En la técnica de PCR se pueden utilizar fluoréforos no especificos o sondas moleculares

dependientes de la secuencia:

En las técnicas basadas en fluorocromos inespecificos se detecta la generacion
exponencial de DNA de doble cadena empleando un fluorocromo que se une
inespecificamente a aquél. Un ejemplo de colorante que permite esta deteccién es el SYBR
Green que, excitado mediante luz azul (Amax = 488 nm) emite luz verde (Amax = 522 nm). Posee
la ventaja de requerir sélo un par de cebadores para efectuar la amplificacion, lo que abarata

su coste; sin embargo, soélo es posible amplificar un producto en cada reaccion.

Las técnicas basadas en sondas especificas utilizan al menos un oligonucleétido
marcado fluorescentemente. Un tipo de sondas especificas son las sondas TagMan, que
permiten medir la generacion de productos de PCR mediante un sistema de sondas marcadas
mediante dos fluorocromos. Su utilidad radica en que poseen un fluoréforo en su extremo 3'y
una molécula en el 5' que bloquea su emision de fluorescencia (denominada en inglés
«quencher»); esta sonda marcada hibrida especificamente en la parte central del producto de
PCR a obtener. De este modo, cuando se efectia la PCR (con la sonda mas el par de
cebadores especificos), la sonda hibrida en el amplicon, pero, debido a la cercania del
fluoréforo al quencher, no se emite fluorescencia; cuando la polimerasa se topa con la sonda la
hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separacion del quencher

del fluorocromo y, por tanto, la emision de fluorescencia. Fluorescencia que es detectada por el
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equipo y que esta relacionada con la cantidad de amplicon producido.

La cuantificaciéon puede realizarse en términos absolutos o relativos. En el primer caso, la
estrategia es relacionar la sefial de amplificacion obtenida con el contenido en DNA empleando
una curva de calibrado; para este enfoque es vital que la PCR de la muestra y de los elementos
de la recta de calibrado posean una misma eficiencia de amplificacién. En el segundo caso, se
expresa el cambio en los niveles de expresién de RNA mensajero (mRNA) interpretado como
DNA complementario (cDNA, generado por retrotranscripcion del mRNA); esta cuantificacion
relativa es mas facil de realizar, puesto que no requiere curva de calibrado, y se sustenta en la
comparacion entre el nivel de expresion del gen a estudiar versus un gen control (también

llamado de referencia, interno o normalizador o, en inglés, housekeeping gene).

3.5.2.5.- Desarrollo de la PCR cuantitativa

En nuestro caso, se utilizd, como molde de la reaccion, el cDNA obtenido previamente
mediante retrotranscripcion de mRNA (acapite 3.5.2.2). Para detectar la fluorescencia se

utilizaron las sondas especificas TagMan.

Llevamos a cabo una cuantificacion relativa, utilizando B-glucuronidasa como gen interno
de referencia. Para poder cuantificar, se emplearon rectas patron compuestas de las células
control, es decir, sin el tratamiento con la droga. Del cDNA se realizaron diluciones seriadas del
cDNA usandose las siguientes concentraciones referidas a la cantidad total de cDNA: 500ng,
50ng, 5ng y 0,5 ng para algunos casos. Para otros se partié6 de 100ng de cDNA realizandose

las mismas diluciones.

Para todas las sondas analizadas se realizd una recta patron para la sonda problema y
para la glucuronidasa. De cada muestra se realizaron triplicados para cada punto, tanto para la
sonda problema como para el control endégeno. Como control negativo se usé una muestra de
agua libre de RNasas y también se realizaron triplicados. Siguiendo las instrucciones del

fabricante (Applied Biosystems), para cada muestra se prepard la siguiente mezcla:
10ul de Master Mix.
1ul de Sonda Tagman.

Se preparé una mezcla comun teniendo en cuenta el nUmero de muestras y se dispenso
11 upl de mezcla por muestra. Tras esto se afadié en cada pocillo 4 pl de muestra y 5 ul de

agua libre de RNAsas. La relacion de sondas empleadas fue la siguiente:

TagMan® Gene
Expression Assay Secuencia Referencia
Bim (Hs00375807_m1)
Puma (Hs00248075_m1)
Glucuronidasa TGACTGAACAGTCACCGACGAGAGT Hs99999908 m1
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Como soporte se emplearon las placas de 96 pocillos y se sellaron para la reaccion con

coberturas adhesivas.
La PCR se llevo a cabo segun las condiciones del fabricante:

10 minutos a 95°C

15 segundos a 95°C
} 40 ciclos
1 minuto a 60°C

La reaccion se llevd a cabo en el termociclador StepOne Plus Real Time PCR System
(Applied Biosystems) amablemente cedido por el Dr. Carlos Martin (Grupo de Genética de

Micobacterias, Universidad de Zaragoza).

3.6- Obtencidén y analisis de células obtenidas a partir de

muestras de médula ésea de pacientes con mieloma multiple

3.6.1.- Obtencion de células plasmaticas a partir de aspirados
de médula 6sea

Se obtuvieron células plasmaticas mielomatosas (MMs) a partir de aspirados de médula
O6sea de pacientes con mieloma multiple. Las muestras fueron proporcionadas por el Servicio

de. Hematologia del Hospital Clinico de Zaragoza.

La muestra de partida consistié en 0.5-1 ml de aspirado de médula ésea obtenido por
puncion en la cresta iliaca. En gran parte de las muestras existia contaminacion con restos de
tejido del estroma medular. Por ello, para evitar posibles conglomerados de granulocitos y otras
células que impidieran la total extraccion de las células mielomatosas, se realizaron dos
extracciones con Ficoll-Paque para cada muestra. En cada extraccién un volumen concreto de
la muestra diluida en medio RPMI completo se afiadid sobre el mismo volumen de Ficoll-
Paque. La adicién se realiz6 de forma lenta, evitando la mezcla de las dos fases. Se
centrifugaron los tubos a 1400 r.p.m. sin freno durante 20 minutos. Los anillos de células
mononucleadas (linfocitos T, linfocitos B, monolitos, células plasmaticas normales, células
mielomatosas, células del estroma de la médula, etc.) se aspiraron con una pipeta Pasteur y se
trasvasaron a un tubo que contenia 10 ml de medio RPMI completo. Se centrifugaron a 1200
r.p.m. durante 5 minutos, se elimin6 el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 3-5 ml de
medio RPMI completo. Se realiz6 el contaje de las células y se determinaron la viabilidad y la

densidad celular.

Una parte de las células se reservaron para realizar el inmunofenotipo (ver apartado
3.6.2) y el resto se sembraron a densidad de 5x10°® cél/ml en medio RPMI completo para

evaluar su sensibilidad a diferentes drogas citotéxicas.

Para mejorar la supervivencia in vitro de las células mielomatosas, se afadié 1000 U/ml

de interleuquina-6 (IL-6), una citoquina muy importante como factor de crecimiento para las
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células de MM.

3.6.2.- Inmunofenotipado y marcaje de células plasmaticas

Una caracteristica importante de las células de MM es su heterogeneidad, sobre todo en
cuanto a marcadores de membrana. Estos marcadores son muy utiles para distinguir células
mielomatosas (MMs) de células plasmaticas normales (PCs) y de linfocitos sanos, presentes en
la poblacion heterogénea de células mononucleares de médula 6sea obtenida con el método

anterior.

Para realizar el inmunofenotipado, se tomaron 2x10° células, se centrifugaron y se
lavaron con PBS. Se resuspendieron en 100 yl de ABB con 0.2 % de albumina bovina y la
suspension se dividié en dos tubos eppendorfs; a uno se le anadié la mezcla de anticuerpos A

y al otro, la mezcla B:
MezclaA : 4 pyl CD-138-FITC/ 4 ul CD-56-PE/ 4ul CD 45-PECy5/ 4 ul CD38-APC
Mezcla B: 4 ul anexina-FITC/ 4 ul 7-AAD/ 4 ul CD38-APC

Se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad, se lavaron con ABB y se
diluyeron hasta 1 ml con ABB y se analizaron en el citometro de flujo usando un protocolo de 4

colores especificamente disefiado para este fin.

Para evaluar la toxicidad de distintas drogas sobre la mezcla de células, se tomaron
2x10° células por punto, se centrifugaron y se lavaron con ABB. Se resuspendieron en 100 pl
de ABB + 0.2% albumina bovina y se afadio la mezcla B; se incubaron 15 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. La suspension se centrifugé y se resuspendio en 500 pl de

ABB y se analizo6 por citometria de flujo.

3.6.3.- Separacion de poblaciones celulares mediante MACS
(separacion celular basada en campos magnéticos)

En la realizacion de algunos experimentos se ha partido de muestras de pacientes, de la
cual nos interesaba estudiar solo la poblacion de células mielomatosas CD138". Para hacer
esto, se han separado las células de interés mediante anticuerpos anti CD138 unidos a
microesferas metalicas y posterior seleccion positiva en columnas colocadas en el interior de

un campo magnético (Miltenyi Biotec, Alemania).

Para ello, se resuspenden las células en PBS suplementado con 0,5% de BSA o SFBy 2
mM de EDTA (tampdén MACS) en una proporcion de 80 ul de tampén MACS por cada 1x10°
células. Posteriormente, se afiadié 20 ul del anticuerpo conjugado con microesferas metalicas,
se incubd 15 minutos a 4°C y se lavé con tampdédn MACS. A continuacion, se procedio a la
separaciéon en columnas de tipo LS (Miltenyi), segun las instrucciones del fabricante. Existen
dos tipos de separaciones, positiva y negativa. En la positiva, se afiade directamente el

anticuerpo conjugado que reconoce las células que se quieren separar, por lo que obtenemos
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las células que nos interesan unidas al anticuerpo. También se puede realizar la separacion
negativa, que consiste en afadir anticuerpos unidos a las microesferas, que reconocen todas
las poblaciones presentes en la mezcla excepto la que se quiere obtener. Salvo que se indique

lo contrario, en todos los casos se utilizé la separacion positiva.
3.7.-Sobreexpresiéon mediante infecciones retrovirales

Esta técnica se ha empleado para obtener células que sobreexpresen un gen de forma
estable. Consiste en la generacion de retrovirus capaces de integrar parte de su genoma en los
cromosomas eucariotas. El gen exégeno introducido en el genoma del virus se inserta en el
DNA de las células eucariotas y tras un clonaje por dilucion limite, se obtienen lineas celulares
estables que sobreexpresan el gen de interés. Se emplearon los vectores, pBave-mRFP-LC3
construido en nuestro laboratorio por Marta Pérez y la construccion MMP-1-AU1-BclXL

amablemente cedida por el Dr. X. Pimentel-Muifios (CIC Salamanca).

3.7.1.-Generacion de los retrovirus

Se empled la linea celular 293T como células empaquetadoras (ver apartado 3.1) y
ademas de los plasmidos que contienen las secuencias para modificar las células se

emplearon dos plasmidos mas:

-pMDG-VSV: Contiene las secuencias que codifican para las proteinas de envuelta del

virus).

-pNVUL-MLV-gag-pol (que contiene las secuencias codificantes para las proteinas de la

capside virica y la retrotranscriptasa del virus).

El protocolo seguido (Carvajal-Vergara et al., 2005) consistié en sembrar las células 293T
(1,8x10°%) en 3 ml de DMEM completo en placas de 60 mm. Tras 24 horas se afiadié a cada

placa 1 ul de cloroquina 25 uyM y se agitaron las placas suavemente.
Se prepararon las mezclas de transfeccion (1 ml) con los siguientes componentes:
2.5 ug de plasmido con el inserto.
2.5 yg de pMDG.2.
5ug de pNVUL-MLV-gag-pol.
61 ul de Ca Cl22M (Merk).

500 uyl de HBS 2X (NaCl 274 mM, Merck; Hepes 50 mM, Sigma; NazHPO4 1,5 mM,
Merck; pH 7).

Hasta 1 ml de H20 MilliQ estéril.

Se mezcld todo mediante burbujeo durante 15 segundos con una pipeta Pasteur provista
de filtro. Se dispensd gota a gota cada mezcla sobre su correspondiente placa, se agitaron las

placas suavemente y se mantuvieron en cultivo durante al menos 6 horas. Transcurrido este
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tiempo se sustituyo el medio de transfeccion por 4 ml de OptiMEM (GibcoTM, Invitrogen). Tras
48 horas mas en cultivo se recogieron los 4 ml de sobrenadante que contenian los virus y se
filtr6 mediante filtros de 0,22 ym (Pall Corporation, USA) para eliminar los restos celulares de
293T. La eficiencia de la transfeccion se comprobé mediante analisis por microscopia de

fluorescencia de la expresién de RFP o por Western blot.

3.7.2.-Infeccion de células eucariotas con retrovirus

Para cada infeccion se sembraron 1,5-2x10°células de la linea correspondiente en el
sobrenadante lentiviral. Se centrifugaron durante 2 horas a 1500 r.p.m y a 37°C. Se afadi6 a
cada infeccion una concentracion final de 6 yg/ml de polibreno (Sigma) para incrementar la
eficiencia de infeccién de los lentivirus. Tras la centrifugacién se resuspendieron las células en
medio completo y se incubaron 48 horas. Transcurrido este tiempo se analizé la eficiencia de la
infeccion mediante analisis por microscopia de fluoerescencia de la expresion de RFP y se
realizé la seleccion clonal por dilucion limite segun se indica en el siguiente apartado. Todo el

material utilizado hasta aqui se autoclavé para eliminar los posibles restos de virus.

3.7.3.-Obtencién de lineas estables mediante clonaje por
dilucién limite

Para obtener lineas estables homogéneas en su nivel de sobreexpresion se procedioé a la
seleccion de clones mediante dilucion limite. Previamente se prepar6 medio acondicionado
(medio completo de un cultivo de la misma linea celular tras 24 horas, centrifugado vy filtrado)
para cada una de las lineas modificadas. En 30 mL de medio acondicionado se resuspendieron
y se sembraron 150 células, en placas de 96 pocillos de fondo redondo (100 pl/pocillo). De este
modo se logra que en alguno de los pocillos sélo haya sido sembrada una célula, que podra
dividirse gracias a las citoquinas y factores de crecimiento presentes en el medio
acondicionado. Se mantuvieron en cultivo las placas durante tres semanas. Posteriormente se
seleccionaron los pocillos en los que habia células fluorescentes, analizadas en el microscopio
optico de fluorescencia (Nikon, TE300/TE200). A los clones seleccionados se les anadié unos
100 pL de medio completo (10% SFB) y aquellos que proliferaron se sembraron en placas de
24 pocillos con 500-1000 pl de medio completo. Aquellos que continuaron proliferando se
sembraron en placas de seis pocillos y posteriormente en frascos de cultivo T25 o T75 (TPP).
En el caso de la sobreexpresion de Bcl-X,, el pldasmido no tenia incorporado ningun gen de

proteina fluorescente, por lo que se analizaron por western blot todos los clones obtenido.

Una vez que se obtuvo cantidad suficiente de los cultivos se analizé el porcentaje e
intensidad de fluorescencia de cada clon por citometria de flujo. Se seleccionaron aquellos
clones que presentaban mayor intensidad de fluorescencia y se analizé6 mediante Western Blot
la expresién de la proteina sobreexpresada. Aquellos clones que presentaban mayor nivel de
modificaciéon se expandieron y se utilizaron en los experimentos de induccion de apoptosis con

drogas antitumorales.
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3.8.- Desarrollo tumoral en ratones

En ratones machos Nude de 8-9 semanas de edad se inyectaron subcutaneamente
1x10° células NCI-H929, recogidas en fase exponencial de crecimiento, en 100 pl de matrigel
de Sigma. Posteriormente se analizé el desarrollo del tumor mediante la medicién del tumor
diaria con un calibre de precision. Para calcular el volumen del tumor, se midié el ancho (A),

largo (L) y alto (T) del tumor y se aplicé la siguiente férmula:

V_4 o (AXLXT)
—3" 2

Cuando los tumores alcanzaron un volumen aproximado de 100 mm?, se dividieron
aleatoriamente en dos grupos (control y tratados) y diariamente durante los siguientes 15 dias
se les administro vehiculo o sorafenib (80 mg/kg de peso). Los ratones se sacrificaron 15 dias

posteriores a la finalizacién del tratamiento o cuando el tumor alcanzé 1 cm?® de tamafio.

3.9.- Analisis de células madres tumorales de mieloma
multiple

Los datos en la bibliografia son, hasta la fecha, contradictorios en cuanto a que fenotipo
deben tener las células madre tumorales de mieloma mudltiple. Segun diferentes trabajos
podrian ser las células CD138 negativas o las células aldefluor positivas. Para las células
CD138 negativas se siguieron los mismos protocolos ya descritos para el marcaje (acapite
3.3.5) y separacion (acapite 3.7) pero, en este ultimo caso, realizando una separacioén negativa,
es decir quedandonos con las poblacion no unida al anticuerpo y por tanto, no retenida en la

columna.

3.9.1.- Marcaje con la sonda aldefluor

Para esto se uso el Kit de aldefluor de STEMCELL Technologies Inc. Este sistema se
basa en un método no inmunolégico para identificar células madres y progenitoras humanas en
base a su actividad aldehido deshidrogenasa (ALDH). Ya que se ha descrito una mayor
expresion de esta enzima en las células madre con respecto a las células normales. Las
células que expresan altos niveles de esta enzima pueden ser detectadas y aisladas mediante
citometria de flujo. Este método ofrece una alternativa a los métodos tradicionales de

identificacion de células madre mediante antigenos de superficie.

Este kit consta de un tampdn (TA) que es utilizado para la resuspension de las células
durante el marcaje y para los lavados necesarios, un reactivo llamado DEAB, el cual es un
inhibidor de la ALDH y la sonda Aldefluor la cual es sustrato de la ALDH generando una sonda

fluorescente que es detectada por citometria de flujo.

Se tomaron 1x10° células, se lavaron y se resuspendieron en 1 mL del tampén

proporcionado por el Kit (TA). Simultaneamente se tomé otro tubo al que se le adiciond 5 L del
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reactivo DEAB y se rotul6 como control. A la suspension de células se le adicioné 5 pL de
reactivo aldefluor, se mezclé rapidamente y se transfirio 0,5 mL al tubo control mezclandolo
rapidamente. Ambos tubos se incubaron durante 30 minutos a 37 °C. Luego se lavd y

centrifugo y se resuspendié en 500 pL del tampdn TA y se analiz6 por citometria de flujo.

3.10.- Analisis informatico de datos

3.10.1.- Estadistica

El analisis estadistico de la significancia fue realizado mediante un analisis de varianza
(ANOVA) o el célculo de la t Student empleando el programa GrandPath Prism 4.0. (GrandPath
Software, Inc., San Diego, CA, USA)

3.10.2.- Analisis del efecto de la combinacién de drogas

Se utilizé el programa informético Calcusyn version 2.0 (BioSoft) para analizar si al
combinar diferentes farmacos se observaba un efecto sinérgico, aditivo o antagoénico entre las
drogas. Tras introducir los datos correspondientes, el programa informatico determiné el efecto
de la combinacion de distintas drogas mediante los calculos de relacion dosis/efecto (Chou and
Talalay 1984). Asi, un valor aproximadamente igual a 1 indicé efecto aditivo; superior a 1,

efecto antagonico y un valor inferior a 1 indicé efecto sinérgico entre ambas drogas.
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4.-RESULTADOS

4.1-El sorafenib induce apoptosis en células de mieloma
multiple

El sorafenib es un farmaco antitumoral aprobado para el tratamiento del carcinoma renal y
hepatico por la FDA (Food and Drug Administration) en el 2005. Sin embargo, debido a su
mecanismo de accién, también puede tener efecto antitumoral en mieloma multiple humano. Por
lo que en este primer apartado se caracterizé el efecto de este farmaco en lineas celulares de

mieloma multiple.

4.1.1.-El sorafenib inhibe la traduccion de senales en células
de mieloma multiple

El sorafenib fue disefiado originalmente para inhibir la quinasa Raf, la cual forma parte de
una via de traduccion de sefiales implicada en proliferacién celular y en oncogénesis en una gran
variedad de tumores. Sin embargo, el sorafenib es capaz de inhibir diferentes quinasas,
principalmente algunos receptores tirosin-quinasa implicadas también en proliferacion y
supervivencia celular. Debido a esto, se disefio un experimento para determinar si en la células
de mieloma, este farmaco, era capaz de inhibir diferentes vias de sefalizacion implicadas en
supervivencia y proliferacion muy relacionadas con los mecanismos fisiologicos de desarrollo de
esta enfermedad, como es el caso de la sefalizacion intracelular provocada por la IL-6, citoquina

muy importante en el microambiente de las células de mieloma mudltiple en la medula dsea.

En este experimento se incubaron las células en presencia o ausencia de sorafenib 10 uM
durante 1h y posteriormente se incubaron con IL-6 durante 15 y 60 minutos y se analiz6
mediante western blot la fosforilacion de diferentes proteinas implicadas en la traduccion de

senales de la IL-6.

Como se aprecia en la figura 4.1 la IL-6 activa diferentes vias de sefalizacion celular
implicadas en proliferacion, crecimiento y supervivencia celular. Incluso en ausencia de IL-6
algunas de estas quinasas se encuentran activas y el sorafenib es capaz de inhibir la activacién
de estas vias por parte de la IL-6 e incluso inhibir la fosforilacion de estas proteinas por debajo
del valor basal. Por lo que en estas condiciones el sorafenib es un inhibidor de diferentes vias de
sefalizacion relacionadas con Raf y con receptores tirosin-quinasa implicadas en proliferacién y

supervivencia.
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Figura 4.1.-Analisis por inmunoblot de la fosforilaciéon de proteinas implicadas en diferentes vias de
traduccion de sefal.

4.1.2.-El sorafenib induce muerte en células de mieloma
multiple

Para determinar el efecto del sorafenib en células de mieloma multiple humano se usaron
las lineas de mieloma MM.1S, NCI-H929, RPMI 8226, U266 y OPM-2. Se realiz6 un ensayo de
dosis respuesta durante 24 y 48h y se determind la inhibicién de la proliferacion de estas células
mediante el método de Mossman.
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Figura 4.2.-Determinacion de la viabilidad celular tras la incubacion de las células con sorafenib durante 24
y 48h. Las células se incubaron con concentraciones crecientes de sorafenib durante 24 y 48h. Los
resultados son la media = SD de tres experimentos independientes realizados por triplicados. Los valores
de las IC50 fueron calculados mediante el programa informatico GraphPad Prism 5.
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Como se aprecia en la figura 4.2 todas las lineas celulares fueron sensibles al sorafenib a
una concentracion inhibitoria del 50% de la proliferacion (ICsp) que se encuentra en el rango de
concentraciones plasmaticas alcanzadas con este farmaco en la practica clinica con las dosis
actualmente en uso. El mayor efecto inhibitorio se alcanzé6 a las 24h de incubacion,

observandose sélo un ligero incremento adicional a las 48h.

El efecto del sorafenib sobre la inhibicion de la proliferacion puede deberse tanto a un
efecto citostatico como a un efecto citotéxico. Por lo que para detectar si el sorafenib induce
muerte celular se realizaron curvas dosis-respuestas y tiempo-respuesta, pero esta vez,
midiendo induccién de apoptosis. La induccién de la apoptosis se determindé mediante citometria
de flujo, determinando el porciento de células en las que habia exposicion de fosfatidil serina y
caida de potencial mitocondrial, eventos caracteristicos de las células que estan ejecutando la

apoptosis.

Como se muestra en la figura 4.3, en todas las lineas estudiadas se observé que el
sorafenib provoca exposicién de fosfatidil serina y caida de potencial mitocondrial de forma
dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion al farmaco. Segun indican estos datos el

sorafenib induce apoptosis en las células de mieloma multiple usadas.
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] A =+ MM1S
80+ g 804 & U266
£ 60. t, - NCIH929
> 1 = < 601 _a» RPMIS226
X 40 ~~ NCFH929 2 40
] -©- OPM-2 £
20+ -8 RPMI 8226 X 20+
& - U266 G
O T T T T T T 0 . < T T T T T v T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25
Sorafenib, uM Time (h)

Figura 4.3.-Caida del potencial mitocondrial y exposicion de fosfatidil serina en células tratadas con
sorafenib. A) Caida del potencial mitocondrial al incubar las células durante 24h con diferentes
concentraciones de sorafenib. B) Exposicién de fosfatidil serina tras incubar las células con 7 yM de
sorafenib durante un tiempo creciente.

Debido al mecanismo de accién de este farmaco, se realizd un estudio del ciclo celular en
células incubadas con sorafenib. Para esto, se incubaron las células de las lineas ya
mencionadas con 7.5 uM de sorafenib durante 24 h. Posteriormente se tifieron los nucleos de las
células con loduro de propidio y se midié por citometria la incorporacién de esta sonda por las

células (acapite 3.2.6).

Este experimento también se realizé incubando las células con una dosis creciente de
sorafenib (2.5; 5; 7.5 y 10 uM) durante 24 h pero en este caso solo en la linea RPMI 8226.
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Figura 4.4.- Porciento de células en cada fase del ciclo celular tras exponerlas a sorafenib durante 24 h. A)
Diferentes lineas celulares incubadas con 7 pM de sorafenib durante 24 h. B) Porciento de células RPMI
8226 en cada fase del ciclo celular al incubar las células durante 24 h con diferentes concentraciones de
sorafenib.

Como se observa en la figura 4.4 parece que el sorafenib indujo un ligero arresto de la
division celular con el consiguiente aumento del porciento de células en Gy/G4, sin embargo, es
capaz de inducir muerte celular en todas las fases del ciclo aunque probablemente mas en
aquellas células que estan en proceso de division celular y por tanto en fase S y G,/M, con lo
cual disminuiria el porciento de células en las fases S y G,/M y aumentaria en las fase Go/G;.
Segun este razonamiento induciria una mayor muerte en aquellas células que estan en G,/M que

es en la fase que se observa una disminucién mayor del porciento de células.

Estos ensayos in vitro presentan el inconveniente de que en ellos se pierden las
interacciones heterotipicas entre los distintos tipos celulares, y entre las células y la matriz
extracelular los cuales pueden inducir un potente efecto protector frente a los farmacos
ensayados (Bommert et al. 2006). Debido a esto, se realizé un ensayo en el cual las células de
mieloma fueron co-cultivadas con la linea de células estromales HS-5 para simular en alguna

medida el estado fisiologica de estas células en el paciente.

Al co-cultivar las células estromales HS-5 con las MM.1S se observa (figura 4.5) un ligero
efecto protector sobre la apoptosis inducida por el sorafenib en las células de mieloma. Este
efecto es debido a las sefales de supervivencias que envian las células estromales a las de
mieloma, provocando que la DL50 aumente de 6.8 a 8.5 pyM. No obstante estas células
continuaron siendo sensibles en estas condiciones, ademas, las células estromales no parecen

ser sensibles al sorafenib.
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Figura 4.5.-Curva dosis respuesta de las células MM.1S en presencia y en ausencia de la linea de células
estromales HS-5. Las células fueron incubadas con una dosis creciente de sorafenib durante 24 h.

4.1.3.-La muerte celular inducida por el sorafenib es a través
de la via intrinseca de la apoptosis

Para caracterizar el efecto del sorafenib en estas lineas celulares se analizd, ademas de la
caida del potencial mitocondrial y la exposicion de fosfatidil serina ya observados, la

determinacién de otros parametros moleculares y morfolégicos caracteristicos de la apoptosis.

Uno de estos marcadores es la fragmentacion nuclear, para esto, se tifieron los nucleos
con Hoechst y se observaron por microscopia de fluorescencia para detectar células que

tuvieran condensacion nuclear, morfologia caracteristica de las células que estan sufriendo

apoptosis.
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Figura 4.6.-Formacién de nucleos picnoticos tras incubar las células con 7.5 uM de sorafenib durante 24 h.
Las células se incubaron con sorafenib a la concentracion antes mencionada durante 24 h. Transcurrido
este tiempo se centrifugaron sobre cubres de poli-L-lisina y se fijaron con paraformaldehido al 1%. Los
nucleos se tifieron con Hoechst 33342 a 5 pg/ml.
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Como se muestra en la figura 4.6, al incubar las células con sorafenib 7.5 yM durante 24 h
se indujo la formacion de nicleos picnéticos en todas las lineas ensayadas. Lo cual es indicativo

de que el sorafenib induce apoptosis en estas células de mieloma multiple.

Como el sorafenib es capaz de inducir caida del potencial mitocondrial, exposicion de
fosfatidil serina, condensacion de la cromatina y la fragmentacion del nucleo, se incubaron las
células con sorafenib durante 24 h y se midid la activacién de caspasa 3 y el cambio
conformacional de Bax y Bak por citometria de flujo.

El cambio conformacional de Bax y Bak son eventos necesarios para que se lleve a cabo

la apoptosis por la via intrinseca y se active la caspasa 3, una caspasa ejecutora.

Como se puede observar en la figura 4.7 el sorafenib induce cambio conformacional de
Bax y Bak lo que induce la activacion de la caspasa 3 y finalmente la apoptosis, por lo que se
puede decir que en estas lineas el sorafenib induce apoptosis por la via intrinseca o mitocondrial,
induciendo apertura del canal mitocondrial y que permite la salida del citocromo ¢ la formacién

del apoptosoma y la consiguiente activacion de la caspasa 9.
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Figura 4.7.-Andlisis de la activacion de la caspasa 3 y del cambio conformacional de Bax y de Bak por
citometria de flujo. Se trataron las células con una 7 pM de sorafenib durante 24 h y posteriormente se
fijaron y se incubaron con anticuerpos para cada proteina.

Debido a estos resultados se procedié a incubar las células con diferentes inhibidores de

caspasa para determinar la importancia relativa de cada una en la muerte inducida por el
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sorafenib. En primer lugar se incubaron con Z-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona (ZVAD), un inhibidor
general de caspasas. Las células se incubaron una hora antes de adicionar el sorafenib a una

concentracion de 100 yM.
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Figura 4.8.-Efectos de inhibidores de caspasas sobre la muerte inducida por el sorafenib. Las células
fueron tratadas una hora antes de adicionar el sorafenib con el inhibidor de caspasas. Las células se
trataron con una concentracién de sorafenib de 7 uM durante 24 h. En el caso de las OPM-2 la
concentracion empleada fue de 10 uM. Las U266 tratadas con sorafenb y con otros inhibidores de caspasas
como, IETD, LEHD y DEVD inhibidores de las caspasas 8, 9 y 3 respectivamente.

Como se aprecia en la figura 4.8 el ZVAD protegi6 de la apoptosis y la muerte inducida por
el sorafenib en grado variable, mostrando desde una inhibicion practicamente completa como la
que se observa en las RPMI 8226 a una ligera inhibicién como la observada en las MM.1S,
siendo parcial en el resto de las lineas ensayadas. Sin embargo al repetir este experimento pero
con otros inhibidores de caspasas como IETD, LEHD y DEVD, inhibidores de las caspasas 8, 9 y
3 respectivamente, los resultados obtenidos fueron ambiguos, aunque llama la atencion el
resultado observado con el inhibidor de caspasa 8 en la linea MM.1S. donde induce un aumento
de la muerte celular, mientras que en las otras induce una protecciéon comparable con el ZVAD y
el DEVD.

Debido a esto se realizé una dosis respuesta a 24 y 48 h con la linea Jurkat que expresan
una serpina (serina proteasa inhibitora) del virus de la viruela llamada CrmA (Cytokine response

modifier A) y que es capaz de inhibir a la caspasa 8.
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Figura 4.9.-Efectos del inhibidor de caspasa 8 CrmA sobre la muerte inducida por el sorafenib en células
Jurkat.

Como se muestra en la figura 4.9, al menos en este modelo no parece que la caspasa 8
tenga una influencia muy marcada en la apoptosis inducida por el sorafenib tanto a 24 como a 48
h. Aunque a 24 h y dosis bajas si se aprecia una pequefa diferencia entre las Jurkat CrmA y las
Jurkat controles, diferencia que también se puede apreciar en la necrosis secundaria inducida

por sorafenib a 24 h y aun mas marcada a 48 h.

No obstante, segun los resultados obtenidos con inhibidores de caspasas, el sorafenib
puede inducir una muerte celular de formas diferente dependiendo del modelo empleado. Por un
lado en las RPMI 8226 induce una muerte dependiente en gran medida de la activacion de las
caspasas, mientras que en las MM.1S, el sorafenib puede inducir muerte aunque las caspasas

estén inhibidas.

Para analizar este efecto del sorafenib se decidié analizar la activacion de la via intrinseca
de la apoptosis en presencia y ausencia de Z-VAD en las dos lineas que presentan un

coportamiento mas diferentes.
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Para esto se incubaron las células de las lineas MM.1S y RPMI 8226 en presencia y
ausencia de Z-VAD durante 24 h, y por citometria de flujo, se analiz6 la exposicion de fosfatidil

serina, el cambio conformacional de Bax y Bak, la salida de citocromo ¢ de la mitocondria y la
activacion de la caspasa 3.
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Figura 4.10.-Efecto del inhibidor de caspasas Z-VAD sobre la activacion de la via intrinseca de la apoptosis
en las MM.1S. Las células se incubaron con sorafenib en presencia y ausencia de Z-VAD durante 24h y por
citometria de flujo se detecto la exposicion de fosfatidil serina, el cambio conformacional de Bax y Bak, la
salida de citocromo ¢ de la mitocondria y la activacion de la caspasa 3.
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Figura 4.11.-Efecto del inhibidor de caspasa Z-VAD sobre la activacion de la via intrinseca de la apoptosis
en RPMI 8226. Las células se incubaron con sorafenib en presencia y ausencia de Z-VAD durante 24 h y
por citometria de flujo se detecto la exposicion de fosfatidil serina, el cambio conformacional de Bax y Bak,
la salida de citocromo c de la mitocondria y la activacion de la caspasa 3.

Segun los datos obtenidos en este experimento y que se aprecian en las figuras 4.10 y
4.11, en ambas lineas celulares el porciento de muerte celular observada determinada por la
exposicion de la fosfatidil serina, se corresponden a los porciento de cambios conformacionales

de Bax y Bak, asi como al porciento de salida de citocromo ¢ de la mitocondria, tanto en
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presencia como en ausencia de Z-VAD. En cambio, la activacion de caspasa 3 sélo se
corresponde con los parametros anteriores mencionados en ausencia de Z-VAD. Ademas, en
presencia de Z-VAD la exposicion de fosfatidil serina, el cambio conformacional de Bax y Bak y
la salida de citocromo ¢ se ven significativamente reducida en el caso de la linea RPMI 8226, no
asi en las MM.1S.

Segun los resultados obtenidos parece claro que el sorafenib induce activacién de la via
intrinseca de la apoptosis, aunque puede inducir muerte independiente de la activaciéon de las

caspasas.

4.1.4.-Las proteinas de la familia Bcl-2 juegan un papel crucial
en la apoptosis inducida por el sorafenib

El equilibrio entre las proteinas proapoptéticas y antiapoptéticas juega un papel importante
en la homeostasis celular, por lo que para que se inicie la apoptosis por la via intrinseca es

necesario un desequilibrio entre estas proteinas a favor de las proteinas proapoptéticas.
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Figura 4.12.-Analisis por inmunoblot de los niveles de expresion de proteinas relacionadas con la
apoptosis.
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Debido a esto en este apartado se analiz6 la importancia de las proteinas proapoptéticas y

de las antiapoptéticas en la apoptosis inducida por el sorafenib.

Para analizar el mecanismo por el cual el sorafenib activa esta via de la apoptosis en las
células de mieloma multiple empleadas, se analiz el efecto de este farmaco sobre los niveles de
expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis. Para esto se trataron las células con una
concentracién fija de sorafenib a diferentes intervalos de tiempo (0, 8, 16, 24 h), para cada punto
se determind la caida del potencial mitocondrial y se realizaron imunoblots para analizar los
niveles de estas proteinas. Como se aprecia en figura 4.12 el sorafenib induce, de forma
dependiente del tiempo, disminucion de las proteina antiapoptéticas Mcl-1, Bcl-2, Bcl-X_ vy

survivina, asi como una disminucién de algunas proteinas inhibidoras de caspasas como XIAP.

También se observé procesamiento de la caspasa 3 y aumento de los niveles de las
proteinas proapoptoéticas Bim y Puma a. Aunque el aumento de la expresion de estas dos
proteinas proapoptéticas resulta altamente variable dependiendo de la linea analizada y de los

niveles de muertes alcanzados.

Para detectar si la bajada en la expresion de algunas de estas proteinas se debia a una
bajada en los niveles de transcripcion de sus mMRNA se realizd un analisis semicuantitativo de los

niveles de varios mRNA a través de la realizacion de un RT-MLPA
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Figura 4.13.-Analisis de los niveles de mRNA de proteinas relacionadas con la apoptosis por RT- MLPA.

Como se aprecia en la figura 4.13 existen algunas proteinas cuyos mRNA aumentan en las
tres lineas ensayadas, como Noxa, Puma y Bcl-X,.. Mientras otros mRNA bajan en las tres lineas

usadas, Bik, Bnip3L Mcl-1, Bid y survivina, en cambio otros tienen un comportamiento diferente
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para cada linea. De estas proteinas lo mas significativo es el aumento de los niveles del mRNA
de Puma una proteina proapoptética y la disminucion de los niveles de Mcl-1 y survivina, dos
proteinas antiapoptéticas. Por lo que la disminucién de los niveles de las proteinas Bcl-X, y Bcl-2

parece ser debido exclusivamente a un aumento de su degradacion.

También merece la pena destacar que el aumento de los niveles del mRNA de Puma en
las RPMI 8226 es moderado y concuerda con la Unica linea en la que no se aprecia un aumento

de los niveles de ésta proteina por blots, si no mas bien, una reduccion.

Debido a la importancia que pueden tener las proteinas Puma y Bim y el mecanismo de
induccion de muerte del sorafenib, se comprobaron los niveles de mRNA obtenidos en la RT-
MLPA para estas dos proteinas por otra técnica, en este caso una PCR cuantitiva (Real Time-
PCR). Las células se incubaron con dos dosis diferentes de sorafenib durante 24 h. Transcurrido
este tiempo se extrajo MRNA y posteriormente se realizé una retrotranscripcion para obtener

cDNA vy se realiz6 la reaccién de PCR cuantitativa (ver Materiales y Métodos).

Como se muestra en la figura 4.14, los niveles de mRNA de la proteina Bim oscilan,
observandose inicialmente un aumento a dosis bajas de sorafenib y posteriormente una
disminucion a la dosis mayor de este farmaco, comportamiento diferente al observado en el caso
del mMRNA de Puma, donde inicialmente no parece ocurrir ningun cambio a la dosis de 3 uM pero
a la dosis mas alta (7 uM) aumenta significativamente, corroborando los resultados obtenido en
la MLPA.
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Figura 4.14.-Andlisis de los niveles de mRNA de Puma y Bim por Real Time.

Para analizar el efecto del sorafenib sobre algunas de las proteinas relacionadas con la
apoptosis, especificamente Mcl-1, Bcl-X, y Puma, se realizé un analisis de la expresion de estas
proteinas tras incubar las células con sorafenib a diferentes intervalos de tiempo en presencia y
ausencia de ZVAD.
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En la figura 4.15 se ve como en presencia de ZVAD, aumentan los niveles de Puma q,
tanto en MM.1S como en RPMI 8226. Esto corrobora la importancia de esta proteina en el
mecanismo de accién de este farmaco. También se ve como la bajada tanto de Puma, de Mcl-1
como de Bcl-X,. depende de la activacion de las caspasas por lo estas proteinas parecen ser
degradas por las caspasas y de esta forma contribuyen a la amplificacion de la apoptosis

fundamentalmente por la degradacion de Mcl-1 y Bel-X,
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Figura 4.15.-Andlisis de la expresion de proteinas relacionadas con la activacion de la via intrinseca
mitocondrial en células incubadas con sorafenib en presencia y ausencia de Z-VAD.

Aunque en el caso del mRNA de Bim no se observd ninguna tendencia en la RT-MLPA, en
el analisis por western blot si parece observarse un aumento de esta proteina, asi como en el
Real Time a dosis bajas de esta droga. Esto hizo que se cuestionara la implicacion de esta
proteina en la apoptosis inducida por el sorafenib, por lo que se usaron dos estrategias para el
estudio del papel de Bim en la apoptosis inducida por éste farmaco. Por un lado, se usd una
linea silenciada de forma estable para esta proteina, sin embargo, debido a que esta linea no es
de mieloma multiple, también se usaron siRNA para silenciar esta proteina de manera transitoria

por nucleofeccion en células de MM.

94



RESULTADOS

o 1001 o 1001

8 8

+> 75+ +> 75+

£ c

3 50 3 50

c [

£ -o- Jurkat shscr Z -o- Jurkat shscr

= 25 = Jurkat shBIM ® %7 - Jurkat shBim
g i
O T T T T T 1 G T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Sorafenib 24h, uM Sorafenib 48h, uM

Figura 4.16.-Curva dosis respuesta a 24 y 48 h en células silenciada de Bim de forma estable.

Se uso las células de la linea Jurkat silenciada para esta proteina de forma estable. Con
esta se realiz6 una curva dosis respuesta (% de anexina positiva) a 24 y 48 h comparandola con

la linea control.

Como se aprecia en la figura 4.16 no existen diferencias entre las células controles y las
silenciadas de Bim. Segun estos datos esta proteina no tiene ningun efecto en la muerte
inducida por sorafenib en células Jurkat. Debido a que no es el mismo modelo se realizé el

silenciamiento transitorio usando siRNA.
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Figura 4.17.-Silenciamiento transitorio de Bim en las células de mieloma de la linea NCI-H929

En la figura 4.17 se muestra un experimento representativo del silenciamiento transitorio
en la linea de mieloma NCI-H929 y aunque el silenciamiento fue parcial, no se detecté ningun
efecto protector al silenciar Bim, Pese a esto, no podemos descartar que esta proteina pueda
tener algun efecto en la apoptosis inducida por el sorafenib, ya que esta descrito que al silencia

Bim las células pueden compensar la disminucion de esta proteina con el aumento de Puma.

Para determinar el efecto de Puma en la apoptosis inducida por el sorafenib se usé la
misma estrategia anterior. Se usaron siRNA de Puma para silencia esta proteina de forma

transitoria.
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Figura 4.18.-Silenciamiento transitorio de Puma en las células de mieloma de la MM.1S y RPMI 8226

Como se muestra en la figura 4.18 sélo se silencid la isoforma a aunque de forma parcial,
sin embargo en las MM.1S se logré un buen silencimiento que conllevo a una proteccion
significativa de la muerte inducida por el sorafenib. Segun estos datos la proteina proapoptética

Puma parece tener un papel mas relevante que Bim en la apoptosis inducida por el sorafenib.

Debido a que tanto Bim como Puma ejercen su efecto interactuando con las proteinas
antiapoptoticas Bcl-2, Bel-X. y Mcl-1. Como se muestra en la figura 4.7, el sorafenib induce una
disminucion en los niveles de expresion de estas proteinas y se analizé6 por técnicas de
silenciamiento y sobreexpresién la importancia relativa que tiene cada una de estas proteinas en

la apoptosis inducida por el sorafenib.

En el caso de Bcl-X. se usdé un siRNA para realizar un silencimiento transitorio por
nucleofeccion en las MM.1S. Luego las células se incubaron con sorafenib durante 24 h. Como
se muestra en la figura 4.17 el mayor silenciamiento se consiguio entre las 24 y 48 h posteriores
a la introduccion del siRNA en las células por nucleofeccion. Tras silenciar las células se esperé

24 h para incubarlas con sorafenib durante 24h mas.

96



RESULTADOS

Como se muestra en la figura 4.17 el silenciamiento de esta proteina provocé un aumento
de la muerte basal en el experimento lo que muestra la importancia de la proteina en la
homeostasis de estas células. De igual forma se observé un marcado incremento en la muerte
inducida por el sorafenib, por lo que la disminucion de los niveles de esta proteina antiapoptética
observados al tratar estas células con este farmaco pueden jugar un papel importante en la

muerte inducida por el sorafenib.
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Figura 4.19-Silenciamiento transitorio de Bcl-X. en las células de mieloma de la MM.1S.

Para confirmar la importancia de la disminuciéon de los niveles de esta proteina en el
mecanismo de accion del sorafenib se usaron sublineas en las cuales se habia sobreexpresado

Bcl-X, de forma estable.

Las sublineas 8226 Bcl-X_ fue obtenidas previamente en nuestro laboratorio y la MM.1S
Bcl-X_ se obtubo durante este trabajo, usando el mismo plasmido con el que se obtuvo la 8226
Bcl-X,. Esta se obtuvo mediante una infeccion retroviral y posteriormente una dilucién limite (ver

materiales y método acapite 3.7) de donde se obtuvieron varios clones.

Como se muestra en la figura 4.20 se obtuvo un pool de células que sobreexpresaba Bcl-
X, y de dicho pool se obtuvo el clon que posteriormente se usd en este experimento. La
sobreexpresion de Bcl-X, se comprobd por blots. En ambos casos se observé una marcada

sobreexpresion de esta proteina.
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Figura 4.20.-Obtencioén de la sublinea de MM.1S que sobreexpresa Bcl-X.

Como se aprecia en la figura 4.21 se observd que la sobrexpresion de Bcl-X_ en estas
células provoca una marcada proteccion en ambas lineas, sobre todo a dosis bajas, tanto a 24

como a 48 h. Sin embargo a dosis alta y tiempos largos como 20 uM y 48 h la proteccién
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disminuye en las dos lineas. Esta disminucién de la proteccion es mucho mas marcada en las
MM.1S Bcl-X.. Con estos resultados podemos decir que el efecto del sorafenib sobre la bajada
de esta proteina puede ser determinante en el mecanismo de accion de este farmaco, al menos
a dosis bajas. Aunque a dosis altas y tiempos mas largos el sorafenib podria inducir muerte por

una via alternativa fundamentalmente en las MM.1S.
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Figura 4.21.-Curva dosis respuesta a 24 y 48 h en células MM.1S que sobreexpresan Bcl-X, de forma
estable.

Para analizar si el mismo efecto observado con la sobreexpresién de Bcl-X, se obtendria
con la sobreexpresion de Bcl-2, se us6 la linea de células Jurkat de las cuales se tenian

sublineas que sobreexpresaban Bcl-2 y Bcl-X,, y se repitid el experimento anterior pero con
estas lineas.

Como se aprecia en la figura 4.22, la sobreexpresion de Bcl-2 muestra un efecto similar a
la sobreexpresion de Bcl-X_, con solo una ligera mayor proteccién en las células que

sobreexpresan Bcl-2.
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Figura 4.22.-Curva dosis respuesta a 24 y 48h en células Jurkat que sobreexpresan Bcl-2 y Bcl-X. de forma
estable.

Mcl-1 es otra proteina antiapoptética cuyos niveles descienden al tratar las células con
sorafenib. Para analizar el efecto de esta proteina en la apoptosis inducida por el sorafenib, se

usaron células que sobreexpresan esta proteina de manera estable y se repitieron los
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experimentos anteriores.

Como se muestra en la figura 4.23 la proteccion en la células que sobreexpresan Mcl-1 es
menor que en las que se sobreexpresan Bcl-2 y Bcl-X,, incluso la proteccion es minima en las
MM.1S tanto a dosis bajas como a dosis altas mientras que en las 8226 Mcl-1 la proteccion es

menor pero significativo a dosis bajas no asi a dosis altas.
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Figura 4.23.-Curva dosis respuesta a 24 y 48 h en células MM.1S que sobreexpresan Bcl-2 y Bcl-X, de
forma estable.

Segun todos estos datos el sorafenib induce apoptosis por la via intrinseca o mitocondrial
en las células de mieloma multiple. Una vez que la via intrinseca es activada y se forman los
poros en la membrana interna mitocondrial, salen los factores apoptogénicos produciendo la
formacion del apoptosoma vy la activacion de la caspasa 9 y posteriormente la 3. Sin embargo,
existen vias alternativas descritas que pueden producir apoptosis sin la necesidad de que
intervenga la mitocondria. Para determinar el grado de importancia de la mitocondria en la
apoptosis inducida por el sorafenib, se us6 la sublinea de células Jurkat en la que se ha
silenciado la proteina proapoptética Bak. En estas células, que no presentan la proteina Bax, la
activacion de la via mitocondrial esta inhibida. Por lo que constituye un buen modelo para

analizar la capacidad del sorafenib de inducir apoptosis por otra via alternativa.

En este experimento se realiz6 una curva dosis respuesta durante 24 y 48 h y como se
muestra en la figura 4.24. Aa 24 h se consigue una inhibicién importante de la muerte inducida
por el sorafenib, no asi a las 48h donde se observa un aumento de la muerte aunque inferior a

las células control.
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Figura 4.24.-Curva dosis respuesta a 24 y 48 h en células Jurkat silenciadas de Bak de forma estable.

El efecto de proteccion parcial observado tanto por la sobreeexpresion de Bcl-X, Bcl-2 y el
silenciamiento de Bak en células carentes de Bax se puede deber a la activaciéon de la via
extrinseca y de esta forma compensar el bloque de la via intrinseca. Aunque también estan
descritas otras vias de muerte celular como la muerte asociada a autofagia o la necroptosis, las
cuales, en caso de que la apoptosis pueda realizarse en la células no tendrian especial
relevancia a no ser en determinados casos especificos, pero si tienen importancia cuando la

apoptosis esta inhibida.

Sin embargo, como se puede apreciar en la figura 4.25, a 24 h la activacion de la caspasa
3 parece ser responsable, al menos en parte de la muerte inducida por el sorafenib en las células
que sobreexpresan Bcl-2 y Bcl-X,, no asi en las que estan silenciadas de Bak, donde la
activacion de la caspasa 3 es igual al nivel basal. Por lo que segun estos resultados la activacion
de la via extrinseca no justifica la muerte inducida por el sorafenib en estas células por lo que se

podria pensar en una ruta alternativa de muerte celular.
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Figura 4.25.-Porciento de activacion de caspasa 3 al incubar las células con 20 uM de sorafenib durante 24
h.
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4.2.-El sorafenib muestra actividad antitumoral en modelos

de mieloma multiple ex vivo e in vivo

4.2.1.-El sorafenib muestra el mismo perfil de actividad frente a
muestras de pacientes que el observado en las lineas celulares

Segun los resultados mostrados el sorafenib es capaz de inducir muerte en células de
lineas de mieloma multiple, incluso en aquellas que, ya sea por sobreexpresion de proteinas
antiapoptotica, por silenciamiento de proteinas proapoptéticas o por inhibicion de las caspasas,

tienen inhibida la apoptosis.

Para estudiar el efecto de este farmaco en un modelo mejor y determinar si este farmaco
pudiera tenerse en consideracion para el tratamiento del mieloma multiple, se procedi6 a realizar

experimentos “ex vivo”.

En estos experimentos se conté con la colaboracion de diferentes hospitales que
proporcionaron muestras de médula 6sea de pacientes diagnosticados con mieloma multiple,

tanto nuevos diagnodsticos como pacientes de recaidas.

Las células plasmaticas mielomatosas se obtuvieron segun apartado 3.8 y posteriormente
se incubaron con diferentes dosis de sorafenib durante 24 y 48 h. Transcurrido este tiempo las
células se marcaron con CD138-Fitc, CD56-PE, CD38-Tricolor y Anexina APC. En aquellos
casos que se tenian suficiente células se realizé aislamiento de las células de mieloma multiple
por MACS (figura 4.26), se obtuvo una purificacion mayor del 95%, y en aquellas muestras en
que se tenian suficientes células, se procedi6 a lisar las células controles y tratadas para realizar

western blot.
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Figura 4.26.-Separacion magnética de células CD138 positivas.
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Como se muestra en la figura 4.27 el sorafenib es capaz de inducir apoptosis en todas las
células plasmaticas mielomatosas analizadas, aunque con una sensibilidad variable de una
paciente a otro. Las concentraciones siempre se encontraron dentro de los limites de los niveles

plasmaticos que se alcanzan con la dosis que actualmente se usa en clinica.
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Figura 4.27.-Citotoxicidad del sorafenib en células pldsmaticas de pacientes de mieloma multiple.

En las muestras de pacientes de las que se pudo analizar por western blot la expresion de
proteinas se observd un comportamiento similar al observado en las lineas celulares. Los niveles
de las proteinas antiapoptéticas Mcl-1 y Bcl-X_ disminuyeron con el aumento de la dosis y la
induccion de apoptosis. Comportamiento similar se observé con la proteina antiapoptética Puma,
aunque a dosis baja (5 uM) en el paciente 4 se observé un ligero aumento no detectado en el
resto de las muestras de pacientes. Como se mencioné anteriormente, la proteina Puma puede
tener un papel importante en la induccion de la apoptosis por este farmaco, pero solo se aprecia
su aumento en los casos en que las caspasas estan inhibidas o en momentos iniciales de la
induccion de la apoptosis, ya que posteriormente parece ser degradado por las mismas

caspasas.
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Figura 4.28.-Efecto del sorafenib sobre la expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis en células
plasmaticas de pacientes de mieloma muiltiple.
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En la muestra del paciente 4 se observd que a la dosis de 10 uM el porciento de muerte
es practicamente igual al basal, sin embargo, se detectd una marcada disminucion de las
proteinas antiapoptética Mcl-1 y Bcl-X,. Esto indica que si bien, el aumento de Puma es
necesario para el inicio de la induccién de la apoptosis, la disminucion de los niveles de Mcl-1 y

Bcl-X_ son necesaria para que la apoptosis se ejecute en la célula.

4.2.2.-El sorafenib es activo in vivo en tumores generados en
ratones nude

Para determinar si el sorafenib in vivo tenia un comportamiento similar al observado in
vitro, se inyectd, de forma subcutanea, 1 x 10° células de NCI-H929 en ratones Nude. Una vez
que los ratones desarrollaron los tumores, los ratones se dividieron, de manera aleatoria, en dos
grupos: control y tratados. A los ratones tratados se les administraron 80mg/kg/dia en dosis
Unica por via oral con canulaintragastrica. Mientras que al grupo control se le administro el

vehiculo usado para diluir el farmaco.

Los ratones se comenzaron a tratar una vez que los tumores habian alcanzado un
volumen entre 50 y 100mm?. Los ratones se trataron diariamente durante 15 dias. De igual forma

cada dia los ratones se pesaron y se midié el tamafio del tumor. El volumen del tumor se
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Figura 4.29.-Efecto del sorafenib sobre el volumen tumoral en ratones nude implantados con células de la
linea H929.

En la figura 4.29 se aprecia como el sorafenib retrasa el crecimiento de los tumores e
incluso, en algunos casos, provoca la desaparicion casi completa del tumor, mientras que los

controles siguen creciendo. Esto demuestra que el efecto citotoxico del sorafenib se mantiene en
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tumores de mieloma multiple in vivo. La concentraciéon plasmatica alcanzada con las pautas de
dosificaciéon actualmente en uso esta entre 10-20 uM. No obstante, el sorafenib se une a las
proteinas plasmaticas por lo que la concentracion efectiva que alcanza el sorafenib en el sitio del
tumor puede ser mucho mayor. Esto puede justificar, en parte, el efecto provocado por el

sorafenib en la inhibicion del crecimiento de los tumores implantados en los ratones.
4.3.-El sorafenib induce autofagia células de mieloma
multiple

Segun la figura 4.1 el sorafenib inhibe los complejos MTORC1 y mTORC?2 los cuales entre

otras funciones provocan la activacion de la autofagia cuando son inhibidos.
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Figura 4.30.-Induccion de autofagia en Fibroblastos embrionarios de ratén Bax/Bak'.

Debido a los resultados observados al incubar las células con sorafenib, se decidié
analizar la capacidad de induccion de autofagia por parte de este farmaco.Esta descrito que este
proceso celular esta implicada en la muerte celular, ya sea protegiendo la célula de la apoptosis

o en la muerte celular asociada a autofagia.

Como primera aproximacion se trataron las células MEF Bax/Bak™ LC3-GFP con diferentes
dosis de sorafenib durante 24 h y se analizd por citometria la muerte celular y la induccién de

autofagia mediante marcaje con 7AAD y la disminucion de los niveles de la LC3-GFP
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respectivamente. Esto ultimo ocurre cuando en la célula hay niveles altos de autofagia ya que
parte de la LC3 es degradada en los propios autofagolisosoma y porque la fluorescencia de la

GFP desaparece en los autofagolisosomas debido al pH acido de los mismos.

En figura 4.30 se aprecia como el sorafenib induce autofagia en estas células, lo que se
detecta gracia a la bajada de la fluorescencia de la LC3-GFP y al cambio del patrén de
fluorescencia de la célula, de difusa por todo el citosol a punteada. Estas células son mas

resistente al sorafenib por lo que se necesitaron concentraciones mas altas para inducir muerte.

Debido a estos resultados, se decidi6 obtener unas células de mieloma que
sobrexpresaran la LC3-RFP para analizar si, en estas células, el sorafenib también era capaz de

inducir autofagia.

Las células RPMI 8226 y 8226 Bcl-X_ se tranfectaron con un plasmido que contenia la LC3
fusionada a la proteina fluorescente RFP mediante el uso de retrovirus. Luego por dilucién limite
se selecciond un clon que sobreexpresaba de forma estable esta proteina de fusion. Y se
incubaron con sorafenib durante 24 h. Como las 8226 Bcl-X, son mas resistentes al sorafenib, se

us6 una dosis mayor, en este caso 15 yM.

CONTROL (8%) +SORAF 8uM (57%) CONTROL (7%) +SORAF 15pM (32%)

Figura 4.31.-Deteccion por microscopia de fluorescencia la induccién de autofagia en células de mieloma
RPMI-8226 y 8226 Bcl-X, transfectadas con la proteina de fusién LC3-RFP.

Como se observa en la figura 4.31 se obtuvieron clones que sobreexpresaban la LC3-RFP
y el sorafenib indujo autofagia en las dos lineas celulares ensayadas como lo muestra el cambio

en el patron de fluorescencia de difusa a punteada.

La proteina Bcl-X_, ademas de ser una proteina antiapoptética, esta implicada en la
regulacion de la autofagia, ya que esta descrito que es capaz de unirse a Beclina 1 y de esta
forma inhibir la autofagia. Sin embargo, en estas células se ve como tanto en las RPMI-8226
como en las que se sobreexpresa Bcl-X, se induce autofagia por este farmaco. De hecho, en

estas ultima se aprecia una mayor induccion de autofagia lo que se debe a que son mas

105



RESULTADOS

resistente a la apoptosis o a la mayor dosis de sorafenib empleada.

La induccion de autofagia también se analizé por blots y se empled un anticuerpo que
reconocia la LC3-1 y la LC3-Il. Luego se cuantificé la intensidad de estas dos bandas y la relacion

entre ambas se us6 como medida de autofagia.
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Figura 4.32.-Deteccion la proteina LC3-l y LC3-ll por western blot como medida de la induccién de
autofagia.

Como se muestra en la figura 4.32, por esta técnica también se corrobora la capacidad de
inducir autofagia en las RPMI 8226 y se observa como en ofras lineas celulares, en las U266,
también el sorafenib es capaz de inducir autofagia. Segun estos experimentos las células de
mieloma presentan valores basales de autofagia los cuales aumentan al incubarse con sorafenib,

alcanzandose los valores maximos a tiempos de 16y 24 h.

Segun estos datos el sorafenib es capaz de inducir autofagia en las células de mieloma
multiples ensayadas, no obstante, este proceso celular puede tener un efecto protector de la
apoptosis inducida por el sorafenib o puede que el sorafenib induzca muerte asociada a
autofagia. Por lo que para analizar la implicacién de la autofagia en la muerte inducida por
sorafenib se inhibio la autofagia en estas células y se vio cémo responden al incubarlas con este

farmaco. Para esto se silencié Beclina 1 por nucleofecion con siRNA de manera transitoria.

Como se muestra en le figura 4.33 solo se consiguié un silencimiento parcial, sin embargo
suficiente para que se viera representado en los niveles de autofagias medida por la relacién
entre la LC3-Il y la LC3-I.
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Figura 4.33.-Silenciamiento de Beclina-1 en células RPMI 8226 y 8226-Bcl-X.

A pesar de esta disminucion de los niveles de autofagia, solo se observo un ligero aumente
en la muerte inducida por el sorafenib en las RPMI-8226 y practicamente ningun efecto en las
células de la linea 8226-BCL-X| (figura 4.34).
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Figura 4.34.-Efecto del silencimiento de Beclina-1 en células RPMI 8226 y 8226-Bcl-X, sobre la muerte
inducida por el sorafenib.

Ademas de silenciar beclina-1, existen otras formas de inhibir la autofagia, como es el uso
de drogas que pueden inhibir este proceso de diferentes maneras. Una de estas drogas es la
cloroquina. Este es un farmaco, que entre otros efectos, inhibe la acidificacidn de los lisosomas y
la fusidn de estos con los autofagosomas, lo que Inhibe la autofagia e induce una acumulacion

de autofagosomas. Debido a esto también se us6 esta estrategia para analizar el efecto que
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tiene la induccion de autofagia sobre la muerte celular provocada por el sorafenib.

En este experimento se incubaron las células con cloroquina 25nM una hora antes de

tratar las células con sorafenib durante 24h
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Figura 4.35.-Efecto de la inhibicion del flujo autofagico mediante cloroquina sobre la muerte inducida por el
sorafenib en células MM.1S y RPMI 8226.

Como se aprecia en la figura 4.35 la inhibicion de la autofagia con esta estrategia si
provoco un aumento marcado de la muerte inducida por el sorafenib. Por lo que con estos datos
podemos decir que la autofagia que se genera cuando las células son incubadas con sorafenib

parece tener un efecto protector de la muerte inducida por esta droga.

4.4.-El sorafenib induce necroptosis en células de mieloma
multiple

Segun los resultados obtenidos el sorafenib induce muerte apoptética en las células de
mieloma multiple empleadas. No obstante, es capaz de inducir muerte en aquellas células en las
que la apoptosis esta inhibida. La apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular
programa. Sin embargo, existen otras formas de muerte celular descritas. Una de ellas es la

necrosis programa o necroptosis.

Como se muestra en la figura 4.8 y 4.10, el ZVAD es incapaz de inhibir la muerte inducida
por el sorafenib en las MM.1S, mientras que en las RPMI 8226 la inhibicion es muy notable y en
el resto de las lineas tiene un efecto parcial. Ademas, al incubar estas células con un inhibidor de
caspasa 8 (IETD) y al tratarlas con sorafenib, aumenta la muerta (figura 4.8). Los modelos en
que esta descrita la necroptosis tienen un comportamiento similar a las MM.1S al incubarlas
inhibidores de caspasas. Por lo que se hipotetizé que el sorafenib puede estar induciendo

necroptosis en esta linea celulares.
Para comprobar esta hipdtesis se trataron las células con sorafenib previa incubacién con
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ZVAD, Necrostatina-1 (inhibidor de la necroptosis) y la combinacién de los dos durante una hora

antes de adicionar el sorafenib.
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Figura 4.36.-Efecto de la inhibicion del flujo autofagico mediante cloroquina en células MM.1S y RPMI 8226
sobre la muerte inducida por el sorafenib.

Como se muestra en la figura 4.36 la combinacién de ambos inhibidores en las MM.1S
provoca una disminucion de la muerte inducida por el sorafenib mucho mayor que cualquiera de
los dos inhibidores por si solo. Ademas, la necrostatina aumenta la muerte inducida por el
sorafenib, efecto similar al observado al inhibir la caspasa 8 con el IETD. Este efecto no se
aprecia en el caso de la linea RPMI 8226 ya que en este caso el Z-VAD si inhibe la muerte
causada por el sorafenib, al menos a las concentraciones y tiempos ensayados en este

experimento.

Segun estos datos, la muerte independiente de caspasa descrita en el acapite 4.1.3 puede
ser debida a la que el sorafenib es capaz de inducir necroptosis en aquellas células que las
caspasas se encuentran inhibidas. Esto también podria explicar la muerte observada en aquellas
células que tienen inhibida la maquinaria apoptética, ya sea por sobreexpresion de proteinas
antiapoptética o por silenciamiento de proteinas proapoptéticas, en las cuales si se ve una
proteccidon de la muerte inducida por el sorafenib a tiempos cortos y dosis bajas pero no a

tiempos largos y dosis mas altas.
4.5.-El Sorafenib muestra potencial en terapia combinada

En la préactica clinica habitual se suelen emplear combinaciones de farmacos para obtener
mejores resultados terapéuticos y de esta forma atacar varias dianas terapéuticas y evitar la
aparicion de células resistentes y las recaidas. El mieloma multiple es un buen ejemplo del

empleo de estas combinaciones para el tratamiento de esta enfermedad.

Debido a esto, en este trabajo se realizaron varias combinaciones de este farmaco con

otras drogas que se usan en la practica clinica para el tratamiento de esta patologia, asi como
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con otros farmacos que podrian tener futuras aplicaciones para el tratamiento del mieloma

multiple.

4.5.1.-La combinacién de Sorafenib y Bortezomib debe ser
personalizada

El Bortezomib es un inhibidor del proteosoma que se utiliza actualmente en el tratamiento
de pacientes con mieloma multiple en cualquier estadio de la enfermedad (Richardson et al.
2003). El funcionamiento 6ptimo del proteosoma es esencial para la supervivencia celular y las
células plasmaticas tumorales tienen una gran necesidad de este mecanismo, en primer lugar
porque todas las células tumorales tienen una alta tasa de recambio proteico, mayor que las
células normales, y por otro lado porque las células plasmaticas tumorales son productoras de

inmunoglobulinas y dependen en gran medida de un correcto funcionamiento del proteosoma.

A pesar de la mejora que ha supuesto el uso del bortezomib en el tratamiento del mieloma
multiple, el hecho es que esta enfermedad sigue siendo incurable, de aqui la necesidad de que

se sigan buscando nuevas combinaciones con el bortezomib que mejoren el prondstico de esta

enfermedad.
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Figura 4.37.-Combinacion de Bortezomib y Sorafenib. Las células se incubaron inicialmente con diferentes
dosis de bortezomib y transcurrido 24h se incubaron con sorafenib 7 yM durante 24 h mas. Como se
observa solo en las 8226 se produjo un efecto sinergico claro.
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Se disefaron varios experimentos para buscar si la combinacién entre sorafenib y
bortezomib pudiera tener un efecto sinérgico. En un primer experimento se incubaron las células
con varias dosis de bortezomib durante 24 h, transcurridas estas, las células se incubaron con

una dosis fija de sorafenib durante 24 h mas.

Como se observa en la figura 4.37 solo se observo efecto sinérgico, determinado por el Cl,

en la linea RPMI 8226, mientras que en el resto de las lineas el efecto observado fue antagénico.

Como el resultado obtenido no fue el esperado ni el reportado en otros estudios (Yu et al.
2006a; Ramakrishnan et al. 2009) se decidi6 realizar el mismo estudio pero cambiando el orden

en el cual se expusieron las células a los farmacos.

En un segundo experimento se cambio el orden en que se incubaron las células con cada
farmaco y se usaron dos dosis diferentes de sorafenib, una baja, 3 uyM, que induce muy poca
muerte y una mas alta 7 pM. Inicialmente se incubaron las células con sorafenib durante 24 h 'y
posteriormente se incubaron con diferentes dosis de bortezomib. Como se muestra en la figura
4.38 se obtiene el mismo resultado que en el experimento anterior, solo se observa efecto
sinérgico en la linea RPMI 8226, tanto a unas dosis bajas de sorafenib, 3 yM, como a una dosis
mas alta 7 uyM. En el resto de las lineas, ninguna de las dosis ensayadas, mostrd efecto
sinérgico, mas bien se detecto un efecto antagénico, siendo este mas marcado en la linea U266.
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Figura 4.38.-Combinacion de Sorafenib y Bortezomib. Las células se incubaron inicialmente con dos dosis
de sorafenib y transcurrido 24h se incubaron con diferentes dosis de bortezomib durante 24 h mas. Como
se observa solo en las 8226 se produjo un efecto sinergico claro y llama la atencién el efecto
marcadamente antagonico observado en las U266.
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Por ultimo se decidié realizar un ultimo experimento en el que se incubaban las células
simultdneamente con los dos farmacos a una relaciéon de concentracion 1:1000. Para este
experimento solo se escogid la linea NCI-H929 ya que en esta linea, a algunas dosis se aprecié
un efecto aditivo.

Como se observa en la figura 4.39, tampoco se observo ningun efecto sinérgico en esta
linea, tampoco se observo el ligero efecto aditivo hallado en los experimentos anteriores. En
cambio, se observo el mismo efecto antagénico previamente descrito, el cual, fue mucho mayor

a las dosis mas bajas.

NCI-H929
Bort + Soraf 24h
100-
1.195 11-196
1.193

» 80-
@ 1.275 B BORT 24h nM
Y 604 B SORAF 24h pM
= Bl BORT+SORAF (1:1000) 24h
2 401
Z
° 1.978

201 1619

Figura 4.39.-Incubacién simultanea con Bortezomib y sorafenib. Las células se incubaron simultaneamente
con sorafenib y bortezomib en una relacién 1:1000 durante 24 h. Como se observa no se detecto ningun
efecto sinergico, si no antagonico, muy marcado éste a las dosis mas bajas.

Aunque previamente se habia reportado que la combinacion de sorafenib y bortezomib
podrian tener un efecto sinérgico, en este estudios se demuestra que esta combinacién puede
tener un efecto altamente variable pudiendo provocar un efecto antagonico en unas lineas,
ligeramente aditivo en otras y mostrando un potente efecto sinérgico en otras. Este resultado no
descarta la posibilidad del uso combinado de estos dos farmacos, si no que refuerza la
necesidad de que la implementacion de tratamientos personalizados con el objetivo de

aprovechar el maximo potencial terapéutico del arsenal farmacoldgico disponibles en el mercado.

4.2.2.- El Sorafenib sensibiliza a células a Apo2L/TRAIL

Apo2L/TRAIL es un ligando mortal que es capaz de inducir apoptosis en lineas de MM. Sin
embargo, no todas las células de mieloma son sensibles a Apo2L/TRAIL. La sensibilidad
depende de varios factores como pueden ser la expresion de los receptores de muerte DR4 6

DRS5, la expresion de la caspasa 8 o la facilidad de estos receptores para oligomerizar. Por
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ejemplo, las células tumorales de pacientes con mieloma multiple refractario a menudo dejan de
expresar los receptores DR4 y DR5, lo que aumenta la resistencia a Apo2L/TRAIL de estos

pacientes.

Se decidié evaluar el efecto de la combinacion de sorafenib con Apo2L/TRAIL, con el
objetivo de ver si células que fueran poco sensibles a Apo2L/TRAIL podrian ver aumentada su
sensibilidad al ser tratadas con esta droga. Se usaron 4 lineas celulares, 3 de mieloma y una
leucemia las que en estudios anteriores en este laboratorio habian mostrado ser poco sensible a
Apo2L/TRAIL.

MM.1S NCI-H929

1004 1004
Sorafenib OuM
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Figura 4.40.-Efecto sensibilizador de sorafenib a la induccion de muerte mediada por APO2L/TRAIL. Las
células se incubaron previamente con sorafenib durante 24 h. transcurrido este tiempo se adicionaron dosis
creciente de APO2L/TRAL durante 24 h mas. En todos lo casos se observo un efecto sencibilizdor por parte
del sorafenib.

Con estas lineas se realizaron curva dosis respuestas de Apo2L/TRAIL previa incubacion
durante 24 h con sorafenib a tres dosis diferentes. Como se muestra en la figura 4.40 se observo
una potenciacién del efecto de Apo2L/TRAIL, incluso a dosis bajas de este ligando mortal.
Aunque el efecto observado fue variable de una linea a otra, se observo el efecto mas
significativo en las MM.1S y en las U266, en las cuales, incluso la dosis mas bajas de sorafenib,
la cual por si sola no induce muerte, logro potencia significativamente el efecto citotdxico de
Apo2L/TRAIL.

Para tratar de analizar el mecanismo por cual el sorafenib contribuye a sensibilizar las

células a Apo2L/TRAIL se escogio la linea celular U266 y las dosis de sorafenib de 3 pM y
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Apo2L/TRAIL 75 ng/mL. Tras 24 h de incubacion con sorafenib se adiciond Apo2L/TRAIL
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se midi6é la induccion de apoptosis y se lisaron las

células para analizar la expresion de proteinas.
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Figura 4.41.-Analisis de la expresion de proteinas tras el tratamiento de la linea U266 con Sorafein y
TRAIL. Se observa una mayor salida de citocromo c, procesamiento de caspasa 8 y Bid.

Como se muestra en la figura 4.41 la dosis de sorafenib empleada no induce muerte, no
obstante, induce disminucién de los niveles de las proteinas: Flip, Mcl-1 y procesamiento de Bid.
Por otro lado, Apo2L/TRAIL solo induce una ligera caida del potencial de membrana (22%) lo
que se corresponde con la salida del citocromo ¢ de la mitocondrial. Por lo que en estas células
TRAIL esta induciendo la activacion de la via mitocondria atreves del procesamiento de Bid lo
que se corresponde con la disminucion de los niveles de esta proteina observado por western
blot.

Sin embargo, al incubar estas células con sorafenib y TRAIL aumenta la caida del
potencial mitocondrial con la consiguiente mayor salida de citocromo ¢ observada por western
blot y el procesamiento de la caspasa 8. Este efecto sinérgico observado entre estos dos
farmacos puede deberse a el efecto de la proteina proapoptética tBid inducida por TRAIL que
puede ser mayor por la bajada de Mcl-1 inducida por el sorafenib. Por otro lado el sorafenib
parece inducir un aumento de la proteina adaptadora FADD lo cual provocar una mayor
eficiencia en la formacion del DISC induciendo de esta forma una mayor sefializacion de TRAIL

hacia el interior de la célula.
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4.2.3.-Sorafenib muestra un gran potencial en la combinacién
con varios farmacos

Debido al mecanismo de accion del Sorafenib, este farmaco tiene utilidad en la clinica no
solo por su capacidad para inducir muerte celular, sino también, por tener propiedades
antiangiogénicas (Chang et al. 2007). Este es un proceso fundamental para el progreso del
tumor. Sin embargo, en la practica clinica los beneficio de este tipo de farmacos son transitorio y
eventualmente el tumor progresa por lo que se requiere el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas que refuerces el efecto de estos farmacos. mTORC también es clave en la
regulacion del crecimiento celular, proliferacidon y supervivencia, ademas de angiogénesis. Por lo
que numerosos estudios han demostrado que el bloqueo de mTORC reduce el crecimiento
tumoral. Pese a esto, existen numerosas evidencias que sostienen que la inhibicion de mTORC
resulta en una retroalimentacion negativa que activa Akt y la via Ras/Raf-1/MEK/ERK lo que

reduce los efectos beneficiosos de este tipo de farmacos.
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Figura 4.42.-Dosis respuesta de las lineas de mieloma durante 48 y 72 h de exposicion a PP242. Las caluls
se incubaron con una concentracion creciente de PP242 durante 48 y 72 h y posteriormente se analizé la
muerte celular por citometria de flujo mediante la exposicion de fosfatidil serina.
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Recientemente se han desarrollado muchas moléculas capaces de inhibir mTORC de
forma selectiva, tanto el complejo 1 como el 2. Sin embargo los beneficios clinicos siguen siendo
menos exitosos que lo esperado, posiblemente por el efecto anteriormente descrito. Debido a
esto seleccionamos dos compuesto que son inhibidores de mTORC para analizar si sus efectos
se veian reforzado por el uso simultaneo con Sorafenib un potente inhibidor de la via de
sefalizacion Ras/Raf-1/MEK/ERK.

Los farmacos seleccionados fueron OSI-027 y PP242. Estos son inhibidor de TORC1 vy
TORC2 con actividad significativamente mayor que la rapamicina. Y como se muestran en la
figura 4.42, con excepcion de las U266, todas las lineas fueron sensibles a PP242, no obstante
las linea OPM-2 resulto ser la mas sensible como se esperaba ya que la misma presenta
mutaciéon en PTEM por lo que presenta una alta actividad de esta via de traduccion de sefales y
es muy dependiente de la via PISBK/AKT/mTORC

MM.1S 48H NCI-H929 48H

100
PP242 (x1) -o- PP242 (x1)

o
-8~ SORAFENIB (x10) -5~ SORAFENIB (x10)
& P 24h+S 24h 1:10 —a— P 24h+S 24h 1:10

o
=}

~
a

75

133
=}

50

% Annexin V* cells
% Annexin V* cells

DLs0=0.35uM DLs50=0.72uM
2 2
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
nM nM
OPM-2 48h RPMI 8266 48H
1004 100
- PP242 (x1) o PP242 (x1)
-5~ SORAFENIB (x10) -5 SORAFENIB (x10)
5 ~— P 24h+S 24h 1:10 & & P 24h+S 24h 1:10

50 50

% Annexin V* cells
% Annexin V* cells

DL50=0.37uM DL50=0.7uM
254 25
0 ; ; ; ; ; 0 ; ; ; ; ;
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
nM nM
U266 48H
100
-~ PP242 (x1)
P -3~ SORAFENIB (x10)
8 75 & P 24h+S 24h 1:10
N
>
£ 504
[0
5
< 254
B = = 50
——1F& B
0 ; ; ; ; ;
0 100 200 300 400 500

Figura 4.43.-Efecto del tratamiento de las células de MM con sorafenib seguido de PP242. Las células se
incubaron 24 h con el sorafenib seguido de 24 h mas con PP242. El mayor efecto potenciador de la muerte
se observo en la linea MM.1S.

Para analizar si el sorafenib tenia algun efecto sinérgico en la apoptosis inducida por esta
droga se incubaron las células, incluida las U266, con PP242 durante 24 h y se adiciono el
sorafenib durante 24 h mas. En todas las lineas, menos las U266, se observo que el sorafenib
potencié el efecto del inhibidor de mTORC de manera significativa, aunque en las MM.1S fue
donde se detectd el mayor efecto sinérgico. La dosis letal de PP242 en el caso de las MM.1S

desciende de 2 uM a 0.35 uM al tratar las células simultdneamente con estos dos farmacos
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(figura 4.43)
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Figura 4.44.-Analisis de la influencia sobre la muerte celular que tiene el orden en el que las células son

expuesta a diferentes farmacos.

Debido a que al combinar algunos farmacos, el orden en que se administran los

tratamientos puede influir en el resultado obtenido se realiz6 un experimento en el cual se

incubaron las células inicialmente con sorafenib y luego con PP242 y viceversa. Como se

observa en la figura 4.44 sélo a tiempos cortos (4 h) y dosis altas de sorafenib, 10 yM y 1 uM de

PP242 se observo que el orden influye en los niveles de muerte inducida.
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Figura 4.45.-Dosis respuesta de las lineas de mieloma durante 48 y 72 h de exposicion a OSI-027. Las
células se incubaron con una concentracidon creciente de PP242 durante 48 y 72 h y posteriormente se
analizé la muerte celular por citomettria de flujo mediante la exposicion de fosfatidil serina.
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Con el otro farmaco elegido, OSI-027, se realizé el mismo estudio. En este caso al realizar
la dosis respuesta a 48 y 72 h, se observo el mismo resultado. Las U266 eran insensibles al
efecto del inhibidor de mTORC con la diferencia de que las RPMI 8226 mostraron un
comportamiento muy similar a las U266. Ademas, no se aprecié que las OPM-2 fueran mas
sensibles ni que la efectividad del farmaco aumentara al prolongar el tiempo de incubacién de 48
a72h.

Al combinar el inhibidor de mTORC con sorafenib, solo las MM.1S y las H929 mostraron
un efecto sinérgico. Resultado que difiri6 mucho del observado con el otro inhibidor de mTORC,
el PP242. No obstante, es importante destacar la marcada potenciacion observada en estas dos

lineas tanto por el PP242 como por el OSI-027.

OSI-027 48H 0OSI1-027 72H
100+ 100~
-8 Sorafenib, x10 - Sorafenib, x10
£ 801 & 0SI-027, x1 £ go{ = OS|-027, x1
8 = 0SI-027+Soraf, 1:10 8 % 0SI-027+Soraf, 1:10
S 604 S 604
£ c
X X
2 40 @ 40
C C
< <
X 201 L 20
~ - 1
48h H929 72h ?
OSI-027 48H 0SI-027 72H
100~ 100~
-o- Sorafenib, x10 -o— Sorafenib, x10
£ 8o -w 0OSI-027, x1 £ go{ -® OSI-027, x1
8 -7 0SI-027+Soraf, 1:10 8 -% 0SI-027+Soraf, 1:10
S 60 S 60
£ £
x x
2 40 2 40
C c
< <
X 20 R 209
0 T T T T T ] 0 T T T T T ]
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Dosis, nM Dosis, nM

Figura 4.46.-Efecto del tratamiento de las células de MM con sorafenib seguido de OSI-027. Las células se
incubaron 24 h con el sorafenin seguido de 24 h mas con PP242. Se observo una marcada potenciacion del
efecto citotoxico al combinar estos dos farmacos en las lineas MM.1S y H929.

Con el uso de estos farmacos conseguimos inhibir dos de las principales vias de
supervivencia y proliferacion de las células tumorales. En el caso del sorafenib, la via Ras/Raf-
1/MEK/ERK, mientras que con el PP-242 y el OSI-027 la PI3K/AKT/mTORC. Sin embargo, en
algunas de las lineas ensayadas, no se observé beneficio alguno al combinar estos farmacos.
Por lo que decidimos usar un farmaco que fuera capaz de inhibir otra de las vias de
supervivencia y proliferacion. La via de las Jak/Stat. Esta comprende las kinasas Jak1, Jak 2
(Janus-associated kinase 1 y 2) y Tyk2. Son un grupo de tirosin quinasas citoplasmaticas que

funcionan trasmitiendo sefales intracelulares de receptores de factores de crecimiento mediante
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la expresion de genes responsables de diversas funciones celulares como diferenciacion,
proliferacion y resistencia a la apoptosis. Jak 1 es un conocido mediador de la IL-6 entre otras
citoquinas. Jak es reclutado en la parte citoplasmatica de estos receptores donde es activado por
fosforilaciéon y cambio conformacional. Posteriormente activa a Stat por fosforilacién y
dimerizacién. Una vez Stat es activada se trasloca al nucleo donde se une a zonas reguladoras y

promueve la expresion de genes relacionadas con diferentes funciones celulares.

Uno de los farmacos recientemente aprobado por la FDA para su uso en humano como
inhibidor de esta via de sefalizacion es el Ruxolitinib. Este es un potente inhibidor de Jak 1 y Jak
2 con una concentracion inhibitoria (ICsq,) de 3.3 nM y 2.8 nM respectivamente. Este farmaco no
tiene efecto citotoxico en las células de mieloma en un rango de dosis de 0 a 5 uM (figura 4.47).
No bstante al combinarlo con sorafenib y con OSI-027 si mostro potenciacion de la citotoxicidad

de estos dos compuestos.
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Figura 4.47.-Efecto sobre la proliferacion en las células de MM tras incubar con OSI-027, PP242 y
Ruxolitinib. Las células se incubaron durante 72 h.

Las células se incubaron con ruxolitinib durante 24 h y posteriormente se adiciond
sorafenib durante 24 o0 48 h mas. En la figura 4.48 se aprecia como en las H929, al combinar

Ruxolitinib con sorafenib durante 48 o 72 h aumenta la apoptosis inducida, no obstante el
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aumento es mucho mayor al incubar ademas con un inhibidor de mTORC durante 48 h.
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Figura 4.48.-Citotoxicidad inducidad en las células NCI-H929 de MM tras incubar con OSI-027, Ruxolitinib
y sorafenib. Las células se incubaron durante 24 h con ruxolitinib o con ruxolitinib+OSI-027, trascurradas 24
h se adicono sorafenib durante 24 o 48 h mas. El efecto citotoxico se midio por exposicion de fosfatidil
serina.

En el caso de las OPM-2 también se observo un aumento significativo al incubar las
células con estos tres farmacos, figura 4.49, en este caso durante 72 h, es decir 24 h con
ruxolitinib+0SI-027 y posteriormente se adiciono durante 48 h el sorafenib. Estas células debido
a la mutacion en PTEM son sensibles a los inhibidores de mTORC, Sin embargo, se observa un

mayor efecto al combinarlo con un inhibidor de Ras/Raf-1/Mek/Erk y Jak/Stat.
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Figura 4.49.-Citotoxicidad inducidad en las células OPM-2 de MM tras incubar con OSI-027, Ruxolitinib y
sorafenib. Las células se incubaron durante 24 h con ruxolitinib+OSI-027, trascurradas 24 h se adicond
sorafenib durante 48 h mas. El efecto citotoxico se midio por exposicion de fosfatidil serina.
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Efecto similar aunque mucho mas modesto se observa en las RPMI 9226, figura 4.50,
aunque si se tiene en cuenta que el OSI-027 es practicamente inactivo frente a estas células se
puede decir que al combinar con ruxolitinib se consigue un aumento significativo de la actividad
de estos farmacos. En el caso de la linea U266 que no mostrd ser sensible a ninguno de los
inhibidores de mTORC, llama la atencién que si aumentd la induccién de la apoptosis al
incubarlo con ruxolitinib. Lo que podria sugerir que la via de las Jak/Stat tiene mayor importancia

en unas lineas celulares que en otras.
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Figura 4.50.-Citotoxicidad inducidad en las células RPMI 8226 de MM tras incubar con OSI-027, Ruxolitinib
y sorafenib. Las células se incubaron durante 24 h con ruxolitinib+OSI-027, trascurradas 24 h se adicond
sorafenib durante 48 h mas. El efecto citotoxico se midio por exposicion de fosfatidil serina.
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Figura 4.51.-Citotoxicidad inducidad en las células U266 de MM tras incubar con OSI-027, Ruxolitinib y
sorafenib. Las células se incubaron durante 24 h con ruxolitinib+OSI-027, trascurradas 24 h se adicond
sorafenib durante 48 h mas. El efecto citotoxico se midio por exposicion de fosfatidil serina.
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4.6.-Optimizacion del analisis de presuntas células madres

de mieloma multiple.

Segun lo descrito en la bibliografia las células madres de mieloma son las células CD138
negativas (Matsui et al. 2004). Por lo que para identificar estas células se marcaron con
anticuerpo anti CD138 y anexina ya que las células de mieloma pierden la expresion de este
antigeno de superficie celular cuando sufren apoptosis. Inicialmente se hizo una regién sobre la
poblacion de células para de esta forma eliminar los fragmentos celulares y agregados, luego se
hizo otro sobre las células anexinas negativas para eliminar las células apoptéticas y finalmente

identificar las células CD138 negativas.
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Figura 4.52.- Identificacion de las células CD138 negativas en diferentes lineas de mieloma multiple. El
porciento de la poblacién de células CD138 negativas fue de un 2.2 aun 3.4 %

Como se aprecia en la Figura 4.52, en estas lineas, se encontrd solo de un 2,2% a un
3,4% de células CD138 negativas. Esto concuerda con lo reportado en la literatura donde el
porciento de células madres tumorales se encuentra por debajo del 5 % en mieloma multiple
(Matsui et al. 2004).

Para realizar subsecuentes experimentos con estas células se procedié a su purificacion
mediante seleccion negativa por procedimientos magnéticos (ver materiales y métodos acapite
3.6.3). Se separaron 100 x 10° células por columna. Las células CD138 negativas se separaron
mediante MACS con anticuerpo anti CD138. Se recogio la fraccion negativa y se fenotiparon con
anticuerpo anti CD138 y anexina. Como se muestra en la Figura 4.53, se logro enriquecer el
cultivo en células CD138 negativa pero seguian quedando células CD138 positivas aunque la
mayoria de las células CD138 negativas obtenidas eran células anexina positivas, es decir

apoptoticas, solo una pequefia fraccién pertenecian a células vivas.
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Figura 4.53.- Purificacion de la poblaciéon de células CD138 negativas. Se separaron 100 x 10° células por
columnas. Se recogio6 la fraccion no unida a la columna y se fenotiparon.

Para poder obtener una mayor eficiencia de separacion se necesité separa solo 40 x 10°
células por columna ya que con cantidades mayores se saturaba la capacidad de retencion de la
columna. De esta forma, se obtuvo una mayor fraccién de células CD138 negativas, aunque de
estas, solo aproximadamente el 20% eran células vivas, es decir anexina negativas/7AAD
negativas, Figura 4.54, y de estas mas del 60% eran células CD138 negativas aunque se obtuvo

una gran variabilidad entre experimentos.
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Figura 4.54.- Puesta a punto de la purificacién de la poblacion de células CD138 negativas. Se separaron
40 x 10° células por columnas. Se recogio la fraccion no unida a la columna y se fenotiparon.

Una vez enriquecido el cultivo en células CD138 negativas, estas se trataron con sorafenib
durante 14h con el objetivo de detectar si el sorafenib era activo sobre las presuntas células
madres de mieloma multiple. Al enriquecer el cultivo en células CD138 negativas, un alto
porciento de las células son anexina positiva, por o que se seleccionaron las células anexina
negativas, y en esta poblacion se analiz6 como respondian las poblaciones de células CD138
positivas y negativas al sorafenib. Como se aprecia en la Figura 4.55, ambas fracciones
procedente de la separacion magnética, es decir la poblacién enriquecida en células CD138
negativa y la depletada de estas células, se enriquecieron en las células CD138 negativas al
tratarlas con sorafenib. Aunque en la fraccion negativa, a la mayor concentraciéon de sorafenib se

aprecia que la poblacion de células CD138 negativas disminuye con respecto a la concentracién
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anterior. Esto indica que las células CD138 negativas son mas resistentes al sorafenib que las

células CD138 positivas.
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Figura 4.55.- Respuesta de las células CD138 negativas al tratarlas con sorafenib. Como se aprecia en
este experimento, éstas parecen ser mas resistente al sorafenib que las CD138 positivas.

Para corroborar este resultado se realizé el mismo experimento pero usando el cultivo
completo, es decir sin separa las células CD138 negativas. Y como se aprecia en la figura 4.56
el resultado es muy similar al del experimento anterior. A medida que se aumenta la dosis
aumenta la poblacion de células CD138 negativo, indicativa que estas células son mas

resistentes al sorafenib.

Control Soraf, 5uM  Soraf, 7.5uM  Soraf, 10uM  Soraf, 20uM

4MM1S CONTROLOOY 1§'gML1S SORAF SuM 140,002 4g'gH.15 SORAF 10uM 130,003 4 MM.1S SORAF 15uM 18h004 $MI1S SORAF 20yM 14100

T 3 o e T T T,

10 i bl 0 1 6 10 1 s 10 1 10 i & 10
ANEXINA APC ANEXINA APC ANEXINA APC ANEXINA APC

4§JML1S CONTROL 001 RO"R1 4 14M.1S SORAF 5ult 13h 002-RIR1 4 MM.1S SORAF 10uM 18h 002 ROPR1 4_MM.1S SORAF 15uM 18h 004:RO"R1 4 MW 1S SORAF 20uM 14h 005:ROR1

10 107 10 0

o © o o
[ = 1 =] E &
8 Badz - 8 B
of b4 of a EB,{G o of a of a ol
= ¢ 19.1%:%
E 10y 2
|d) 101 13 1D3 ﬂ; 1? ﬂ:l1 13 1ﬂ? 10 |rP |ﬂ1 l& 1 10“ I& 10 L 103 Wq 1§ 10' |§ |ﬂ3 W4
ANEXINA APC ANEXINA APC ANEXINA APC ANEXINA APC ANEXINA APC

Figura 4.56.- Células tratadas con sorafenib durante 14 h. se ve como el cultivo celular se enriquece en las
células CD138 negativas.
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Debido a que estas células sdlo representan una fraccion muy pequefa del cultivo celular
resulta muy complicado trabajar con estas células. Una de las formas descrita en la bibliografia
para enriquecer el cultivo en estas células es inyectandolas en ratones inmunodeficientes. Para
esto se tomaron ratones NOD/SCID a los cuales se le inyectaron de forma subcutanea 1 x 10°
células en resuspendidas en 100 puL de matrixgel durante 7 semanas. Trascurrido este tiempo se

extrajeron se fenotiparon y se realizé un ensaya de formacién de colonias.

Como se observa en la Figura 4.57 la poblacion de células CD138 negativa se increment6
de forma que a las 24 h se tenia un 7% de estas células aunque descendié de manera

progresiva de forma que a las 72 h solo quedaba un 2.7% de dichas células.
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Figura 4.57.-Evoluciéon de la poblacion de células CD138 negativas tras ser extraidas del raton. Se
inyectaron de forma subcutanea 50 000 células de la linea MM.1S en 100 yL de matrixgel durante 7
semana y posteriormente se extrajeron.

En el momento de la extraccion si se detectdé un porciento mayor de células CD138
negativas pero debe ser analizado con cuidado ya que la tripsina utilizada para disgregar el
tumor también elimina el antigeno de superficie CD138. Al analizar este hecho, se constaté lo
dicho anteriormente y que hasta transcurridas 9 h no se recupera casi en su totalidad dicho
antigeno de superficie (Figura 4.58)
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Figura 4.58.-Cinética de recuperacion del antigeno de superficie CD138 tras incubar las células RPMI 8226
con tripsina durante 5 min. Como se aprecia a las 9 h se ha recuperado la proteina de superficie CD138
casi en su totalidad.
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A pesar del aumento de la poblacion de las células CD138 negativas, el porciento de
colonias formadas no mostro diferencias significativas al comparar las células injertadas en el

ratén con las células de la linea que procedian (Figura 4.59).
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Figura 4.59.-Comparacion del porciento de formacién de colonias entre las células extraidas de ratén y las
células de la linea que proceden.

El uso del antigeno de superficie CD138 como un marcador negativo de presuntas células
madres tumorales presenta varios inconvenientes como es el hecho de que es un marcador
negativo, que las células lo dejan de exponer cuando entran en apoptosis y que puede ser
cortado proteoliticamente por varias metaloproteasas. Ademas al purificar estas células de un
cultivo celular, se obtienen conjuntamente un gran porciento de células en apoptosis. Esto hace
que los experimentos que se realicen con estas células, sobre todo los de citotoxicidad tengan el

inconveniente de que las células se encuentren en un entorno desfavorable.

Al tener en cuenta estos motivos, se decidié buscar otro marcador de células madres de
mieloma multiple. Sin embargo existe una extensa controversia sobre las caracteristicas
fenotipicas de estas células y se encontraron muchas contradicciones en la bibliografia
consultada (Matsui et al. 2004; Matsui et al. 2008; Pilarski et al. 2008; Paino et al. 2012).

Existe un marcador de células madres desarrollado gracias a la mayor capacidad que
poseen estas células para destoxificarse. Estas células poseen mayor actividad de la enzima
aldehido deshidrogenasa (ALDH) y esta caracteristica la comparten todas las células madres,
tanto las normales como las tumorales, por lo que se uso el kit de STEMCELL Technologies Inc
(ver acapite 3.9.1). Como se aprecia en la figura 4.60 las MM.1S muestran una poblacion de

células Aldefluor positivas perfectamente distinguible.

126



RESULTADOS

4_hihd. 15 CONTROL 003

S

—

0.0

=

s

hihd. 15 TEST. 004 .

/ 01

0,09

AHEXINA DvE3d

'Il:ll:I '1l3'I '1& 1& 104

ALDEFLUOR

AHEXINA DYE3S
S,

=
G_\.

ke

1

E
10

1 1
ALDEFLUOR

1.3

Figura 4.60.- Células de la linea MM.1S marcadas con la sonda Aldefluor para identificar las células
madres de mieloma multiple. Se detecta claramente un 1,3% de células brillantes para la sonda aldefluor y

que son anexina negativas.

En este experimento se realizo inicialmente el marcaje con Aldefluor y posteriormente el

marcaje con antiCD138 y anexina. Como se aprecia en la Figura 4.61, a diferencia de lo

reportado en la bibliografia estas células Adefluor positivas tienen un porciento (32 %) de células

CD138 positivas aunque la mayoria son negativas. También se observa que todas las células

que expresan el antigeno de superficie CD138 no son Aldefluor positivas. En este experimento el

porciento de células Aldefluor positiva fue ligeramente mayor que en el mostrado anteriormente.
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Figura 4.61.-Caracterizaciéon de las células Aldefluor positivas en la linea MM.1S. Como se aprecia estas

células son mayoritariamente CD138 negativas aunque existe una pequefia poblacion CD138 positivas.
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5.-DISCUSION

5.1-El sorafenib induce apoptosis en células de mieloma

multiple de lineas celulares y de muestras de pacientes

A pesar de los nuevos farmacos y estrategias introducidas en la terapia del mieloma
multiple humano, esta contintia siendo una enfermedad incurable. Por esto, la introduccion de
nuevas estrategias y la busqueda de nuevos farmacos es una prioridad en las investigaciones
relacionadas con esta enfermedad. Las nuevas aproximaciones en el tratamiento del mieloma
multiple deben beneficiarse de los avances recientes en la comprensién de la biologia de esta
enfermedad, especialmente en los mecanismos de supervivencia y su interaccion con el

microambiente en que se desarrolla.

El microambiente tumoral en el mieloma multiple humano juega un papel crucial en el
desarrollo de esta enfermedad. La interaccion entre las células tumorales y el microambiente
esta mediada por varios mecanismos que incluyen citoquinas tales como VEGF, IL-6, IGF-1 y
HGF entre otras (Ogata et al. 1997; Ferlin et al. 2000). La via de sefalizacién
Ras/Raf/MEK/ERK se encuentra por debajo de la mayoria de los receptores de estas
citoquinas y tiene un importante papel en esta dolencia (Platanias 2003). El bloqueo de esta via
de sefalizacion puede inducir apoptosis en células de mieloma mudltiple incluso en presencia de
estroma, el cual tipicamente protege a estas células de terapias convencionales como

dexametasona (Chatterjee et al. 2002; Chatterjee et al. 2004).

Esta via de sefializacién puede también ser activada por oncogenes como Ras, las
mutaciones en esta proteina se encuentran en el 30-50% de las células plasmaticas de
pacientes de MM. Su hallazgo es mas frecuente en los estados tardios de esta patologia
(Bezieau et al. 2001; Rasmussen et al. 2005), en cambio en los pacientes de nuevo
diagnéstico, las mutaciones de Ras se detectan solo en un tercio de los pacientes y se suelen
correlacionar con menor supervivencia y poca respuesta a los tratamientos (Liu et al. 1996) y

su progresiva adquisicion se relaciona con progresion de la enfermedad (Liu et al. 1996)

Esta via de sefializacion también esta implicada en el efecto angiogénico de VEGF
(Podar et al. 2001; Giuliani et al. 2004), que es secretado tanto por las propias células de MM
como por BMSC (Gupta et al. 2001). Esta demostrado que la inhibicion de esta via de
sefalizacion en células, tanto de lineas de MM como en muestras primarias, induce apoptosis
(Tai et al. 2007).

Dada la importancia de la via de sefalizaciéon de Raf en la progresién tumoral del MM, es
I6gico examinar esta via de sefalizacién como posible diana terapéutica en el MM (Roberts and
Der 2007). Por lo que la posibilidad de inhibir varias quinasas involucradas en diversas vias de
sefalizacion seria una aproximacion prometedora. En este contexto el sorafenib podria tener
un sitio en el tratamiento del mieloma muiltiple. El sorafenib es un farmaco disefiado para inhibir

a B-Raf y C-Raf, sin embargo, este también inhibe otras quinasas como VEGFR (Wilhelm et al.
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2004). Actualmente es usado en clinica para el tratamiento del carcinoma renal avanzado vy el
hepatocarcinoma (Wilhelm et al. 2006) y podria ser una nueva terapia para el MM, de hecho
recientemente se ha reportado que es citotdxico para células de MM y que presenta efecto
sinérgico con bortezomib in vitro (Ramakrishnan et al. 2009). Sin embargo, el mecanismo de
accion a través del cual induce muerte celular en células MM no ha sido completamente

dilucidado.

En este estudio se demuestra que el sorafenib induce apoptosis en lineas de células de
MM que expresan p53 de forma wild-type (MM.1S, H929) o que poseen una forma mutada de
esta proteina (U266, OPM-2, RPMI 8226), asi como en células plasmaticas de pacientes de
MM a concentraciones que se alcanzan con las pautas de dosificacion actualmente aprobadas
para su uso (Strumberg et al. 2005). La capacidad del sorafenib para inactivar esta via de
sefalizacion (Ras-Raf-Mek-Erk) se confirma por la inhibicion de la fosforilacion de Erk
observada en las lineas de mieloma después del tratamiento. A las dosis usadas se demuestra
que el sorafenib es capaz de inhibir eficazmente la fosforilacion de Mek y Erk en células de
MM, incluso en una linea (OPM-2) que presenta una forma mutada de Ras (H-Ras). Esto
concuerda con publicaciones recientes que demuestran que el sorafenib es capaz de inhibir la
activacion de Mek y Erk en otros tipos de células tumorales (Peng et al. 2009). Ademas,
estudios iniciales de secuenciacidon del genoma de pacientes de mieloma mudltiple indican que
un pequeno numero de pacientes presentan mutaciones en B-Raf (Chapman et al. 2011). Y en
este trabajo se demuestra que el sorafenib es capaz de inducir apoptosis en células U266 que
expresan la mutacion V600OE Raf (Ng et al. 2003) y en células RPMI 8226 que expresan K-Ras
(Zhang and Fenton 2002). Todos estos resultados sugieren que el sorafenib podria ser de gran

utilidad en el tratamiento de estos pacientes de mieloma multiple.

En este estudio se observa un potente efecto del sorafenib sobre el microambiente en
que se desarrolla este tipo de tumor, especificamente en la modulacion en la interaccion entre
las células tumorales y las células estromales. Al cocultivar las células de MM con células
estromales se observé como la proteccidn ejercida por estas ultimas es minima. VEGF es un
importante mediador en las interacciones entre las células MM vy las células estromales.
Cuando las células de MM se ponen en contacto con las células estromales se produce un
incremento en la produccion de VEGF por parte de las células tumorales, las del estroma y las
endotelial, lo cual conduce a su vez a la secrecion de IL-6 por parte de las células estromales lo
cual a su vez aumenta la secrecion de VEGF (Gupta et al. 2001). La via de Ras/Raf/MEK/ERK
tiene un importante papel en la secrecién de VEGF y se ha demostrado que la disminucion de
Erk puede inhibir la secrecion de VEGF por parte de las células de (Giuliani et al. 2004;
Ramakrishnan et al. 2009). Este efecto del sorafenib podria tener un papel importante de forma
indirecta en la disminucién de la proliferacion de las células de MM y a su vez disminuir algunas
resistencias a drogas y aumentar la actividad de otros farmacos.

Al analisis de las vias de sefalizacion celulares se identificd que el sorafenib actia sobre

diferentes vias de sefializacion de proliferacion y supervivencia incluida aquellas mediada por
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Mek/Erk ya discutida, asi como Jak/Stat y PI3K/Akt. El sorafenib inhibié la fosforilacién de
proteinas como Stat-3, Stat-5 y la actividad del complejo mTORCI. En este contexto, la
fosforilacion de Stat-5 es realizada por Jak2 y por la tirosin-quinasa Scr, miembro de una
familia de kinasas que se encuentran por debajo de multiples receptores tirosin-quinasa como
PDGFR y VEGFR los cuales son blancos reconocidos del sorafenib (Wilhelm et al., 2004). Por
lo que es posible que el sorafenib inhiba a Stat5 a través de un mecanismo que involucre la
inhibicion de PDGFR y VEGFR y por tanto las quinasas Jak2 y Scr (Rahmani et al. 2007).

Se puede ver que el sorafenib induce una eficiente disminucion de la fosforilacién de
Stat-3 que es inducida por el efecto estimulador de IL-6, una citoquina de supervivencia para
las células de mieloma multiple (Barille et al. 2000). En tumores se ha observado que Stat-3
esta constitutivamente fosforilado y esto conduce a una activacién aberrante de proteinas
antiapoptéticas como Bcl-XL y MCL-1. Estos niveles aumentados de Stat-3 fosforilada han sido
detectado en células plasmaticas de medula ésea de pacientes de MM y en la linea U266
(Catlett-Falcone et al. 1999b; Chim et al. 2004). La inhibicion de la via Jak/Stat conduce a
disminucién de los niveles de las proteinas antiapoptéticas e incremento de la apoptosis en
lineas de células de MM (Catlett-Falcone et al. 1999a; Catlett-Falcone et al. 1999b).
Evidentemente la inhibicién de las vias MEK/ERK y JAK/STAT pueden contribuir a la actividad
citotdxica en células de mieloma del sorafenib.

Mcl-1 es una proteinas antiapoptética de gran importancia, y previamente se ha descrito
en otros tipos tumorales que el sorafenib reduce los niveles de esta proteina (Le Gouill et al.
2004a; Le Gouill et al. 2004b; Rahmani et al. 2005; Yu et al. 2005). En este modelo el sorafenib
indujo una marcada disminucién de los niveles de Mcl-1 de forma dependiente del tiempo. Sin
embargo, el pretratamiento de las células de MM con ZVAD-fmk, evit6 la disminucién de esta
proteina al tratar las células con sorafenib. Esto sugiere que la disminucion de sus niveles es
responsabilidad de la degradacion mediada por caspasas. Este resultado concuerda con otros
trabajos en los cuales también se aprecia la induccién por parte del sorafenib de una
disminucién de los niveles de esta proteina. Aunque en células de leucemia y de cancer de
pulmén la disminucién de los niveles de Mcl-1 es mediada por inhibicién en su traduccién y de
su transcripcion respectivamente (Rahmani et al. 2005; Yu et al. 2005). Puthier et al. han
mostrado que la via de JAK/STAT y no la Ras/Raf/MEK/ERK esta involucrada en la induccién
de la expresién de Mcl-1 dependiente de la IL-6 lo que sugiere que el efecto del sorafenib sobre
la expresion de Mcl-1 puede no estar relacionado a la inhibicién de la via Ras/Raf/MEK/ERK
(Puthier et al. 1999).

A pesar de lo anterior, la apoptosis inducida por el sorafenib fue bloqueada mas
eficientemente por la sobreexpresion de Bcl-2 y Bel-XL que por la sobreexpresion de Mcl-1. El
papel clave de Bcl-2 y Bcl-XL en la apoptosis en estas células también quedé demostrado por
el hecho de que la reduccién en los niveles de la proteina Bcl-XL, mediante el silenciamiento
transitorio de esta proteina por el uso de siRNA, potencia marcadamente la apoptosis inducida

por el sorafenib. En cambio, el papel poco relevante de Mcl-1, concuerda con el hecho de que
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el silenciamiento, tanto transitorio con siRNA en MM.1S, como permanente con shRNA en
Jurkat, de Bim, su agonista natural (Lopez-Royuela et al. 2010), no se tradujo en cambio en la
sensibilidad de las células a la apoptosis inducida por el sorafenib. De igual forma, las células
IM-9 que no expresan Bim (Gomez-Benito et al. 2005), también son sensibles a la apoptosis
inducida por el sorafenib. No obstante, Bim si parece participar en la apoptosis inducida por el

sorafenib en otros tipos celulares (Zhang et al. 2008).

En nuestros modelos, parece que es la proteina Puma la que tiene un papel mas
determinante. PUMA es una proteina sélo-BH3 miembro de la familias de las Bcl-2 y un potente
inductor de apoptosis. La transcripcion de la proteina Puma es activada por p53 en respuesta a
dafios en el DNA por radiaciones Y y a quimioterapia. Puma se une a las 5 proteinas
antiapoptoticas tales como Bcl-2 y Bcl-XL los cuales liberan de su inhibicion a Bax y Bak
conduciendo a la permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial y subsecuentemente a la

activacion de las caspasas.

Al incubar las células con sorafenib se aprecia que los niveles de esta proteina
aumentan, al igual que ocurre con los niveles de su mRNA demostrado mediante dos técnicas
diferentes, RT-MLPA y Real Time. El papel relevante de Puma se corroboré mediante el
silenciamiento de ésta proteina mediante el uso de siRNA. Sin embargo, el aumento de los
niveles de esta proteina durante la apoptosis inducida por el sorafenib se aprecia de manera
mas clara al incubar las células con sorafenib en presencia del inhibidor de multiples caspasas
Z-VAD, ya que Puma es proteolisada por las caspasas activadas posterior a la
permeabilizacion mitocondrial. De igual forma, estas caspasas proteolisan las proteinas
antiapoptéticas Mcl-1 y Bcl-XL, lo que genera un circuito de amplificacién mitocondrial que
acelera la induccioén de la apoptosis. La contribucion relativa de este circuito de amplificaciéon a
la apoptosis depende de la permeabilizacion mitocondrial causada por Puma inicialmente y
esta varia de forma dependiente a la linea ensayada. De esta forma la linea RPMI 8226 es
altamente dependiente de esta amplificacion, ya que el uso de inhibidores de caspasas
retrasan marcadamente la induccién de la apoptosis, mientras que es mucho menos importante
en lineas como las MM.1S donde la permeabilizacion mitocondrial inicial parce ser suficiente

para que se ejecute la apoptosis incluso en ausencia de la activacion de las caspasas.

Esto a su vez podria estar relacionado con el hecho de que Puma es una proteina diana
transcripcional de p53. Mientras que MM.1S presenta la forma wild-type de p53, RPMI 8226
presenta una forma mutada. Esto justifica en parte la dependencia de esta ultima linea de un
bucle de amplificacién necesario para llevar a cabo la apoptosis ya que la inducciéon de Puma
es menos intensa que en las MM.1S, no obstante, diversos factores de transcripcion han sido
involucrados en la induccidon de Puma de manera independiente de p53. Entre estos se
incluyen p65, p73, FoxO3a y NF-kB (Dudgeon et al. 2010; Dudgeon et al. 2012; Sun et al.
2012). Puma media apoptosis independiente de p53 inducida por una variedad de estimulos no
genotoxicos como TNF-a, deprivacién de suero, eliminacion de citoquinas, glucocorticoides e

isquemia/reperfusion.
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La via de sefializacion PI3K/AKT se encuentra por debajo de multiples quinasas dianas
del sorafenib. Este farmaco inhibe la fosforilacion de Akt inducida por la IL-6. FoxO3a es un
factor de transcripcion el cual es diana de Akt, cuando FoxO3a es fosforilado, se inactiva y se
localiza fuera del nacleo. Por lo que el tratamiento con sorafenib conduciria a la desfosforilacion

de FoxO3a y por tanto a su activacion lo que conduciria a la transcripcion de mRNA de Puma.

5.2.-El sorafenib induce autofagia y necroptosis en células

de mieloma multiple

Claramente el sorafenib induce apoptosis por la via mitocondrial. No obstante, la
incubacion de forma prolongada de células que sobreexpresan Bcl-XL o carente de Bax y Bak,
lo cual inhibe la via intrinseca de induccién de la apoptosis, termina induciendo muerte celular
independiente de ésta via. De igual forma, la incubacion con diferentes inhibidores de caspasas
también consiguen una proteccién, aunque de forma parcial. Segun estos datos, es evidente
que el sorafenib es capaz de inducir muerte celular por un mecanismo independiente de las

caspasas cuando estas no pueden ser activadas.

Existen suficientes evidencias que sostienen la idea de que la autofagia es un proceso
fisiolégico que puede regular la iniciacion y la progresién tumoral, asi como la respuesta
terapéutica a farmacos anticancerigenos usados en clinica (Eisenberg-Lerner and Kimchi
2009). En contraste a la apoptosis donde su induccion, objetivo primordial de la mayoria de los
farmacos usada en terapia, tiene como objetivo la muerte celular, la autofagia esta involucrada
tanto en la muerte de las células tumorales como en su supervivencia. A pesar de esto,
numerosas publicaciones describen mecanismos de induccion de muerte celular mediado por

autofagia al incubar las células con diferentes farmacos (Fazi et al. 2008; Grander et al. 2009).

El principal regulador de la autofagia es mTOR. Este complejo juega un papel crucial
como sensor molecular de la energia celular, niveles de factores de crecimientos y
disponibilidad de nutrientes y promueve crecimiento celular, sintesis de proteinas e inhibicién
de autofagia. Cuando hay escases de nutrientes mTOR es inactivado y la autofagia es inducida
como un mecanismo compensatorio. Sin embargo, existen numerosas sefiales moleculares
que también regulan la actividad de mTORC. Por ejemplo Akt y Erk, que son activados por
factores de crecimiento y consecuentemente inhiben la autofagia. Debido a que el sorafenib es
capaz de inhibir Akt y Erk, como se discutié anteriormente, también se analizo el efecto de este
farmaco sobre la actividad de mTOR (Eisenberg-Lerner et al. 2009; Eisenberg-Lerner and
Kimchi 2009).

Para esto se analiz6 la fosforilacion de sustratos diana de este complejo,
especificamente del complejo 1 (mTORCH1). En el contexto, del analisis del efecto del sorafenib
sobre las vias de traduccion de sefales, se demostré que el sorafenib inhibe el complejo
mTORCH1, ya que inhibe la fosforilacidon de varios de sus sustratos (S6, 4E BP y Gsk 3). Este
complejo es uno de los reguladores de la autofagia, por lo que seguidamente se decidid

analizar la capacidad de induccion de la autofagia en células de MM por parte del sorafenib.
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Como se puedo demostrar, este farmaco es capaz de inducir autofagia en estas células, por lo

que se evalué si la autofagia estaba implicada en esta forma de muerte celular.

No obstante, la interrelaciéon entre la apoptosis y la autofagia es compleja. Esta existe
desde niveles de las vias de traduccidon de sefiales que detectan sefales de muerte y
supervivencia y las traducen en acontecimientos moleculares que activan o inhiben programas
de muertes y supervivencia. Por lo que la mayoria de estas sefales moleculares no son
especificas de autofagia o apoptosis ya que promueven un amplio rango de actividades en la
célula en el contexto de la muerte y la supervivencia (Eisenberg-Lerner et al. 2009; Yee et al.
2009)

Debido a esto, para bloquear la autofagia se usaron dos estrategias diferentes, por un
lado se silencio de forma transitoria con siRNA de beclina 1 y por otro lado, se preincubaron las
células con cloroquina. En ambos casos el bloqueo de la autofagia aumento la apoptosis
inducida por el sorafenib en las células MM, lo que concuerda con el papel citoprotector de la
autofagia en estas células, sin embargo, en las células 8226 Bcl-XL y en las Jurkat deficiente
de Bax y Bak, la disminucién de los niveles de beclina 1 y por tanto de la autofagia, no mostré
el mismo resultado. Sugiriendo que en células resistente a la apoptosis la autofagia podria

contribuir al menos, en parte a esta forma de muerte celular.

Aunque numerosas publicaciones se refieren a la muerte celular asociada a autofagia, el
consenso general es que este proceso es un mecanismo de supervivencia y aunque las células
durante su muerte puedan mostrar caracteristicas de autofagia, este no es, generalmente, el
mecanismo a través del cual las células mueren. Sin embargo, es posible que la autofagia
pueda contribuir a la induccién o ejecucién de la muerte celular. Existen claras evidencias de
que la autofagia puede tanto inhibir como promover la apoptosis, dependiendo del modelo. En
el primer caso, esta claro que la induccién de la autofagia en condiciones de deprivacion de
nutrientes tiene un objetivo de supervivencia, sin embargo en otros contextos se ha
demostrado que la inhibicidon o reduccion de la autofagia reduce la muerte celular (Espert et al.
2006; Chu et al. 2007). Por ejemplo, se ha propuesto que la eliminacion selectiva de
mitocondrias dafadas (mitofagia) contribuye a proteger la célula de la apoptosis a través de la
reduccién de la liberacion de factores apoptogénicos. Sin embargo, la inhibicién de la mitofagia
asociada al dafo mitocondrial producido por la neurotoxina inductora de Parkinson, 1-metil-4-
fenilpiridiniun (MPP(+)) confiere proteccion frente a la muerte celular asociada a la autofagia
inducida por MPP(+) (Zhu et al. 2007). Ademas recientemente se ha descrito una mitofagia
inducida por Puma y Bax muy similar a la inducida por MPP(+) lo cual complica mas, si cabe, la

interrelacion entra la apoptosis y la autofagia (Yee et al. 2009).

Sin embargo, debido a que durante la incubacién del sorafenib con diferentes inhibidores
de caspasa se observd que las células se seguian muriendo y que, incluso, en las MM.1S la
muerte producida por el sorafenib se incrementaba en presencia del inhibidor de caspasa 8, se
pensé que podia existir algin otro mecanismo implicado en el efecto que el sorafenib induce en

estas células. La caspasa 8 es la cistein- proteasa iniciadora de la muerte celular por apoptosis
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en respuesta a la activacion de receptores de muerte o via extrinseca de activacion de la
apoptosis. Sin embargo, esta caspasa también tiene un papel no apoptético, ya que es
requerida para el desarrollo embrionario de raton y la proliferacion de células del sistema
inmune. Trabajos recientes han indicado que los requerimientos de la caspasa 8 para estos
procesos son debido al efecto inhibidor de esta caspasa sobre RIP3, una quinasa involucrada
en una forma de muerte celular llamada necrosis programada, lo que estaria en concordancia
con el papel no apoptético de la caspasa 8 (Vandenabeele et al. 2010; Oberst and Green
2011).

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, la inactivacion de la caspasa 8 hace que,
al exponer las células de MM al sorafenib, se observen dos comportamientos diferentes. Por un
lado estan las células MM.1S, las cuales siguen mostrando el mismo patrén de muerte celular
al preincubarlas con Z-VAD pero que al incubar concomitantemente con necrostatina-1 la
muerte si se reduce significativamente. Y por el otro lado las RPMI 8226, las cuales al
preincubarlas con Z-VAD si se reduce la muerte inducida por el sorafenib pero que al

incubarlas con necrostatina-1 no hay una mayor reduccién de la muerte.

Estos resultados indican que el sorafenib, dependiendo de las células ensayadas, puede
activar la quinasa RIP3 por un mecanismo no dilucidado, la cual, en caso de que las caspasas
estén inhibidas es capaz de inducir la muerte celular, en este caso por necrosis. Hecho este,

que evidentemente no sucede en otras lineas celulares.

Por muchos afos la necrosis ha sido vista como un tipo de muerte que ocurre de manera
incontrolada, resultado de condiciones adversas y dafos a la célula. Sin embargo,
recientemente ha sido descrita una forma regulada de muerte celular por necrosis mediada por
los receptores mortales que puede ser inducida cuando se inhibe la apoptosis a través de la
inhibicion de las caspasas (Vercammen et al. 1998). Esta nueva forma de necrosis celular es
mediada por quinasas de la familia RIP (Rip1 y Rip3) (He et al. 2009; Zhang et al. 2009). A la
vez se descubrié la necrostatina-1 como un potente inhibidor de este tipo especifico de
necrosis que recibié el nombre de necroptosis (Degterev et al. 2005). Desde entonces,
numerosos estudios han contribuido a avances significativos en la comprension del mecanismo
de necroptosis. El hecho de que se produzca necrosis tras el tratamiento con quimioterapia no
es poco frecuente, sobre todo debido a la muerte celular observada en células tumorales en la

cual la maquinaria apoptética es defectuosa (Zong et al. 2004).

La identificacion de la necroptosis como una forma alternativa de muerte celular
programada es particularmente prometedora en el contexto del tratamiento del cancer, ya que
esta involucra una via altamente especializada que permite el disefio de drogas que activen
esta dicha via. En este sentido la induccion de la necrosis puede tener, ademas, el beneficio
adicional de estimular la respuesta del sistema inmune del paciente con el objetivo de eliminar
las células tumorales (Amaravadi and Thompson 2007).En este contexto, el sorafenib podria
ser de gran utilidad para el tratamiento de aquellos pacientes de MM refractarios, resistentes a

la apoptosis, en los que este farmaco sea capaz de inducir necrosis.
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A pesar del gran progreso realizado ultimamente en la clasificacion de los diferentes
modelos de muerte celular, la muerte celular in vivo normalmente comprende una compleja
interrelacion entre la apoptosis, la necrosis y la autofagia. Estas pueden ocurrir
independientemente o simultdaneamente. En algunas situaciones, un estimulo especifico
involucra solo uno de estos procesos, pero en otras situaciones, se observa un fenotipo de
muerte celular combinado en respuesta al mismo estimulo (Samara et al. 2008; Bellot et al.
2009; Yang et al. 2010). En otros casos, una via puede predominar sobre las otras, las cuales
son solo activadas si la via dominante es inhibida. Esto tiene una complicacién adicional por el

hecho de que la autofagia puede actuar tanto como pro-supervivencia o pro-muerte.
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Figura 5.1.-Esquema del mecanismo atreves del que el sorafenib induce el efecto citotdxico en las células
de mieloma multiple

5.3.-El Sorafenib muestra potencial en terapia combinada

En la terapia actual del mieloma mudltiple, al igual que del resto de las enfermedades
cancerigenas, lo habitual es el uso de mas de un farmaco, de forma que se ataquen diferentes
dianas terapéuticas para evitar la aparicion de resistencia y de esta forma aumentar la
efectividad del tratamiento. En este trabajo se estudiaron tras combinaciones posibles con el
sorafenib. Se analiz6 la combinaciéon con bortezomib, un inhibidor del proteosoma; la
combinaciéon con APO2/TRTAIL recombinante y la combinacién con inhibidores de quinasas,

especificamente mTORC y Jak.
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Uno de los nuevos farmacos introducidos con éxitos en el tratamiento del mieloma
multiple es el bortezomib. Este farmaco es un inhibidor del proteosoma 26S. Este es un
complejo enzimatico con actividad proteasa que esta compuesto de un nucleo catalitico,
denominado 20S, donde se produce la protedlisis de las proteinas, y una o dos subunidades
reguladoras 19S, que contienen los sitios de unién a las cadenas de poliubiquitina y la
actividad isopeptidasa necesaria para la rotura y liberacion de la ubiquitina. Para que una
proteina sea degradada por el proteosoma es necesario que esté unida a la ubiquitina, una
proteina de 76 aminoacidos, muy conservada evolutivamente, lo cual es realizado por una
cascada de enzimas que activan la ubiquitina libre y se encargan de su unioén a la proteina

diana.

Aunque este farmaco ha logrado mejorar significativamente la respuesta de los paciente
de MM a la terapia, ésta continua siendo una enfermedad incurable con una esperanza de vida
de aproximadamente 7 afios, sin embargo la introduccion de este farmaco ha representado una
evolucién en el tratamiento de esta patologia. Debido a esto, decidimos combinar el sorafenib
con el bortezomib. Ademas, en lineas celulares de otros tipos tumorales como leucemia y
glioma, entre otros, se ha descrito un potente efecto sinérgico al combinar estos dos farmacos
(Yu et al. 2006a).

LY294002 BAY + btzmb
PI3-K :> Akt-1 JNK == SP600125
CA-Akt-1 we c-JUN

> cyloc
= 1

BOC-fmk =mmmmef caspases

4

PARP

0

apoptosis

Figura 5.2.-Modelo propuesto para el efecto sinérgico observado entre el sorafenib y el
bortezomib. Tomado de (Yu et al. 2006a)

Estos dos farmacos actuan en dianas terapéuticas diferentes por lo que se esperaba que
se observara un efecto beneficioso. Sin embargo, al combinar estos dos farmacos, solo en una
de las lineas empleadas se demostrd la existencia de un efecto sinérgico mientras que en el
resto se detecto un efecto antagdénico y solo en algunos puntos un efecto aditivo. Estos
resultados no coinciden con los descritos por (Ramakrishnan et al. 2009) quienes plantean que
al combinar sorafenib y el bortezomib se obtiene un efecto sinérgico en su caso en las MM.1S,

en cambio nosotros solo encontramos efecto sinérgico en las RPMI 8226, y no en las NCI-
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H929, MM.1S, U266 y OPM-2 donde el resultado es antagoénico. Es importante destacar que el
efecto sinérgico lo describen en inhibicién de la proliferacion, y no en la induccién de apoptosis
como en éste trabajo. En otras publicaciones (Yu et al. 2006a) el efecto sinérgico lo atribuyen a
que la combinacion de estos dos farmacos consiguen una inhibicién de Akt y una activacion de

la via Jnk por lo que propones el esquema Figura 5.2.

Sin embargo, debido a la diversidad de efectos que inducen estos dos farmacos es dificil
establecer un Unico mecanismo que sea capaz de explicar tanto el efecto sinérgico como

antagoénico observado.

Sin embargo, se ha descrito que el bortezomib, al igual que la inhibiciéon del proteosoma,
induce un aumento de la autofagia como mecanismo compensatorio a la inhibicién de la
degradacion de las proteinas por esta via (Zhu et al. 2009; Zhang et al. 2011a; Zang et al.
2012). Debido a que el sorafenib, como se ha explicado anteriormente, inhibe mTORC y por
tanto induce autofagia, esto podria contribuir a compensar la inhibicion del proteosoma por
parte del bortezomib y de esta forma contribuir al efecto antagénico observado en algunas
lineas. De hecho varios estudios describen que el uso de inhibidores de la autofagia
conjuntamente con inhibidores del proteosoma presenta un efecto sinérgico (Zhu et al. 2009;
Zhang et al. 2011a; Zang et al. 2012).
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Figura 5.3.-Papel de la autofagia en la muerte inducida por la combinacion de sorafenib y bortozomib.
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No obstante también se ha descrito que la autofagia puede contribuir a la muerte celular,
por lo que un aumento excesivo de este proceso por estos dos farmacos podria contribuir a la
muerte. Esto concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo donde al silenciamiento
de Beclina-1 tanto en células capaces de realizar apoptosis como en células en las cuales la
apoptosis esta inhibida por sobreexpresion de Bcl-xL, muestra que en las primeras la autofagia
contrarrestaria la induccidon de la muerte de esta combinacién mientras que en las ultimas la

autofagia puede contribuir a la muerte al combinar sorafenib y bortezomib.

Segun los resultados obtenidos podemos decir que el efecto que se obtendra al combinar
el sorafenib con el bortezomib puede estar condicionado a las caracteristicas de las células de
MM. Por lo que se necesitaria analizar cada caso especifico para decidir si esta combinacion

de farmacos es de utilidad.

La otra combinacién estudiada fue con APO2/TRAIL. Este es uno de los ligandos
mortales de la familia de TNF. A diferencia del resto de los ligandos mortales, TRAIL induce
apoptosis en diversas lineas tumorales mientras que exhiben poca toxicidad hacia células
normales (Ashkenazi 2002). Esto lo convierte en una molécula antitumoral muy atractiva. El
MM es una de las patologias candidatas para el uso de este farmaco y de hecho existen
numerosas citas respecto al efecto de esta molécula sobre células de mieloma multiple aunque
usando una molécula diferente mucho mas toéxica a la empleada en este trabajo (Gazitt 1999;
Lincz et al. 2001; Mitsiades et al. 2001). Aqui se ha usado una forma recombinante y soluble de

esta molécula (APO2L/TRAIL.0) mucho menos toxica.

Muchos trabajos realizados indican que no todas las lineas de mieloma multiple son
sensibles a APO2L/TRAIL (Lincz et al. 2001). En algunos estudios atribuyen esta falta de
sensibilidad a bajos niveles de procaspasa 8, a los niveles de expresién relativa de DR4, DR5,
DcR1 y DcR2, o a la dificultad para que los receptores trimericen por estar fuera de las balsas
lipidicas (Gomez-Benito et al. 2007). En cambio otros lo atribuyen al papel protector de la via
PI3K/Akt, por lo que usando inhibidores de esta via aumenta la sensibilidad a APO2L/TRAIL
(Chen et al. 2001; Kim and Lee 2005). En concordancia con esto se ha descrito que el
sorafenib muestra un potente efecto sinérgico al combinarlo con APO2L/TRAIL en células de

leucemia (Rosato et al. 2007).

Una vez que TRAIL se une a sus receptores DR4 y DRS5, induce su trimerizacién y la
fonacion del DISC. La proteina adaptadora FADD es reclutada al DISC y facilita la
incorporacion de la procaspasa 8 lo que conduce a su activacion. La via extrinseca se puede
conectar a la via intrinseca a través de la proteina sélo BH3 Bid, la cual es activada por la
caspasa 8. La activacion de la via intrinseca induce liberacion del citocromo c. la activacion
simultanea de la via intrinseca y extrinseca conduce a una amplificacion y una marcada

potenciacion de la apoptosis (Rosato et al. 2003; Gomez-Benito et al. 2007).

Como se observa en nuestros resultados la preexposicidon con sorafenib de las células de
mieloma resistente a TRAIL, sensibiliza éstas al efecto de este ligando mortal. El sorafenib

reduce los niveles de Mcl-1, lo cual puede tener un papel esencial en los efecto observados en
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esta combinacion al facilitar la conexion entre la via extrinseca e intrinseca. Ademas, también
se observa que el sorafenib reduce los niveles de cFLIP_ y aumenta ligeramente los niveles de
FADD. El aumento de FADD por un lado facilita la formacion del DISC y por tanto el
reclutamiento de la caspasa 8 mientras que la reduccion de cFLIP, facilitaria la activacion de la
caspasa 8 y por tanto la activacion de Bid, lo que unido a la bajada de Mcl-1, proteina
antiapoptética que bloquea a tBid (Clohessy et al. 2006), facilita la ejecucion de la via
intrinseca. Aunque en nuestro laboratorio se ha demostrado que la resistencia de la linea U266
a TRAIL es debida a la dificultad que presentan los receptores mortales para trimerizar lo cual
puede ser mejorado con acido valproico (Gomez-Benito et al. 2007), en este caso parece que
el aumento en los niveles de FADD y fundamentalmente la disminucién de los niveles de Mcl-1
y cFlip. cooperan para que la via intrinseca potencie el efecto apoptético de los receptores
mortales lo cual queda demostrado al observarse una mayor salida de citocromo ¢ y mayor
procesamiento de la caspasa 8. Estos resultados coinciden con otros estudios en los que
demuestran el papel de Mcl-1 en la apoptosis inducida por TRAIL (Clohessy et al. 2006; Han et
al. 2006; Menoret et al. 2006). En el caso de cFLIP_ la relacion es mas compleja ya que unos
niveles muy alto bloquean la activacion de la caspasa 8 al impedir el reclutamiento de esta al
DISC, en cambio unos niveles intermedios son capaces de cooperar en la activacion de la
caspasa 8 al heterodimerizar con ésta (Boatright et al. 2004) aunque se le atribuyen funciones

diferentes que al homodimero (van Raam and Salvesen 2011).

Numerosos estudios han sugerido la existencia de un bucle de retroalimentacion
mTORC->PI3K y en 2006 el grupo de Neil Rosen y Jose Baselga demostré que la inhibicidon
de mTORC1 conduce a la activacién de AKT (O'Reilly et al. 2006). Este descubrimiento tiene
importantes implicaciones terapéuticas ya que explica en parte los pocos beneficios obtenidos
de los compuestos que inhiben a mTORC y permite mejorar el potencial antitumoral de estos
compuestos al poder bloquear la via de PI3K. Sin embargo otro grupo, recientemente ha
demostrado que la inhibicion de mTORC activa la via de sefalizacion de las MAPK (Carracedo
et al. 2008b). En muestras de biopsias de pacientes incluidos en un ensayo clinico encontraron
una fuerte estimulacion de la via de las MAPK lo que se expresaba en la fosforilacion de Erk.
Esto también explicaria la pobre actividad antitumoral de los inhibidores de mTORC. Esta
fosforilacion de Erk es dependiente de Ras y de Mek1/2 asi como del bucle de
retroalimentacion de PI3K y de S6K aunque el mecanismo exacto aun no ha sido dilucidado
(Carracedo et al. 2008a; Carracedo et al. 2008b).
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Figura 5.4.-Bucle de retroalimentacion tras la inhibicion de mTORC que justifican el poco beneficio clinico
de estos farmacos. Para conseguir una inhibicion eficiente se necesita inhibir tambien estos bucles.

Si las MAPK son activadas en respuesta a la inhibicion de mTORC1, se puede mejorar
la actividad antitumoral de esta familia de compuesto combinando los inhibidores de mTORC
con inhibidores de Mek1/2. Actualmente se estan estudiando muchos inhibidores de esta via de
sefalizacion debido al papel de esta via en oncogénesis ya sea por mutaciones en receptores
tirosin-quinasa, en Ras o en Raf (Dhillon et al. 2007). Diferentes estudios con inhibidores de
Mek y de mTORC han demostrado un fuerte aumento de la actividad antiproliferativa y

apoptoética de los inhibidores de mTORC.

Debido a esto se seleccionaron dos farmacos inhibidores de mTORC1 y 2. PP242 y
0SI-027 han mostrado tener un potente efecto inhibidor no solo de mMTORC1 sino también de
mTORC2 (Hoang et al. 2010; Bhagwat et al. 2011; Hoang et al. 2012). Estos se combinaron
con sorafenib, que inhibe la via de las MAPK como se demostrd anteriormente en este trabajo,
aunque también tiene algo de efecto sobre mTORC1 y 2 como lo demuestra el hecho de la
inhibicién de la fosforilacién de 4E BP, S6, Gsk-3 y la inhibicién de la fosforilacion de AKT en la

serina 473 respectivamente.

Ambos farmacos, PP242 y OSI-027, mostraron tener actividad antiproliferativa y
citotoxica en la mayoria de las lineas de mielomas ensayadas, no obstante la linea U266
mostrd ser resistente a los dos farmacos. En cambio la linea OPM-2 mostré ser ligeramente
mas sensible al PP242 pero no al OSI-027. Esta linea tiene mutado la fosfatasa PTEM lo que la
hace muy dependiente de la via PI3BK->Akt->mTORC lo que explicaria su mayor susceptibilidad
a PP242. El resto de las lineas mostrd una sensibilidad intermedia entre las U266 y las OPM-2
a PP242.
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En cambio la sensibilidad a OSI-027 no tuvo el mismo comportamiento. Las U266
continuaron siendo poco sensibles pero ademas, las RPMI 8226 mostraron una sensibilidad

muy similar a las U266 y las OPM-2 se comportaron como las MM.1S y NCI-H929.

mTORC es esencial para el crecimiento tumoral, por eso se ha hecho popular como
diana terapéutica. Sin embargo el uso de farmacos que tengan esta diana terapéutica es
complicado debido a diferentes bucles de retroalimentacion que activan diferentes vias
compensatorias. Estos farmacos originalmente inhibian alostericamente mTORC1. La inhibicién
de mTORC1 evitaba la inhibicion por parte de p70S6k y del propio mTROC1 de IRS-1 (insulin
receptor substrate-1). La de-represion de IRS-1 hiperactiva la via receptor IGF-1/PI3K/AKT lo
cual aumenta la actividad de AKT limitando el efecto antitumoral de estos farmacos, esto
también ha sido descrito en MM (Shi et al. 2005). mTORC también participa en un segundo
complejo, mTORC2, el cual media la fosforilacion de AKT en S473. Esta fosforilacion es
requerida para la completa activacion de AKT (Ma and Blenis 2009). Sin embargo, la segunda
generacion de inhibidores de mTORC, como PP242 y OSI-027, inhiben tanto mTORC1 como
mTORC2 lo cual induce una mayor actividad antitumoral comparado con rapamicina, incluido
en MM (Hoang et al. 2010). Aunque esta segunda generacion de inhibidores de mTORC
parcialmente contrarrestan el bucle de retroalimentacion PI3K/AKT aun existe un segundo
mecanismo de retroalimentacion compensatorio, por parte de MAPK, que puede contrarrestar
la actividad de estos compuestos (Hoang et al. 2012). Por lo que la resistencia observada de la
linea U266 podria ser debido a una gran dependencia de esta linea de la via de sefializacion
Ras/Raf/Mek/Erk.

Sin embargo al combinar los inhibidores de mTORC con sorafenib, un inhibidor de Raf
y por tanto de la via de las MAPK, el mayor efecto sinérgico se obtuvo en las lineas MM.1S y
H929 alcanzandose altos indices de muerte celular a dosis subletales de estos farmacos.
También se obtuvo cierto efecto aunque en menor medida en las RPMI 8226 y OPM-2.
Mientras que en las U266 no se observo ningun efecto. Este resultado se obtuvo de forma muy
similar tanto con el PP242 como con el OSI-027. Esto corrobora que la activacion de Erk
producida por los inhibidores de mTORC contrarresta la actividad antitumoral de la inhibicion de
mTORC. No obstante, las U266 continuaron siendo insensibles a estos inhibidores por lo que la
hipétesis de que la activacion de las MAPK fuera responsable de la resistencia de esta linea a

los inhibidores de mTORC no es correcta.

Una hipoétesis alternativa es que esta linea sea mas dependiente de la via de Jak/Stat.
Jak es una tirosin quinasa activada por receptores como el de la IL-6, una citoquina con un
papel muy importante en la progresion del mieloma multiple. La activacion de Jak fosforila el
receptor de la IL-6 y la proteina gp130 lo que permite la activacién de Stat-3 entre otras vias de
sefalizacion. Al igual que la IL-6 otras citoquinas también pueden activas a Jak. Esta via de
sefalizacion IL-6/IL-6R/Jak/Stat esta sujeta a una regulacion negativa por tres familias de
fosfatasa (Valentino and Pierre 2006; Xu and Qu 2008). Y puede estar activada

aberrantemente, tanto por mutaciones, como la encontrada en la enfermedad mieloproliferativa
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(JAK2V617F) como por inactivacion epigenética de sus reguladores negativos como SOCS1
encontrado en hepatoma o SHP-1 encontrado en el 63-80% de los pacientes de mieloma
(Chim et al. 2004). Esta ultima es una tirosin fosfatasa expresada en células hematopoyética y
considerado un posible gen supresor tumoral. La linea de mieloma multiple U266 comparte
esta caracteristica de presentar hipermetilado el promotor de SHP-1 por lo que su expresién
génica esta inhibida y Stat-3 hiperactivada (Catlett-Falcone et al. 1999b; Chim et al. 2004).
Debido a esto seleccionamos un farmaco como el Ruxolitinib el cual es un potente inhibidor de

Jak1/2 lo cual interrumpiria la constante activacion de Stat-3 (Eghtedar et al. 2012).

A pesar de esto, al tratar las lineas de mieloma multiple con este farmaco no se aprecié
ningun efecto antiproliferativo o citotdxico, al menos a la las dosis ensayadas. Esto en parte
coincide con lo descrito con otros compuestos de este perfil donde solo han encontrado alguna
actividad en las U266 al usar el farmaco de forma individual, no asi al combinarlo con otras
moléculas (Li et al. 2010). Sin embargo, al combinar el Ruxolitinib con sorafenib o con sorafenib
y OSI-027 si se observa cierto efecto citotdxico en practicamente todas las lineas de mieloma
multiple ensayadas. Este efecto fue significativamente notable en las H929 al combinar
ruxolitinib+OSI-027+sorafenib y en las OPM-2 mientras que en las RPMI 8226 fue modesto. En
cambio en las U266 se pudo observar potenciacion del efecto, tanto del sorafenib, como del
sorafenib+0OSI-027. Aunque esta potenciacion fue modesta en las U266 a estas dosis
ensayadas estos experimento muestran que la inhibicién de Jak1/2 potencia los efectos de
otros drogas al antagonizar los efectos protectores de la via IL-6/IL-6R/Jak/Stat y sugiera que la

falta de efectividad clinica de algunos compuestos pude ser debida a la activacién de esta via.

Segun todos estos resultados podemos decir que se necesita una cuidadosa e
individualizada evaluacion de los beneficios con respecto a la toxicidad de cada terapia, asi
como una cuidadosa estratificacion de los pacientes con el objetivo de optimizar y obtener los

mejores resultados posibles del arsenal farmacoterapéutico que se dispone.

5.4.- Optimizacién del analisis de presuntas células madres

de mieloma multiple.

A pesar de los avances en la terapia del mieloma multiple, esta continia siendo una
enfermedad incurable. Los nuevos tratamiento consiguen una remisién casi completa entre el
80 y 90% de la enfermedad, pero nunca la cura y los pacientes casi siempre recaen. Una
posible explicacién a este hecho es la novedosa pero controvertida hipétesis de las células
madres tumorales. Esta hipotesis plantea que la quimioterapia consigue la erradicacién de las
células plasmaticas malignas pero deja un reservorio de células madres tumorales que siguen
creciendo y pueden producir mas células plasmaticas malignas. Estas células madres son
actualmente resistentes a los farmacos disponibles, por lo que si una nueva terapia consiguen

erradicar estas células tumorales se conseguiria la cura de la enfermedad.

En base a esta hipdtesis nos propusimos analizar si el sorafenib tenia alguna actividad

sobre las presuntas células madres tumorales de mieloma mudltiple. Para esto inicialmente se
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identificaron estas células. Segun Matsui estas células seria CD138 negativas y CD20 positivas
aunque segun Paino este antigeno de superficie es indetectable en las lineas en cultivo por lo

que no seria un buen marcador (Matsui et al. 2004; Matsui et al. 2008; Paino et al. 2012).

En este trabajo se ha realizado un estudio preliminar de la actividad del sorafenib sobre
esta poblacion de presuntas células madres utilizando inicialmente como marcador de estas
células la falta de expresiéon del antigeno de superficie CD138. Se detecté que en todas las
lineas estudiadas existe una pequefa poblacién de células CD138 negativas siempre por
debajo del 5% aunque con gran variabilidad de un experimento a otro. Esto coincide con el
porciento de presuntas células madres detectada en estos cultivos por otras técnicas como es
la deteccion de la “side population” (SP) (Jakubikova et al. 2011). Al tratar, tantos los cultivos
completos como las fracciones enriquecidas o depletadas de células CD138 negativas,
aumenta la poblacion de las presuntas células madres por lo que estas células parecen ser

menos sensibles a este farmaco.

Esto esta justificado por el hecho demostrado de que estas células presentan una
expresion incrementada de trasportadores de farmacos (ABCG2 y MDR/Pgp) lo que justifica,
en parte, una relativa resistencia a la terapia ya que producen una disminucion de la
concentracion de drogas en el interior de las células (Jakubikova et al. 2011). Ademas, las
células madres, tanto normales como tumorales, presentan mecanismos intracelulares de
destoxificacion lo que también contribuyen a una mayor resistencia a los farmacos como es una
mayor actividad de la enzima ALDH (Matsui et al. 2004; Matsui et al. 2008). Y por ultimo, la
mayoria de las células madres se encuentran quiescentes y esta caracteristica también

contribuye a los mecanismos de resistencia a farmacos (Cheng et al. 2000).

Aunque purificando las células CD138 negativo o incluso trabajando con los cultivos
completo se pudo apreciar que las presuntas células madres son mas resistente al sorafenib
que las células CD138 positivas. El uso de este marcador presenta numerosas desventajas. Al
tratar de purificar estas células por MACS la poblacion de células obtenidas es
mayoritariamente células anexina positiva ya que las células una vez inician la ejecucion de la
apoptosis pierden este antigeno de superficie. Ademas existen contradicciones en cuanto al
fenotipo real de las presuntas células madres tumorales y diferentes grupos se contradicen en
cuanto a los antigenos de superficie que expresa esta poblacidon de células, por lo que se
decididé analizar las células madres tumorales usando otro marcador ampliamente aceptado
como caracteristico de células madres, tanto tumorales como normales (Rasmussen et al.
2000b; Matsui et al. 2004; Matsui et al. 2008; Pilarski et al. 2008; Jakubikova et al. 2011; Hosen
et al. 2012; Paino et al. 2012).

La ALDH, especificamente ALDH1A1, media la biosintesis del acido retinoico todo trans,
asi como la destoxificacion de una gran variedad de compuestos tales como etanol y
metabolitos activos de ciclofosfamida. Las células madres adultas exhiben unos niveles
relativamente altos de actividad ALDH con respecto a su progenie diferenciada y la sonda

fluorescente Aldefluor, sustrato de esta enzima, puede diferenciar las células madres de tejidos
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adultos (Jones et al. 1995).

Al marcar las células MM.1S con esta sonda se observd que esta linea presenta una
pequefa poblacion de células con unos niveles mayores de actividad de esta enzima. Al
marcar simultdaneamente con anticuerpo anti CD138 se detecté que el 68 % de estas células
son CD138 negativas pero el restante 32 % son CD138 positivas y todas las células CD138
negativas no eran Aldefluor positivas. Existen publicaciones resientes que ya han llamado la
atencion sobre este hecho (Jakubikova et al. 2011).

Diferentes antigenos de superficies han sido usados para identificar las presuntas células
madres tumorales y diferentes estudios han intentado identificar y estudias estas células.
Algunos estudios han identificado las propiedades clonogénicas de la fraccion celular CD138
negativa por lo que se han propuesto estas como presuntas células madres de mieloma
multiple, sin embargo estas células no se solapan completamente con otros marcadores de
células madres como el SP (Jakubikova et al. 2011). En este estudio se observa como tampoco
hay una completa concordancia con la expresion de ALDH, otro marcador caracteristico de
células madres. Aunque este ha sido un estudio preliminar, que ha consistido mas en poner a
punto las técnicas para la identificacion y separacion de la presuntas células madres de
mieloma multiple, estos resultados, junto con los publicados por otros grupos podrian indicar
que las presuntas células madres de mieloma multiple tienen una expresion heterogénea del

antigeno de superficie CD138 aunque con una predominio de una expresién baja.
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6.-CONCLUSIONES

1- El sorafenib es capaz de inducir apoptosis por la via intrinseca en lineas celulares y en
muestra de pacientes de mieloma multiple. El sorafenib induce una reduccion en los niveles de
las proteinas antiapoptéticas Bcl-X, y Mcl-1 mientras que hace que aumente la expresion de la
proteina proapoptoética Puma. Estos dos efectos parecen ser suficiente para que se active la via

intrinseca y se activen las caspasas.

2- El sorafenib induce autofagia en las células de mieloma multiple debido a la inhibicién
del complejo mTORCI. Esto tiene un efecto protector en células capaces de efectuar la
apoptosis en cambio participa en la muerte en aquellas células resistentes a la apoptosis por

sobrexpresiéon de Bcl-X,.

3- El sorafenib es capaz de inducir necroptosis en MM.1S cuando se inhiben las
caspasas. La necroptosis es responsable del mantenimiento de los niveles de muerte cuando

se incuban estas células con Z-VAD.

4- El sorafenib y el bortezomib pueden tener efecto sinérgico o antagénico dependiendo
de la linea ensayada. En la linea RPMI 8226 se observo un potente efecto sinérgico entre estos

dos farmacos.

5- El sorafenib sensibiliza a APO2L/TRAIL a las células resistentes a este ligando mortal.
Este efecto es debido principalmente a la disminucion de los niveles de Mcl-1 lo que permite
una mejor conexidn entre la via extrinseca e intrinseca asi como a una mas eficiente formacion

del DISC por disminucién de los niveles de cFLIP_y un aumento de los niveles de FADD.

6- La combinacion de los inhibidores de mTOR de nueva generaciéon con el sorafenib
aumenta la actividad citotoxica de estas drogas. Este efecto es debido a una mejor inhibicién

del bucle de retroalimentacién positiva que inducen los inhibidores de mTOR.
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