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RESUMEN

El cancer de préstata continta siendo uno de los cénceres méas frecuentes
diagnosticados en varones, aunque si es detectado en estadios tempranos el éxito de
curacion y la esperanza de vida a largo plazo son muy elevadas. Uno de los grandes retos
de la medicina actual, es la busqueda de una mejora en el tratamiento que posibilite la
curacion de aquellos pacientes con cancer de prostata resistente a la castracion (CRPC),
ya que supone un estadio de la enfermedad muy agresivo y mortal.

La Galiellalactona (GL) es un metabdlito fangico que presenta actividades
antitumorales en cancer de prostata. Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral
muestran que esta molécula es capaz de impedir el crecimiento de las células de cancer
de prostata independientes de andrégenos, que se emplean como aproximacion in vitro
del CRPC, mediante la induccion de una parada del ciclo celular en fase G,/M, muerte
celular a través de un proceso de apoptosis dependiente de caspasas, alteracion de la
organizacion de los microtubulos y una disminucién de la motilidad celular. La GL no
causa rupturas en el ADN, sin embargo, si que induce la ruta de sefializacidn de respuesta
a dafio al ADN a través de la activacion de ATM/ATR-CHKL, siendo necesaria para
llevar a cabo los efectos a nivel de ciclo celular y apoptosis. Ademas, dicha molécula es
capaz de reducir el crecimiento de tumores, inducir la expresion de YH2AX y modular la
expresion de metabolitos alterados en plasma en modelos animales con xenoinjertos de
células DU145 de cancer de prostata.

Por otro lado, se ha observado una respuesta diferencial a la GL en determinadas
lineas celulares de cancer de prdstata y en condiciones de confluencia. Encontrar la base
molecular de estas diferencias es clave para entender los mecanismos subyacentes a esta
enfermedad, y también para saber qué firma molecular tiene que presentar el cancer para
que sea eficaz el tratamiento con este quimioterapico. Para ello, se han realizado diversos
estudios proteomicos encontrandose perfiles distintos de expresion de proteinas, en los
que se han barajado varias de ellas como candidatas potenciales a explicar dicha
respuesta diferencial. Asimismo, el estudio de derivados semisintéticos analogos de la
GL son los cimientos para la identificacion de farmacdforos responsables de cada una de
las actividades de la GL para la sintesis dirigida de nuevas moléculas méas potentes y

selectivas.
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En definitiva, los datos aportados afiaden nuevos conocimientos acerca de los
mecanismos de accion promovidos por GL y hacen que se postule como un agente
antitumoral prometedor para el tratamiento del CRPC.
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ABSTRACT

Prostate cancer is one of the most common cancers diagnosed in men, although if
it is detected in early stages the successes of healing and long-term life expectancy are
very high. One of the challenges of medicine is the discovery of new treatments against
castration-resistant prostate cancer (CRPC), since it is an aggressive and lethal stage of
the disease.

Galiellalactone (GL) is a fungal metabolite that presents antitumor activities on
prostate cancer. The results obtained in this doctoral thesis show that this molecule
inhibits tumor growth in androgen-insensitive prostate cancer cell lines, as an in vitro
model of CRPC. GL induces cell cycle arrest in Go/M phase, caspase-dependent
apoptosis, destabilization of microtubules and inhibits cell motility. GL do not induce
DNA breaks, but activates the ATM/ATR-CHK1-mediated DNA damage response which
it is necessary for inducing cell cycle and apoptosis effects. Furthermore, this compound
reduces tumor growth, induces the expression of YH2AX and modulates the expression of
altered metabolites in plasma of DU145 cell xenografts mouse model.

Moreover, we observed a differential response to GL in certain prostate cancer
cell lines and in confluence conditions. It is essential to find the molecular basis to
understand the underlying mechanisms of this disease and also to know which molecular
signature has to present the cancer to be effective treatment with this chemotherapeutic
agent. We found different protein expression profiles in our proteomic assays and we
propose several candidate proteins for explaining this differential response. Likewise, the
study of semisynthetic analogues of GL is relevant to find in which part of the molecule
is associated with each activity and also obtain improved molecules with respect to GL.

In conclusion, this study reports for the first time new mechanisms of action for

GL and validates GL as a promising antitumor agent for treatment of CRPC.
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Introduccion

1. Cancer de prostata
1.1 Conceptos generales y prevalencia

La préstata es una glandula del aparato reproductor masculino, situada debajo de
la vejiga y en frente del recto, cuya funcién fisioldgica principal es producir parte de los
componentes que constituyen el liquido seminal. Sin embargo, cuando las células
prostaticas proliferan de forma descontrolada pueden dar lugar al desarrollo de cancer.
El cancer de prostata es una enfermedad heterogénea que en la mayor parte de los casos
se origina en la zona periférica de la préstata, suele ser multifocal y alrededor del 95%

de éstos son adenocarcinomas.

La Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC) estima que al
menos 1,1 millén de hombres fueron diagnosticados con céncer de prostata a nivel
mundial en 2012, siendo el segundo tipo de cancer méas frecuente en varones. La
prevencion y mejora en los métodos de deteccion explica que la incidencia sea mucho
mas notable en paises desarrollados, como es el caso de Espafia, donde este tipo de
cancer ocupa la primera posicion en cuanto a incidencia se refiere con 27.853 nuevos
casos anuales, segun la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM). Con respecto
a la mortalidad, el cancer de prostata supuso la quinta causa de muerte por cancer en
hombres, provocando 307.000 muertes anuales en todo el mundo. A pesar de esto,
generalmente el crecimiento del tumor suele ser lento, esto hace que sea el cancer mas
prevalente en varones puesto que la tasa de supervivencia relativa a los 5 afios para los

hombres diagnosticados es muy elevada (Ferlay y cols., 2015).

Actualmente se desconoce la etiologia exacta del cancer de prostata, no obstante,
entre los principales factores de riesgo relacionados con una mayor incidencia de esta

patologia (Patel y Klein, 2009), estan: edad, etnia y factores hereditarios.

Tradicionalmente el cancer de prostata se diagnostica mediante una biopsia
prostatica, previa deteccion del antigeno prostatico especifico (PSA) y/o tacto rectal
anomalos. En funcion de estos parametros y teniendo en cuenta el tamafio del tumor, la
afectacion de ganglios linfaticos y metastasis; el cancer de préstata se puede clasificar
en 4 estadios siguiendo el denominado sistema TNM (Tabla 1). Establecer esta
estadificacion es indispensable para llevar a cabo los criterios de tratamiento mas

adecuados para cada paciente.
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EI tumor no es palpable por Tla | PSAnormal y el tejido canceroso representa menos del 5%

T1 | tacto rectal pero hay evidencias | T1p | PSA normal y el tejido canceroso representa mas del 5%
de células cancerosas en biopsia

Ti1c | PSA anémalo

@ - El tumor esta confinado en la T2a | Afectacion de un l6bulo prostatico
E prostata T2b | Afectacion de ambos I6bulos de la préstata
- T3a La extension afecta a la capsula prostatica, pero no a otros
T3 | El tumor se extiende mas alla tejidos
de la prostata T3b | Laextension afecta a las vesiculas seminales
T4 El tumor ha invadido otros tejidos y 6rganos

Tabla 1. Estadificacion del cancer de prostata.

1.2 Mecanismos moleculares implicados en cancer de préstata

Fisiolégicamente, el receptor de andrégenos (AR) desempefia una funcién
importante en el crecimiento y supervivencia de las células de la préstata. No obstante,
también se ha vinculado con en el desarrollo y la progresion del cancer de prostata. El
gen del AR se localiza en el cromosoma X en el locus Xgq11-Xqgl2, consta de 8 exones y
codifica para una proteina de 919 aminodcidos. EI AR pertenece a la familia de
receptores nucleares y presenta 3 dominios: Un dominio N-terminal denominado NTD
(1-555 residuos), el dominio DBD o de union al ADN (555-623) y el LBD (665-919)
que es el dominio C-terminal de union al ligando, el cual conecta con el DBD a través
de una region bisagra (623-665) (Tan y cols., 2015).

La sintesis de androgenos se regula mediante el eje hipotalamo-hipofisario-
gonadas. Concretamente, la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) es
sintetizada y liberada en las neuronas hipotalamicas dirigiéndose a la adenohipdfisis,
donde estimula la secrecion de las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante
(LH). A su vez, la LH actda principalmente en las células de Leydig de los testiculos
donde promueve la sintesis de andrdgenos, que son hormonas esteroideas cuya funcion
mas destacable es el desarrollo de los caracteres sexuales masculinos. Ademas, hay que
tener en cuenta que en las glandulas suprarrenales y en los tejidos periféricos también
tiene lugar una sintesis de andrdgenos que representa el 10% del total (Zhu y Garcia,
2013).

La testosterona es el androgeno mas abundante y tras su sintesis es transportada

a sus tejidos diana incluyendo la prostata. Para ejercer su funcion, la testosterona es
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metabolizada intracelularmente a través de la enzima So-reductasa a 5a-
dihidrotestosterona (DHT), siendo éste ultimo mucho méas potente que la propia
testosterona. A continuacion, el DHT se une con una alta afinidad al AR, situado en el
citoplasma, desplazando a las proteinas de choque térmico (HSP) a las que esta
previamente unido. La union DHT-AR provoca un cambio conformacional en la
estructura del receptor favoreciendo su fosforilacion, activacion y translocacion al
nacleo donde forma dimeros que se unen a elementos de respuesta a androgenos (ARE)
en los promotores de genes diana, promoviendo su transcripcion (Heinlein y Chang,
2004) (Figura 1).

1 555 623 665 919
N-| NTD [ oeo [ LBD -C terminal
Regidn

T T bisagra
Testosterona C Q

-y Sa-reductasa
T
W o

Citoplasma

VR "&NJ\\“\\ <
Promotor ARE

Figura 1. Estructura del receptor de androgenos y su mecanismo de sefializacion celular en células de
la prostata. Modificado de Tan y cols., 2015.

En el cancer de prostata, al igual que sucede en el resto de canceres, hay una
descompensacion en favor de las células que proliferan con respecto a las que mueren.
Fue el médico Charles Brenton Huggins, el que demostr6 como la privacion de
androgenos realizada mediante orquiectomia causaba una regresion del céancer de
préstata (Huggins y Hodges, 2002). Desde entonces hasta la actualidad se ha puesto de
manifiesto la relevancia de los andrégenos y su receptor como promotores del

crecimiento tumoral (Schweizery Yu, 2015).

En las etapas iniciales del cancer de prdstata, aproximadamente entre el 80-90%
de los casos, el crecimiento tumoral depende de la presencia de andrégenos. Este es el
motivo por el que en pacientes con un estado avanzado de la enfermedad que no han
respondido a otros tratamientos, se lleva a cabo una terapia de privacion de andrégenos

(ADT) con el objetivo de reducir los niveles de éstos en el suero y, por tanto, inhibir los
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AR. De esta forma, con dicho tratamiento hay una reduccion patente del crecimiento del
cancer. Sin embargo, esta remision de la enfermedad es transitoria y la mayoria de los
pacientes sufren una recaida a los 2-3 afios posteriores al tratamiento, dando lugar a un
fenotipo de la enfermedad mas agresivo y letal que no responde a la ADT denominado
cancer de prostata resistente a la castracion (CRPC), el cual se caracteriza por su rapida
diseminacion y crecimiento independiente de la presencia de androgenos (Chandrasekar
y cols., 2015).

En el CRPC se han detectado células sin expresion del AR y también otras en las
que los niveles del AR persisten asi como su actividad, sugiriendo que la falta de
respuesta a la ADT que conduce al CRPC se debe principalmente a los siguientes

mecanismos:

» Amplificacion génica/sobreexpresion del AR

> Biosintesis intracrina de andrégenos

» Mutaciones y variaciones por splicing en los AR

> Alteracion de coactivadores/represores del AR

» Activacion mediada por factores de crecimiento o citoquinas

> Alteracion en rutas de sefializacion celular dependientes y/o independientes
de la regulacion de andrdgenos

Amplificacion génica/sobreexpresion del AR

La amplificacion génica del AR oscila en torno al 0-5% en pacientes con cancer
de prostata en estadios tempranos, mientras que, en pacientes con CRPC después de
someterse a la ADT este porcentaje se eleva hasta el 30%. El aumento de copias del gen
del AR en las células tumorales favorece su activacion en presencia de niveles de
andrégenos muy bajos o residuales, permitiendo su proliferacion (Waltering y cols.,
2012).

Biosintesis intracrina de androgenos

A pesar de la disminucion de andrégenos circulantes post-ADT, las mediciones
realizadas en pacientes con cancer de prostata después de 6 meses del tratamiento
demuestran que continta habiendo un 25% de DHT en comparacién con los niveles
anteriores a la terapia, y éstos serian suficientes para inducir la proliferacion de las

células tumorales. Una posible explicacion, es que tras la ADT se promueve la sintesis
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de testosterona y DHT a partir de la conversion de precursores de androgenos adrenales
y del colesterol en las propias células tumorales de la prostata. En concordancia con
esto, en el CRPC se han detectado altos niveles de expresion de enzimas implicadas en
la conversién a andrégenos que pueden ser las responsables de la resistencia a la ADT
(Locke y cols., 2008; Armandari y cols., 2014).

Mutaciones y variaciones por splicing en los AR

Otro de los mecanismos responsables de la CRPC son determinadas mutaciones
en el AR que participan en la activacion persistente de esta via de sefializacion. Las
mutaciones identificadas se encuentran mayoritariamente en los dominios LBD y NTD
(Eisermann y cols., 2013). Por un lado, las mutaciones en el dominio LBD pueden
producir diferentes efectos: conferir a las células tumorales hipersensibilidad a
androgenos, es decir, un aumento de la capacidad de activar el AR con niveles muy
bajos o ausentes de andrégenos; provocar la pérdida de especificidad y selectividad por
el ligando, activandose a través de otras hormonas esteroideas como estrogenos,
progesterona Yy glucocorticoides; incluso los ligandos que se comportan como
antagonistas del AR pueden adquirir capacidad agonista, como ocurre con la mutacién
T877A o la H875Y, explicando la pérdida de eficacia que se observa en el 15-30% de
los pacientes tratados con los antagonistas del AR flutamida y nilutamida (Fenton y
cols., 1997; Ozers y cols., 2007). Por otro lado, las mutaciones en el dominio NTD
facilitan el reclutamiento de coactivadores que mantienen activado al AR, mejorando su
estabilidad y retencion nuclear en respuesta a DHT (Chen y cols., 2005; Callewaert y
cols., 2006).

En algunos casos, la existencia de variantes del AR que fundamentalmente
carecen de alguna parte o de todo el dominio LBD, se han asociado a la resistencia a la
terapia y peor prognosis en cancer de prostata. Hay 12 variantes descrita del AR en
cancer de prdstata primario y se han encontrado hasta 23 en CRPC, otorgando algunos
de ellos la capacidad de activarse de forma independiente de ligando pudiendo evadir la
ADT (Coutinho y cols., 2016).

Alteracion de coactivadores/represores del AR

Otro de los mecanismos que se postulan como responsables del CRPC son, por

un lado, el aumento de expresién o actividad de los coactivadores y por otro lado la
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pérdida de expresion o actividad de los correpresores, que activan o inhiben el AR,
respectivamente (Linja y cols., 2004). Por ejemplo, los coactivadores SRC-1, SRC-2 y
SRC-3 del receptor de androgenos presentan una expresion aberrante en el CRPC y
segun un estudio realizado en un modelo murino, la sobreexpresion continuada de SRC-
2 en las células epiteliales de la prostata es suficiente para provocar un adenocarcinoma
(Agoulnik y cols., 2005; Qin y cols., 2014). En el CRPC también se ha observado una
desregulacion de la expresion de FOX1A y GATA2 que, aungque no son coactivadores
clasicos, si que facilitan la union del AR al ADN causando una mayor actividad de éste
en ausencia de androgenos (Wang y cols., 2009; Grasso y cols., 2012; He y cols., 2014).
Por el contrario, los correpresores nucleares NCOR1 y 2 pierden su actividad en el
cancer de prostata, sobre todo en el CRPC, dejando de competir con los coactivadores y

por ende, de reprimir la actividad transcripcional del AR.
Activacion mediada por factores de crecimiento o citoquinas

Los factores de crecimiento y algunas interleuquinas son producidos
desmesuradamente en numerosos tipos de cancer, incluyendo el de préstata. Ademas,
éstos consiguen aumentar la actividad del AR ante niveles muy reducidos de
andrdgenos circulantes a traves de las rutas de sefializacion de PISK y MAPK,
contribuyendo al desarrollo del fenotipo de CRPC (YYang y cols., 2003; Joshi y cols.,
2015).

Alteracion en rutas de sefializacion celular dependientes y/o independientes de la

regulacién de androgenos

La proteina PTEN es un inhibidor de la ruta de sefializacion PI3K/Akt que
promueve la degradacion del AR. Se estima que en el 80% de los casos de CRPC hay
una pérdida de expresion de PTEN, resultando en un aumento de la actividad del AR a
pesar de los niveles reducidos de andrégenos, una mayor proliferacion y una
disminucion de la apoptosis (Whang y cols., 1998; Davies y cols., 1999; Hu y cols.,
2015).

Los factores de transcripcion STAT3 y NF-xB también son capaces de
incrementar la actividad transcripcional del AR. EIl primero se ha observado que
coinmunoprecipita con el AR en células tratadas con interleuquina-6 (IL-6), y el

segundo es capaz de unirse al dominio NTD del AR facilitando el reclutamiento de
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coactivadores y su translocacion al nucleo (Chen y cols., 2000; Nadiminty y cols.,
2010). No obstante, en los apartados posteriores se tratard en detalle la participacion de
dichos factores de transcripcion en el cancer de prostata, al margen de su relacion con el

receptor de andrégenos.

El AR puede ser activado en ausencia de androgenos a través de la activacion de
la proteina quinasa A que, a su vez, es activada en presencia de elevados niveles
intracelulares de AMPc. También hay altos niveles de expresion de la Aurora A quinasa
(AURKA) en CRPC, esta proteina aparte de desempefiar un papel relevante en la
regulacién de la division celular también interacciona con el AR induciendo su
transcripcion (Heinlein y Chang, 2004; Lonergan y Tindall, 2011; Schweizer y Yu,
2015).

1.3 STAT3 en cancer de prostata

El transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3) es un factor de
transcripcion codificado por el gen localizado en el cromosoma 17921 y que pertenece a
la familia de proteinas STAT en la cual se incluyen 7 miembros: STAT1, STAT2,
STATS3, STAT4, STAT5A, STATS5B y STATSG. Inicialmente, STAT3 fue descrito como
un factor de respuesta a fase aguda debido a su capacidad de unidén a promotores de
genes que inducen una respuesta en fase aguda en células hepéticas frente a la
inflamacion (Akira y cols., 1994).

Estructuralmente, STAT3 presenta un dominio N-terminal, un dominio de unién
al ADN, un dominio de bobina enrollada en espiral, un dominio de enlace, un dominio
SH2 y un dominio de transactivacion C-terminal. Ademas, hay 2 variantes descritas: la
mas abundante es la isoforma o que consta de 770 amino&cidos, mientras que la
isoforma [ carece de la secuencia de aminoacidos comprendida entre la posicién 723 a
770 funcionando como un regulador negativo de STAT3 (Caldenhoven y cols., 1996)
(Figura 2).

sTam3e (N|  ec | UA | | sh2 [7ap |
Y705 $727

sTamg [N| cc | UA | E| sH2 |
Y705

Figura 2. Isoformas de STAT3. N: dominio N-terminal; CC: dominio de bobina enrollada en espiral; UA:
dominio de unién de al ADN; E: dominio de enlace; dominio SH2 y TAD: dominio de transactivacion.
Modificado de Zhang y Lai, 2014.
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La ruta de sefializacion clasica de STAT3 se inicia cuando citoquinas como la
IL-6, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) interaccionan con sus respectivos receptores de superficie de la
membrana celular. A consecuencia de la interaccion ligando-receptor, se induce la
dimerizacion y autofosforilacion de residuos de tirosina de las quinasas Janus (JAK1 y
JAK?2) y Src, provocando que se unan las moléculas inactivas de STAT3 al sitio de
acoplamiento de dichas quinasas. La union JAK-STAT3 produce la fosforilacion de la
tirosina situada en el residuo 705 (pY705) lo que desencadena la dimerizacion de los
monomeros fosforilados de STAT3 (p-STAT3) y la activacion del factor (Darnell,
1997). Asimismo, se ha descrito que la fosforilacion en la serina 727 (pSer727) también
interviene en el proceso de activacion (Wen y cols., 1995). Acto seguido, los
homodimeros de p-STAT3 se translocan al interior del nicleo donde se unen a
elementos de respuesta al ADN de promotores de genes especificos implicados en los

procesos de supervivencia celular y proliferacion, regulando su transcripcion (Figura 3).

Actualmente, también hay descritas rutas de sefializacion alternativas que
intervienen en otros procesos bioldgicos y cuya activacion es independiente de la
fosforilacion de STAT3 (Subramaniam y cols., 2013; Zhang y Lai, 2014).

_ Citoquinas

Factor Crecimiento

Transcripcion
de genes

Figura 3. Mecanismo molecular clésico de la ruta de sefializacion de activacion de STAT3. Modificado
de Siveen y cols., 2014.

STAT3 desempefia funciones de gran importancia vital puesto que su supresién

en embriones de raton es letal y en modelos knockout para esta proteina causa
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alteraciones graves en el desarrollo y en la diferenciacion de tejidos como piel, higado,
sistema inmune, timo y sistema nervioso (Levy y Lee, 2002). En condiciones
fisiologicas, STAT3 se encuentra estrictamente regulado y se activa de forma transitoria
participando en procesos de embriogénesis, inflamacion, diferenciacion y crecimiento
celular. No obstante, hay numerosas evidencias que demuestran que STAT3 se
encuentra activado de forma constitutiva en distintos tipos de céncer, incluido el de
prostata, observandose altos niveles de expresion de pSTAT3 en muestras de pacientes
y en lineas celulares derivadas de cancer de préstata (Dhir y cols., 2002; Mora y cols.,
2002; Don-Doncow Yy cols., 2017). Se conocen al menos 4 mecanismos que podrian
explicar la expresion aberrante de STAT3 en céncer: la pérdida de expresion de
reguladores negativos de STAT3, una activacion desmesurada debido a alteraciones en
otras proteinas que regulan su actividad, un bucle de retroalimentacidn positiva que
provoca Su activacion continua y mutaciones somaticas que desencadenan la

hiperactivacion de este factor de transcripcion (Zhang y Lai, 2014).

Diferentes estudios han confirmado que la activacién permanente de STAT3
causa un incremento de la proliferacion y la supervivencia celular, fomentando la
progresion del cancer. En concordancia con esto, el uso de inhibidores quimicos o0 ARN
de silenciamiento (siRNA) para bloquear STAT3 conlleva un aumento de la apoptosis
en lineas celulares de cancer de prostata (Barton y cols., 2004; Lee y cols., 2004).
Ademas, la activacion de este factor de transcripcion esta implicado en la iniciacion de
la formacion del tumor en cancer de préstata, como han evidenciado experimentos, en
los que el uso de inhibidores irreversibles de la activacién de STAT3 producen un
decrecimiento de la subpoblacion de células madre cancerosas (cancer stem cells,
CSCs) las cuales podrian ser las responsables de la formacion del tumor, progresion y
resistencia a la quimioterapia (Kroon y cols., 2013; Han y cols., 2014).

Para la progresion del tumor es imprescindible la formacién de nuevos vasos
sanguineos que aportan oxigeno y nutrientes a éste. En este contexto, se ha observado
gue STAT3 es un activador de la transcripcion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y de la subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1a) lo
que favorece la angiogénesis. Por tanto, la inhibicién de STAT3 disminuye los niveles
de expresion de VEGF y HIF-1a en cancer de prostata, revirtiendo el crecimiento del

tumor (Bishop y cols., 2014).
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Las muestras de pacientes con cancer de prostata presentan altos niveles de
STAT3 en el 77% de los ganglios linfaticos y el 67% de las metéstasis dseas. En
relacion con esto, el xenoinjerto de células de céncer de préstata DU145 infectadas
previamente con adenovirus con la forma silvestre de STAT3 (AdWTSTATS3), en
ratones atimicos desnudos, incrementd la formacion de metastasis en los pulmones en
33 veces con respecto a los controles (Abdulghani y cols., 2008). Ademas, la expresion
de ADWTSTATS en células DU145 y PC-3, ambas de cancer de préstata, condujo a la
modificacion de los microtubulos y filamentos de actina del citoesqueleto aumentando
la capacidad de migracién de dichas lineas celulares. Por consiguiente, queda patente
que la activacion del factor de transcripcion STAT3 también estd implicado en el

proceso de metéstasis en cancer de prostata (Azare y cols., 2007).

Los datos clinicos registrados en pacientes con cancer de prostata sometidos a
prostatectomia o terapia hormonal, muestran que la presencia de niveles de expresion de
STATS3 elevados estan asociados con una peor prognosis de la enfermedad y una
supervivencia menor (Tam y cols., 2007; Liu y cols., 2012). Ademaés, los pacientes con
CRPC también presentan altos niveles de expresion de este factor de transcripcion
(Santoni y cols., 2015).

Tomando en conjunto todas las referencias existentes que ponen de relieve la
importancia del papel que juega STAT3 en la oncogenesis del cancer de prostata, hace
que sea una diana terapéutica prometedora. Para ello, se han desarrollado distintas
estrategias para bloquear STAT mediante el uso de compuestos naturales que inhiben
STAT3 (paclitaxel, curcumina, capsaicina o &cido cafeico), moléculas pequefias que
inhiben STAT3 (STA-21, Stattic), inhibidores de las quinasas JAK1/2 (AZD1480 o
AG-490), uso de anticuerpos frente al receptor de citoquinas como la IL-6 (Sant7) o el
uso de siRNA u oligonucledtidos. A pesar de que hay bastantes inhibidores de STAT3
descritos que ejercen efectos antitumorales in vitro e in vivo, solo unos pocos muestran

eficacia y estan teniendo éxito en ensayos clinicos en pacientes (Siveen y cols., 2014).
1.4 NF-xB en cancer de prostata

El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-«xB) debe su nombre a la primera funcion descubierta que se le atribuy6
en 1986 (Sen y Baltimore, 1986). Con el tiempo ha quedado patente que esta presente

en la mayor parte de las células del organismo, regulando la expresion de una amplia
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gama de genes cuyas proteinas intervienen en procesos bioldgicos claves como son:
respuesta inmune, inflamacion, desarrollo, proliferacién y supervivencia celular. Esta
familia de factores de transcripcion esta constituida por 5 miembros denominados p65
(RelA), RelB, c-Rel, NF-kB1 y NF-kB2 (May y Ghosh, 1998).

En cuanto a su estructura su refiere, todos los integrantes de esta familia de
proteinas se caracterizan por poseer un dominio de homologia Rel necesario para la
dimerizacion y union al ADN, pero solo los miembros p65, RelB y c-Rel presentan un
dominio de transactivacion (Xiao y Fu, 2011). Ademas, los factores NF-kB1 y NF-xB2
se sintetizan como precursores inactivos, sufriendo un proceso de protedlisis que genera
las formas activas p50 y p52, respectivamente (Figura 4). Cada uno de los miembros de
esta familia puede formar homo o heterodimeros combinandose entre ellos.
Curiosamente, si se forman dimeros entre p50/p52 y se unen a elementos de respuesta
de promotores de NF-kB, actian como represores de la transcripcion al no tener el
dominio de transactivacion. Por el contrario, cuando estdn interaccionando con
cualquiera de los otros componentes de la familia que tienen dicho dominio, si
promueven la transcripcion (Hayden y Ghosh, 2012). La complejidad en la regulacion
de la transcripcion llevada a cabo por NF-xB es tal, que hay genes que solo se activan
ante alguna combinacion concreta de dichos dimeros. Es importante resaltar, que la
sefializacion celular de la ruta de NF-xB se encuentra inactiva cuando estos dimeros se
encuentran unidos a los denominados inhibidores de kB (IxB), produciéndose su

retencion en el citoplasma.
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Figura 4. Estructura de los integrantes de la familia NF-kB. RHD: Dominio de homologia Rel; TAD:
dominio de transactivacion. Modificado de Xiao y cols., 2011.
Aunque de forma minoritaria hay descritos formas adicionales de activacion de
la ruta de sefalizacion de NF-kB en determinados casos, los dos mecanismos

principales de activacion son los que se detallan a continuacion:
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La via de activacion canonica o clasica

La activacion de la ruta se inicia ante una amplia variedad de citoquinas pro-
inflamatorias y antigenos, tales como la interleuquina 1 (IL-1), el lipopolisacarido (LPS)
y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), que interaccionan con sus respectivos
receptores y desencadenan la activacion del complejo 1kB quinasa (IKK). EI complejo
IKK consiste en dos subunidades cataliticas denominadas IKKa e IKKf y al menos una
subunidad reguladora denominada modulador esencial de NF-xB (NEMO o IKKYy). Una
vez activado el complejo IKK, éste produce la fosforilacion de las serinas Ser32 y Ser36
de 1B produciendo su ubiquitinizacién y degradacion a través del proteosoma. De esta
manera, los homo o heterodimeros son liberados y activados, translocandose al nucleo

donde regulan la transcripcion de sus genes diana (Hoesel y Schmid, 2013).
La via no candnica o alternativa

Esta ruta tiene lugar cuando los ligandos CD40, el factor activador de células B
(BAFF) o la linfotoxina B (LTP) se unen a sus receptores especificos de membrana, se
activa la quinasa inductora de NF-xB (NIK) que a su vez induce la fosforilacion y
activacion del complejo IKK, reclutando a NF-xB2 para su ubiquitinacion y protedlisis
generandose p52. La union de p52 a otro miembro de la familia NF-xB forma un
dimero que se dirige al interior del nucleo, regulando la transcripcion (Xiao y Fu, 2011,
Hoesel y Schmid, 2013).
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Figura 5. Activacion de la rutas de sefializacion clasica y alternativa de NF-kB . Modificado de
Hoesel., 2013).
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A pesar de que ambas rutas estan bien diferenciadas, cabe destacar que hay
comunicacion entre ellas a distintos niveles ya que la activacion de una de ellas puede
facilitar la activacion o represion de la otra dependiendo del contexto celular. Ademas,
ambas rutas cooperan en las funciones que desempefian, pudiendo ejercer su actividad

reguladora sobre los mismos genes (Figura 5).

De forma anéloga a lo que ocurre con STAT3, también NF-kB se encuentra muy
regulado en condiciones fisiologicas y es activado de forma temporal. La desregulacion
y activacion aberrante de NF-kB ocasiona consecuencias perjudiciales al provocar
inflamacion aguda o shock séptico a nivel celular, o bien, un crecimiento celular o
supervivencia anémalo que conduce al desarrollo de cancer (Gilmore, 2006; Baud y
Karin, 2009).

NF-kB tiene un papel paraddjico en cancer debido a que, por un lado, su
activacion promueve la respuesta inmune al incrementar la actividad de células inmunes
citotoxicas cuyo objetivo es eliminar las células cancerosas. Por otro lado, la activacion
constitutiva de NF-xB fomenta el comienzo y desarrollo de procesos pro-tumorales en
distintos tipos de cancer. Apoyando el papel dafiino o beneficioso que puede ejercer NF-
kB dependiendo del contexto celular, estd el hecho de que tanto los pacientes
inmunodeprimidos como aquellos con enfermedades inflamatorias crénicas presentan

un riesgo mas elevado de padecer cancer (Smyth y cols., 2006; Disis, 2010).

El incremento de la actividad de NF-kB en un tumor se puede deber a factores
extrinsecos o intrinsecos. Los primeros, ocurren cuando hay mutaciones de genes que
participan en la sefializacion y/o regulacion de NF-kB. Esto ocurre principalmente en
linfomas, aunque también se ha observado en cancer de prostata con fusiones genicas
como la de IKK2 y TNPOL1 (transportina-1) lo que genera una expresion elevada de
IKK2, o la fusion entre el promotor dependiente de andrégenos del gen TMPRSS2 y el
gen ERG en la cual se ha detectado un incremento de la actividad de NF-«B (Pflueger y
cols., 2011; Wang y cols., 2011). Los segundos, se deben a una liberacion de citoquinas
desmesurada procedentes del microambiente tumoral que da lugar a una activacién

constitutiva de la ruta de sefializacion (Perkins, 2012).

NF-kB interacciona con otros factores de transcripcion implicados en la

regulacién del ciclo celular y la apoptosis lo que da cuenta de la complejidad del papel
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que desempefia en cancer. Uno de ellos es STAT3 el cual interacciona fisicamente con
NF-kB, facilitando su reclutamiento hacia promotores de NF-kB Yy viceversa
(Grivennikov y Karin, 2010). Por otra parte, NF-kB es retenido en el ndcleo y activado
de forma constitutiva cuando es modificado post-transcripcionalmente debido a su
interaccion con la acetiltransferasa p300 (Lee y cols., 2009). Otra interaccion es la que
tiene lugar entre NF-xB y el promotor de p53, induciendo su transcripcién, de tal forma
que éste ultimo ejerce una regulacion negativa sobre NF-kB (Webster y Perkins, 1999).
Si bien, es frecuente en cancer la presencia de mutaciones en p53 que causan la pérdida
de su funcidn y por tanto, se pierde el control de la regulacién sobre NF-xB facilitando

su activacion (Schneider y cols., 2010; Vaughan y cols., 2012).

La transcripcion de genes anti-apopt6ticos que se lleva a cabo por la activacion
constitutiva de NF-xkB supone una ventaja para las células tumorales, al verse
incrementada su supervivencia celular. De hecho, experimentos realizados en lineas
celulares de céncer de prostata demuestran que NF-kB aumenta la expresion de
proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2, Bel-xL y survivina) cuyos niveles decrecen cuando se
tratan con inhibidores de dicho factor de transcripcion, incrementando la apoptosis
(Catz y Johnson, 2001; Li y Sarkar, 2002). Ademas, NF-xB es capaz de mantener activa
la poblacién de CSCs, inhibiendo la apoptosis, promoviendo la proliferacion y creando
un ambiente pro-inflamatorio que facilita el crecimiento tumoral y la resistencia a la

quimioterapia (Vazquez-Santillan y cols., 2015).

Cuando NF-xB estd activado, se favorece el proceso de transicion epitelial-
mesenquimal (EMT) y por ende, el proceso de metastasis debido a la induccion de la
expresion de metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) y del VEGF que se
encargan de degradar la matriz extracelular y promover la angiogénesis,

respectivamente (Huber y cols., 2004; Shukla y cols., 2004).

También se ha detectado un aumento de la activacion de NF-xB en el cancer de
préstata con metastasis en comparacion con el que se encuentra localizado en la
glandula prostatica (Ismail y cols., 2004). Los pacientes con cancer de prostata
avanzado desarrollan normalmente metastasis 6sea. Segun un estudio, la activacion de
NF-kB aumenta la expresion de genes que incrementan la osteoclastogénesis

contribuyendo a la metastasis dsea en esta patologia (Jin y cols., 2013). La inyeccion de
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células tumorales de cancer de préstata C4-2B y PC-3 con altos niveles de NF-kB en el
hueso de ratones, produce la expresion de genes inductores de osteoclastos (PTHrP y
RANKL) mientras que la inhibicién de NF-xB en estas células impide la formacion de
tumores en el hueso. Por el contrario, en células de cancer de prostata LNCaP, con bajos
niveles de NF-kB activado, los tumores crecen con dificultad en el tejido 6seo, sin
embargo, se vuelve a favorecer la proliferacion en hueso cuando se activa dicho factor

de transcripcion (Jin y cols., 2013).

Las lineas celulares y xenoinjertos de céncer de préstata insensibles a
androgenos tienen una actividad NF-kB mayor en comparacion con las sensibles. De
acuerdo con esto, se ha demostrado que la secrecion de proteinas neuroendocrinas
activa NF-xB de forma constitutiva y, a su vez, incrementa la expresion nuclear de los
receptores de androgenos permitiendo un crecimiento independiente de la presencia de
androgenos. Por todo ello NF-xB puede ser, al igual que STAT3, una diana atractiva

para el desarrollo de terapias para el tratamiento del CRPC (Jin y cols., 2008).
1.5 Ciclo celular y cancer

El ciclo celular consiste en una serie de eventos que acontecen en la célula
eucariota y conducen al crecimiento celular, duplicacion del material genético
localizado en los cromosomas y los componentes celulares, segregandolos de forma
precisa para su division en dos células hijas genéticamente idénticas entre si. El ciclo
celular consta de las siguientes fases:

» Interfase: Es el periodo que hay entre dos mitosis consecutivas y el de mayor
duracion del ciclo celular, abarcando el 90% de éste. Dentro de la interfase se
engloban la fase G; (GAP 1) en la que la célula aumenta su tamafio y sintetiza la
maquinaria necesaria para la sintesis de ADN; la fase S, en la que ocurre la
replicacion del ADN pasando de tener una carga diploide (2n) a tetraploide (4n);
y la fase G, (GAP 2) en la cual la célula se prepara para entrar en mitosis.

» Fase M: Esta etapa comienza con la division del ndcleo celular (mitosis),
seguida del proceso de separacion y segmentacion del citoplasma (citocinesis).
A su vez, la mitosis se divide en 5 fases: Profase, prometafase, metafase, anafase

y telofase (Salaun y cols., 2008).
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Cabe destacar que cuando las células del organismo no se estan dividiendo,
abandonan el ciclo celular en fase G; y entran en la denominada fase Go 0 de reposo.
Algunas células se encuentran en un estado de quiescencia durante largos periodos de
tiempo pudiendo reincorporarse al ciclo para volver a dividirse, o incluso permanecer en
este estado de forma indefinida, éste es el caso de las células que estdn completamente
diferenciadas. También las células senescentes entran en la fase G, para ser eliminadas

mediante apoptosis.

La progresion del ciclo celular por cada una de las fases descritas anteriormente,
estd regulada a través de serina/treonina quinasas conocidas como quinasas
dependientes de ciclina (CDKSs). Los estudios realizados en levaduras fueron los que
demostraron por primera vez la presencia de una Unica CDK denominada Cdc28 o
Cdc2, dependiendo de la especie de levadura, como responsable de promover la
transicion entre las diferentes fases del ciclo celular a través de su interaccion con otras
proteinas reguladoras denominadas ciclinas (Beach y cols., 1982; Russell y Nurse,
1986).

Las CDKs se encuentran inactivas cuando estan fosforiladas en determinados
residuos, por ejemplo, en el caso de CDK1 son las quinasas WEE1 y MYT1 las que
llevan a cabo su fosforilacion en los residuos Thrl4 y Tyrl5 (Schafer, 1998). Mientras
que la activacion de las CDKs y su especificidad por un sustrato depende de la
interaccidon con las distintas ciclinas cuyos niveles de expresiéon van fluctuando a lo
largo de cada una de las fases del ciclo celular, controlando la actividad de las CDKs
(Malumbres y Barbacid, 2005). Ademas, también se requiere para la activacion de las
CDKs la desfosforilacion de los residuos Thrl4 y Thrl5 llevado a cabo por fosfatasas
de la familia de proteinas CDC25, asi como la fosforilacion del residuo Thr160 a través
de la quinasa activadora de CDK (CAK). A su vez, cuando las CDKs estan activadas
van a fosforilar sustratos claves para la sintesis del ADN y la progresion de la mitosis
(Lim y Kaldis, 2013).

En humanos hay descritas 13 CDKs que interactian con al menos 29 ciclinas o
proteinas relacionadas con ciclinas, sin embargo, solo algunas de ellas estan implicadas
directamente en el control del ciclo celular (Malumbres y Barbacid, 2009). Segun el
modelo clasico, la interaccion especifica de determinadas CDKs/ciclinas van guiando a

la célula por las distintas fases del ciclo celular. Concretamente, la ciclina D se une y
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activa preferentemente a las CDK4 y CDKG6 durante la fase G1, preparando a la célula
para comenzar con la sintesis de ADN. Esta interaccion provoca la inhibicion de las
proteinas p107 y p130 permitiendo la expresion de ciclina E que, a su vez, activa a la
CDK2. El complejo ciclina E-CDK?2 es esencial para la transicion entre las fases G; y S
(Malumbres y Barbacid, 2009). Posteriormente, al final de la etapa de replicacion del
ADN, se produce la interaccion de la ciclina A con CDK2 lo que permite la transicion a
la fase G,. Al final de la interfase se produce la interaccion entre la ciclina A con la
CDK1, entrando la célula en mitosis. Acto seguido, tras la disolucion de la membrana
nuclear, tiene lugar la degradacion de ciclina A facilitando la interaccion de la CDK1 a
la ciclina B, permitiendo la mitosis de la célula (Malumbres y Barbacid, 2005). Por
ultimo, la disminucion de CDK1 es necesaria para que ocurra la descondensacion de los

cromosomas, reaparicion de la envoltura nuclear y la citocinesis (Figura 6).

Aunque este modelo esta ampliamente aceptado, experimentos genéticos
realizados durante el desarrollo de embriones de ratén han revelado que la presencia de
CDK1 es esencial para la division celular, siendo suficiente para llevar a cabo la
division de la mayor parte de los tipos celulares, al menos, hasta la mitad de la gestacion
(Santamaria y cols., 2007). Por el contrario, las CDK4 y CDK®6 solo son necesarias para
la proliferacion de células B del pancreas y células de la linea eritroide, respectivamente,
puesto que su carencia impide el desarrollo de éstas (Rane y cols., 1999; Malumbres y
cols., 2004); mientras que con la ausencia de CDK2 no se observa ninguna alteracion
aparente en la division mitética pero si en la meiosis (Ortega y cols., 2003). Por lo tanto,
se sugiere que estas CDKs podrian estar involucradas en funciones adicionales de

control de la proliferacién en cada una de las fases del ciclo celular.

Mitosis
Profase
Prometafase
Metafase
Anafase
Telofase
Citocinesis

Figura 6. Modelo clasico de regulacion del ciclo celular. Se encuentran representadas las distintas fases del
ciclo celular, asi como las CDKSs y ciclinas especificas que regulan cada etapa. Modificado de Malumbres y
Barbacid, 2005.
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Otra forma de modular la actividad quinasa de las CDKs es a través de los
inhibidores de CDKs (CKIs) que ante condiciones desfavorables para la célula, paran la
progresion del ciclo celular. Hay dos grupos de CKIs: los pertenecientes a la familia
INK4 (INK4A, INK4B, INK4C e INK4D) y la familia Cip/Kip (p21, p27 y p57) (Sherr
y Roberts, 1999).

Existe otro mecanismo que asegura el correcto funcionamiento del ciclo celular
mediante los denominados puntos de control o checkpoints, los cuales se activan si se
detectan errores en el proceso de replicacion, dafio al ADN, una inadecuada segregacion
de cromosomas o simplemente que la célula no tiene el tamafio necesario para dividirse
(Barnum y O'Connell, 2014). Cualquiera de éstos, puede desencadenar una parada de
ciclo celular para permitir la reparacién de los defectos encontrados y asegurar que la
division celular se lleve a cabo satisfactoriamente. No obstante, si los defectos no son

reparados la célula podria entrar en senescencia o apoptosis.

Hay numerosas evidencias que respaldan la relevancia de la desregulacion del
ciclo celular en el cancer. Las células tumorales se caracterizan por tener, en primer
lugar, una proliferacion no programada que ocurre a consecuencia de una activacion
constitutiva de sefiales mitogénicas o la supresion de sefiales anti-mitogénicas. En
segundo lugar, presentan una inestabilidad cromosémica debido a alteraciones
cromosomicas. Y en tercer lugar, adquieren una inestabilidad genética debido a
mutaciones adicionales. Estos 3 defectos contribuyen a la progresion del tumor y estan
mediados por la desregulacion de las CDKs-ciclinas de forma directa o indirecta
(Vermeulen y cols., 2003; Kops y cols., 2005).

La gran cantidad de proteinas y mecanismos que intervienen en la progresion del
ciclo celular y en su regulacion, hace posible que haya una amplia variedad de
alteraciones involucradas en el desarrollo y progresion del cancer. Entre otros, hay
estudios que ponen en relieve que lineas celulares tumorales de glioblastoma y
osteosarcoma son muy dependientes de la CDK2, por lo que su inhibicion impide la
proliferacion de dichas células. También se ha demostrado que la sobreexpresion de las
CDK1, CDK4 y CDKG6 observada en diferentes tipos de cancer promueve la
proliferacion, e incluso, la presencia de mutaciones en la CDK4 (Arg24Cys) bloquea su
unién a los inhibidores INK4 (Vax y cols., 2003). Otros experimentos indican que la
activacion del complejo CDK4-ciclina D es requerido para el desarrollo tumoral
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dependiendo de la sefial oncogénica. Por ejemplo, experimentos realizados en ratones
que carecen de ciclina D o estd mutada, y por tanto no activan CDK4, previene el
desarrollo de tumores de mama inducidos por ERBB2, sin embargo, esto no ocurre si
son inducidos por los protooncogenes Myc o Wnt-1 (Yu y cols., 2001; Landis y cols.,
2006).

Como se ha comentado anteriormente, la familia de proteinas CDC25,
representada por las isoformas CDC25A, CDC25B y CDC25C, estan implicadas en la
activacion de las CDKs en la progresion del ciclo celular regulando la transicion de las
fases G1/S y G,/M. No obstante, también son esenciales en la activacion del chekpoint
frente al dafio en el ADN produciendo la detencion del ciclo celular. Teniendo en cuenta
las funciones relevantes que desempefian en el ciclo celular, las CDC25 estan
fuertemente reguladas en condiciones fisioldgicas; si bien, se ha detectado una fuerte
sobreexpresion en numerosos tipos de cancer. De hecho, en cancer de prostata, hay
estudios que reflejan incrementos de los niveles de las isoformas CDC25B y CDC25C
(Ngan y cols., 2003; Ozen y Ittmann, 2005). Esta sobreexpresion se achaca bien a
mutaciones, o bien, a la desregulacién en las proteinas que modulan su actividad. En
cualquier caso, la desregulacion de las proteinas CDC25 promueve la inestabilidad
genética y un aumento de la proliferacion celular, contribuyendo a la progresion de la

enfermedad (Boutros y cols., 2007; Sur y Agrawal, 2016).

Otro mecanismo que atafie a reguladores del ciclo celular y estan asociados a un
peor prondstico en céancer es el silenciamiento de los CKls, p21 y p27 (Abukhdeir y
Park, 2008). A pesar de esto, hay cierta controversia con respecto al papel que juega p21
en cancer ya que dependiendo del contexto celular, actia como supresor de tumores
deteniendo el crecimiento del tumor, o bien, puede comportarse como un oncogén
ejerciendo efectos anti-apoptéticos, tal y como ocurre en el cancer de prostata donde
esta sobreexpresado (Abbas y Dutta, 2009).

La alteracion a nivel de los checkpoints del ciclo celular es otro fendmeno
comun en cancer que contribuye a la progresion de la enfermedad. Generalmente, las
células tumorales presentan alteraciones en proteinas implicadas en los mecanismos de
reparacion, esquivandolos. Esto conlleva a una mayor proliferacion celular,
inestabilidad genética y cromosomica. Un caso bien conocido es el de la proteina

supresora de tumores p53, dado que méas del 50% de los canceres presentan mutaciones
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en el gen que la codifica (Soussi y Wiman, 2007). En condiciones normales, esta
proteina tiene bajos niveles de expresién al asociarse con la proteina Mdm2 vy
degradarse via proteosoma. Mientras que, frente a situaciones de estrés celular de
distinta indole, p53 se activa y a su vez, activa una plétora de rutas sefializacion que
tienen como finalidad la parada de ciclo celular para reparar el dafio o inducir la
apoptosis, si éste no puede ser reparado. Sin embargo, las mutaciones de p53 en los
distintos tumores producen su disfuncién, otorgandole propiedades oncogénicas al
facilitar la generacion de nuevas mutaciones y cambios de expresion en proteinas que
favorecen el crecimiento del tumor, angiogénesis y resistencia a quimioterapia (Meek,
2004; Teodoro y cols., 2007; Ozaki y Nakagawara, 2011).

2. Quimioterapia en cancer
2.1 Tipos de quimioterapicos empleados en cancer de prostata

En el cancer de prostata localizado se puede optar por distintos tratamientos
teniendo en cuenta determinados criterios como son el estadio de la enfermedad, la
edad, el estado de salud y las preferencias del paciente. Estos tratamientos pueden ir
desde la vigilancia activa, en la cual se lleva a cabo un seguimiento del paciente para
evaluar la evolucion del cancer y normalmente se suele hacer en personas de avanzada
edad con un crecimiento del tumor lento para evitar una pérdida en su calidad de vida;
la prostatectomia radical, que consiste en la extirpacion de la glandula prostatica y las

vesiculas seminales; hasta la radioterapia.

A diferencia de la mayoria de tumores solidos, la quimioterapia no es el
principal tratamiento empleado para el cancer de préstata avanzado ya que
tradicionalmente el foco de interés se ha centrado en el desarrollo y uso de las terapias
ADT debido a la efectividad que han mostrado. La ADT se puede llevar a cabo
mediante orquiectomia o farmacol6gicamente. En este Gltimo caso se emplean agonistas
(Leuprolide, goserelin) o antagonistas (Degarelix) de la GnRH, antiandrégenos que
bloquean el AR (Flutamida, bicatulamida, nilutamida, enzalutamida) e inhibidores
enzimas implicadas en la sintesis de androgenos como la CYP17 (Acetato de
abiraterona) (Perlmutter y Lepor, 2007; Tan y cols., 2015; Fakhrejahani y cols., 2017).

No obstante, ante la falta de respuesta a la ADT que se produce en el CRPC, el

tratamiento con quimioterdpicos es esencial en esta fase de la enfermedad,
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extendiéndose su uso, e incluso, ha resultado ser efectiva en estadios méas tempranos de

forma individual o en combinacion con la ADT (Hurwitz, 2015).

El uso de la quimioterapia en cancer se inicio con el uso del gas mostaza y
antagonistas del acido folico que inhiben la sintesis de acidos nucleicos. En cuanto al
cancer de prostata, el primer quimioterdpico aprobado fue la estramustina como
tratamiento del CRPC. La estramustina estd constituida por un agente alquilante y
estradiol, aunque posteriormente se ha comprobado que no presenta ninguna de estas
dos actividades y que realmente su actividad anti-neoplésica reside en la union y
despolimerizacion de microtubulos (Dahllof y cols., 1993). Mas adelante, se aprobo el
uso de la mitoxantrona cuya actividad se basa en su union de forma irreversible al ADN
impidiendo la proliferacion celular (Tannock y cols., 1996; Kantoff y cols., 1999). En la
actualidad ambos quimioterdpicos simplemente se utiliza como tratamiento paliativo
debido a que mejoran la calidad de vida del paciente pero no incrementa su

supervivencia.

El principal avance en el uso de quimioterapia en el cancer de prostata ha tenido
lugar con los taxanos, farmacos procedentes de la corteza del tejo comun (Taxus
brevifolia). Los principales taxanos son el paclitaxel, docetaxel y cabazitaxel cuya
actividad antitumoral reside en la estabilizacion de los microtdbulos impidiendo su
despolimerizacion, lo que conlleva un bloqueo de la mitosis al afectar al huso mitotico,
promoviendo la apoptosis (Blagosklonny y cols., 1996; Jordan y Wilson, 2004).
Diferentes ensayos clinicos muestran que el docetaxel incrementa la supervivencia en
unos meses asi como la calidad de vida de los pacientes con CRPC con respecto a otros
tratamientos anteriores. Para superar la resistencia al docetaxel que muestran algunos
pacientes, se ha desarrollado una segunda generacion de taxanos. Entre ellos, esta el
cabazitaxel, que mejora la supervivencia en pacientes con CRPC resistente al
tratamiento con docetaxel (Cassinello y cols., 2016).

Los agentes intercalantes al ADN que inhiben la division celular, como los
quimioterapicos ciclofosfamida o carboplatino, pueden ser aplicados en pacientes que
no responden a otros tratamientos debido a que suelen ser bien tolerados, aunque su uso
no mejora las expectativas de supervivencia de éstos (Handy y Antonarakis, 2016;
Teply y Hauke, 2016).
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2.2 Induccién del dafo al ADN

Las celulas estan sometidas al ataque constante de agentes genotoxicos exdgenos
y enddgenos como sustancias quimicas, radicales libres, radiaciones ionizantes, luz
ultravioleta, productos del metabolismo celular o farmacos, entre los que se incluyen los
quimioterapicos. Las lesiones provocadas van desde rupturas en una sola hebra del
ADN (SSBs), rupturas en las dos hebras (DSBs), formacion de aductos,
desapareamiento de bases, inserciones y delecciones, hasta la alquilacién de bases
(Helleday y cols., 2014).

En presencia de dichos agentes genotdxicos la célula induce una serie de
mecanismos complejos y coordinados conocidos como respuesta al dafio en el ADN
(DNA damage response, DDR) cuyo objetivo primordial es reparar el dafio y mantener
la integridad gendmica de la célula. Los checkpoints junto con los mecanismos de
reparacion y apoptosis, estan integrados en un circuito que va a determinar la respuesta
final de la célula dependiendo de la naturaleza y gravedad del dafio ocasionado en el
ADN (Harper y Elledge, 2007).

La DDR se inicia cuando los complejos MNR (proteinas MRE11, NSB1 y
Rad50) y RPA (proteina de replicacion A), que actian como sensores, detectan las
lesiones en el ADN, reclutando a proteinas de la familia de las quinasas relacionadas
con las fosfatidilinositol 3-quinasa (PIKKSs). Concretamente, las PIKKs que son
activadas y acuden al sitio donde se ha producido el dafio al ADN son: las proteinas
ATM (Ataxia-telangiectasia mutated), ATR (Ataxia-telangiectasia and RAD3 related) y
la DNA-PK (DNA-dependent protein kinase); resultando en un aumento de la
fosforilacion de la histona H2AX (yH2AX), que es un marcador de dafio al ADN
(Karanika y cols., 2015). Para amplificar la sefial de la DDR, las proteinas ATM/ATR
activadas disparan la activacion de la proteina p53 y las quinasas CHK1 y CHK2, que
actuan de efectores de la sefial. Por un lado, la fosforilacion de las serinas Ser317 y
Ser345 en CHKZ1 y por el otro, la que ocurre en la treonina Thr68 en el caso de CHK2,
van a desencadenar la inactivacion de las proteinas de la familia CDC25 a través de su
fosforilacion y retencion en el citoplasma para ser degradadas via proteosoma (Smith y
cols., 2010).
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Figura 7. Principales rutas de sefializacion implicadas en la respuesta al dafio al ADN.
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Tabla 2. Bioquimica y propiedades biolégicas de algunos anti-neoplasicos convencionales. Modificado
de Bracci y cols., 2014.
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Los efectos finales de la activacion de la DDR son la parada del ciclo celular y la
reparacion del ADN. En el primer caso, si la parada del ciclo celular tiene lugar en el
checkpoint G3/S se inactivan los complejos ciclina E-CDK2 y ciclina A-CDK2,
mientras que si la detencidén sucede en la fase G,/M, se impide la activacion del
complejo ciclina B-CDK1 (Wang y cols., 2015). En el segundo caso, la reparacion del
ADN es mediada, principalmente, por los siguientes mecanismos: reparacion por
escision de nucleotidos (Nucleotide excision repair, NER), reparacion por escision de
bases (Base excision repair, BER), reparacion por desapareamientos (Mismatch repair,
MMR), recombinacién homdéloga (Homologous recombination, HR) y union de
extremos no homdlogos (Non-homologous end joining, NHEJ) (Hoeijmakers, 2001)
(Figura 7).

Si la inestabilidad genética causada por el dafio en el ADN no es reparada puede
desencadenar carcinogénesis ligada bien a la activacion de oncogenes o a la inactivacion
de genes supresores de tumores. Paraddjicamente, la induccién del dafio al ADN
mediada por los quimioterapicos supone un pilar fundamental para el tratamiento del
cancer en clinica (Bracci y cols., 2014). De hecho, la mayoria de ellos ejerce su
toxicidad sobre las células tumorales mediante la induccion de dafio en el ADN,
inhibiendo el crecimiento del tumor e induciendo la apoptosis (Tabla 2). Por ejemplo,
los quimioterapicos basados en el platino como el cisplatino y carboplatino forman
aductos mediante el establecimiento de enlaces covalentes entre el ADN y el platino.

Por otro lado, la doxorrubicina o etopdsido son agentes que se intercalan en el
ADN inhibiendo las enzimas topoisomerasas, bloqueando el proceso de replicacion del
ADN. En todos ellos, hay una induccion de la DDR a través de la activacion de la
proteina ATM (Kurz y cols., 2004; Tanaka y cols., 2007).

3. Marcadores y nuevas dianas moleculares en cancer de prostata
3.1 Necesidad de nuevos marcadores y dianas terapéuticas

El biomarcador ideal seria aquel capaz de detectar la enfermedad y su
progresion, identificar los individuos de alto riesgo, predecir la recurrencia y permitir la
monitorizacion de los tratamientos. Ademas, debe tener un coste asequible, ser preciso,
facilmente cuantificable y permitir la obtencién de los resultados mediante pruebas no

invasivas.
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Hasta la fecha el marcador por excelencia empleado en el diagnostico del cancer
de proéstata es el PSA. En células sanas el PSA es secretado por las células epiteliales
prostaticas y es un componente del fluido seminal, mientras que en el cancer de prostata
la ruptura de las células basales permite su liberacion a la circulacién, dando lugar a
elevados niveles de PSA en suero. Desde su descubrimiento y uso como marcador en
cancer de prostata, el namero de diagndsticos se ha disparado y también se ha reducido
la mortalidad de la enfermedad.

Tradicionalmente los valores de PSA superiores a 4ng/ml se consideraban
anomalos. A pesar de esto, los niveles de PSA por encima de dicho umbral no
necesariamente es indicativo de cancer de prostata debido a que se han encontrado
niveles elevados en otros supuestos como la hiperplasia benigna de prostata, prostatitis,
con el uso de determinados farmacos asi como variaciones en cuanto a la raza se refiere.
Por tanto, el PSA tiene una baja especificidad lo que da lugar a identificar falsos
positivos (Madu y Lu, 2010; Velonas y cols., 2013). En este sentido, se estima que solo
el 30% de los pacientes con niveles inusuales de PSA (superiores a 4ng/ml) son
finalmente diagnosticados con cancer de prostata, determinando un sobretratamiento de
pacientes con cancer de prostata de bajo riesgo y la realizacion de biopsias y
prostatectomias innecesarias (Qu y cols., 2014). Aunque el PSA tiene una alta
sensibilidad, también se han encontrado niveles de PSA inferiores a 4ng/ml en pacientes
con cancer de prostata (Leibovici y cols., 2007). Por lo que actualmente no hay un
consenso claro acerca del umbral éptimo del PSA para llevar a cabo una biopsia.

A tenor de lo expuesto anteriormente, es prioritaria la busqueda de
biomarcadores progndsticos precisos para distinguir entre pacientes sanos, pacientes con
un cancer de bajo riesgo y de alto riesgo (metastasis y CRPC). Ademas, dada la
inexistencia de biomarcadores predictivos en el CRPC, urge su desarrollo para poder
identificar la probabilidad del beneficio de una terapia especifica en el paciente.

3.2 Metabolomica en cancer de prostata

La metabolémica tiene como objeto de estudio los patrones y las
concentraciones de metabolitos pequefios, tales como: intermediarios metabolicos,
productos finales resultantes de las reacciones bioquimicas que suceden en la célula,
metabolitos secundarios, hormonas y otras moléculas de sefializacion cuya masa oscila

entre los 80-1000 Dalton. La busqueda de marcadores especificos del cancer de prostata
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que superen los inconvenientes del PSA descritos anteriormente, ha fomentado el

desarrollo de estudios metabdlomicos con esa finalidad.

La presencia en las células tumorales de cambios metabolicos asi como en los
requerimientos energéticos, no es un hecho novedoso. Desde el siglo pasado se conoce
el denominado efecto Warbug, en el que se describe como las células tumorales
incrementan la produccion de lactato a partir de la glucosa, incluso en condiciones no

hipoxicas, para satisfacer la demanda energética de éstas (Koppenol y cols., 2011).

El auge del interés por el estudio del perfil metabolomico y su aplicacion para la
busqueda de marcadores en el cancer de prostata, Ilegé de la mano de un estudio en el
que se sefialé a la sarcosina (metabolito intermediario del metabolismo de la glicina)
como un prometedor indicador de la progresion del cancer de préstata. Se detect6 su
presencia en orina aungue no hubo una fuerte discriminacion entre pacientes con biopsia
positiva con respecto a los de biopsia negativa. Sin embargo, a diferencia de las
muestras de tejido benigno, si encontraron que los niveles de sarcosina estan
incrementados en el 79% de las muestras de tejido de pacientes con metéstasis y en el
42% de las muestras de tejido de cancer de préstata localizado (Sreekumar y cols.,
2009). Estos resultados fueron apoyados por experimentos in vitro, en los que se
encontraron niveles mas altos de sarcosina en lineas celulares de cancer de préstata en
comparacion con células epiteliales normales y ademas, el silenciamiento de la enzima
encargada de la conversion de glicina a sarcosina, la glicina-N-metiltransferasa,
consiguio reducir la capacidad de invasiéon celular en las células tumorales DU145
(Sreekumar y cols., 2009). Por otro lado, niveles citoplasméticos elevados de dicha
enzima se han relacionado con una puntuacion de Gleason superior y con una menor

supervivencia (Song y cols., 2011).

El hallazgo de la sarcosina como marcador en cancer de préstata ha dado lugar a
numerosos estudios para intentar verificar este resultado. En un ensayo posterior
analizaron la presencia de este metabolito en muestras de orina de pacientes sanos y con
cancer de prostata, llegando a la conclusion de que la sarcosina no es un biomarcador
adecuado, al no encontrar diferencias significativas en ambos grupos (Jentzmik y cols.,
2010). A partir de aqui, hay bastante controversia en la literatura y no se ha conseguido
dilucidar si la sarcosina es un indicador adecuado para esta enfermedad (Cao y cols.,
2011; Khan y cols., 2013).
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Otro metabolito que ha suscitado interés es el citrato (metabolito intermediario
del ciclo de Krebs) cuya concentracion en el liquido prostatico es mucho mayor que en
plasma, gracias a la elevada cantidad de zinc que inhibe a la enzima aconitasa encargada
de su oxidacion (Costello y cols., 1997). En cancer de prostata los transportadores de
zinc estan inhibidos, habiendo una reduccion de los niveles intracelulares de éste. Como
consecuencia, hay una activacion de la aconitasa catabolizandose el citrato, lo que
supone una fuente de energia adicional (Mycielska y cols., 2009). En concordancia con
lo expuesto anteriormente, perfiles metabolémicos en secreciones prostaticas muestran
una clara disminucién de los niveles de citrato en pacientes con cancer de prostata
respecto a los sanos (Serkova y cols., 2008). Del mismo modo, la disminucidn de citrato
en cancer se ha relacionado con la agresividad del mismo (Giskeodegard y cols., 2013;
McDunn y cols., 2013).

Las poliaminas, espermidina y espermina, son sintetizadas a partir de la arginina
y S-adenosilmetionina e intervienen en funciones relacionadas con el crecimiento y
diferenciacion celular (sintesis de ADN, regulacion de la transcripcion, etc.). El
tratamiento con andrégenos en lineas celulares de céncer de préstata altera el
metabolismo de aminodcidos y componentes del metabolismo del nitrégeno,
encontrandose altos niveles de espermina y espermidina lo cual, indica un incremento
de la utilizacion de aminoéacidos requeridos en los estadios tempranos del desarrollo del
tumor (Putluri y cols., 2011). Sin embargo, la espermina podria funcionar como un
inhibidor del crecimiento del cancer de prostata, puesto que la deteccién de bajos
niveles de dicho metabolito en tejido y secreciones de pacientes con cancer de prdstata
avanzado, indican que puede ser un candidato como marcador de agresividad (Serkova
y cols., 2008; Giskeodegard y cols., 2013; McDunn y cols., 2013).

Otro de los metabolitos susceptibles de ser empleados como biomarcadores para
la prognosis del cancer de préstata es la colina y los metabolitos derivados de ésta. En
condiciones fisioldgicas, la colina es un metabolito esencial para la sintesis de las
membranas celulares, el metabolismo de fosfolipidos y como donador de grupos metilo.
El aumento de los niveles de colina en cancer se ha asociado a una mayor actividad de
los transportadores involucrados en su captacion asi como un incremento de la sintesis
enddgena. La colina fomenta la proliferacion al facilitar la sintesis de membranas
celulares, altera la sefializacion celular mediada por fosfolipidos derivados y afecta a la

metilacion y mecanismos de reparacion del ADN (Zeisel y da Costa, 2009). El analisis
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metabolémico de tejidos de pacientes con cancer de prostata con respecto a tejidos
benignos muestra altos niveles de fosfolipidos, entre los que se encuentran algunos
derivados de la colina como la fosfocolina y la glicerofosfocolina. Dichos metabolitos
permiten la discriminacion entre individuos con una baja puntuacién de Gleason
respecto a los de mayor puntuacion, siendo mas elevados en éestos ultimos (Keshari y
cols., 2011; Awwad y cols., 2012).

Por ultimo, en estadios avanzados de la enfermedad aparecen otros cambios
significativos del perfil metabolomico destacables. Este es el caso de los altos niveles de
colesterol encontrados en pacientes con cancer de prostata con metastasis 0sea en
comparacion con los pacientes sin afectacion Gsea, cuya medicion podria ser Util para

discernir el estadio de la enfermedad (Thysell y cols., 2010).

La metaboldmica es un area en expansion que se postula como una herramienta
prometedora para incrementar el conocimiento, mejorar el diagnostico y el tratamiento
frente al cdncer. Como se ha descrito con anterioridad, actualmente el foco principal
estd puesto en la busqueda y validacion de metabolitos de muestras obtenidas mediante
técnicas no invasivas (suero u orina), que sirvan de biomarcadores para el cancer de
prostata. Ademas, su uso se puede extender con vistas a mejorar la estadificacion del
cancer y la caracterizacion de la eficacia de un tratamiento especifico (Trock, 2011;

Vermeersch y Styczynski, 2013).
3.3 Protedmica en cancer de prostata

El desarrollo de la genémica ha hecho posible la secuenciacién del genoma
humano, estimando el ndmero total de genes que codifican proteinas en torno a los
20.000 (Ezkurdia y cols., 2014). Dado que un gen puede codificar mas de una proteina,
es esperable que el proteoma humano esté constituido por una cifra mucho mayor al del
genoma. La existencia de esta abrumadora cantidad de genes y proteinas ha desplazado
el centro de interés de los métodos tradicionales de caracterizacion individual de genes
o0 proteinas, hacia el desarrollo de nuevas metodologias capaces de analizar el maximo

numero de componentes posibles.

La protedmica se encarga del analisis y cuantificacion del conjunto de proteinas
codificadas por el genoma, incluyendo las isoformas, las modificaciones post-

traduccionales y también las interacciones entre ellas. Similarmente a lo que sucede con
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la metabolomica, los objetivos actuales de la protedmica estdn derivando hacia el
estudio de las proteinas y sus variaciones en diversas condiciones fisioldgicas y
patologicas como el cancer, con el fin de desarrollar nuevos biomarcadores mas
precisos y encontrar dianas terapéuticas (Pin y cols., 2013; Shruthi y cols., 2016). Hay
una gran cantidad de publicaciones realizadas en esta area cuyos analisis se han

efectuado fundamentalmente: en tejido, plasma y orina.
Anélisis protedmico en tejido

En biopsias de tejido tumoral el perfil protedmico revela un mayor nimero de
alteraciones que las que se pueden encontrar en fluidos bioldgicos. Por lo que aumenta
la posibilidad de encontrar algn cambio de patron proteico capaz de emplearse como
biomarcador y, ademas, contribuye al conocimiento de los mecanismos implicados en el
desarrollo y progresion del cancer. En la protedmica de poblaciones celulares aisladas
de muestras de tejido (mediante microdiseccién por captura laser seguido de la
espectrometria de masas), aparecié la proteina PCa-24 expresada en el 94% de las
muestras de cancer de prostata, mientras que en las muestras normales y con hiperplasia
benigna prostatica (BHP) no se detectd (Zheng y cols., 2003). Otros autores han
identificado la proteina GDF15 en el 60% de muestras de cancer de prostata, en el 40%
de muestras de neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y una expresién nula en
muestras de tejido normal. Esto ha llevado a los autores a sugerir que GDF15 podria ser
un marcador de los estadios tempranos de este tipo de cancer (Cheung y cols., 2004). En
otro ensayo protedbmico en el que han comparado muestras de tejido tumoral con
muestras de BHP, han hallado la desregulacion en la expresion de 13 proteinas que ya
estaban asociadas con cancer en estudios proteébmicos y gendmicos previos, y que son:
constituyentes de los filamentos intermedios (KRT8, KRT18 y DES), proteinas con un
papel supresor (ARHGAP1, AZGP1, GSTM2 y MFAP4), con funciones de transporte y
organizadoras de membrana (FABP5, GC y EHD2), chaperonas (FKBP4 y HSPD1) y
un marcador tumoral (NME1). Ademas, encontraron la desregulacion de 9 proteinas
nuevas (CSNK1Al, ARID5B, LYPLA1l, PSMB6, RABEP1, TALDO1, UBE2N,
PPP1CB y SERPINBL). De tal forma que se propone que estas alteraciones proteicas
podrian ser validadas como biomarcadores de inicio y progresion de la enfermedad,
siendo capaces de diferenciar pacientes con cancer de los que tienen BHP (Davalieva y
cols., 2015). Otros estudios han identificado que la proteina periostina esta

sobreexpresada en cancer de prostata en comparacion con la BHP (Sun y cols., 2011).
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En este sentido se ha propuesto un panel de proteinas para distinguir entre la BHP y el
cancer de prostata, estableciendo que en el cancer de préstata hay una sobreexpresion de
las proteinas disulfuro isomerasa, 14-3-3, enoil-CoA hidratasa, prohibitina, B-tubulina y
una inhibicion de las proteinas queratina-11, desmina, HSP71, ATP sintasa-B y creatina

quinasa f (Alaiya y cols., 2011).

El posible uso de las proteinas e-FABP5, MCCC2, PPA2, Ezrin y SLP2 como
biomarcadores de cancer de prostata con metastasis en los ganglios linfaticos, radica en
los elevados niveles de expresion de dichas proteinas que han sido detectados en
muestras de estos pacientes en comparacion con los que tienen cancer de prdstata
localizado. Lo contrario ocurre con las proteinas SM22 y CRPM4 que actlan como
supresores de metéstasis en los ganglios linfaticos (Gao y cols., 2010; Pang y cols.,
2010).

Para diferenciar tumores con distinta estadificacion, el estudio comparativo entre
muestras de cancer de prostata con una puntuacion de Gleason 6 con respecto a otro de
8, resulto en 19 proteinas expresadas diferencialmente. Se concluy6 que una de ellas, la
Lamina A, podria ser un buen marcador para diferenciar tumores con alta y baja
puntuacion de Gleason (Skvortsov y cols., 2011). Por otro lado, el perfil proteémico de
muestras de tejido de paciente y el andlisis llevado a cabo en diferentes lineas celulares
de cancer de préstata, muestran que las proteinas AMACR y EZH2 pueden ser unos
candidatos potenciales para discriminar entre los canceres de prdstata mas y menos
agresivos (Yocum vy cols.,, 2010). También se ha observado mediante técnicas
protedmicas una hiperactivacion de las tirosina quinasas EGFR, JAK2, ABL1y SRC, lo
que sugiere que el uso de inhibidores de dichas quinasas podria ser util para el

tratamiento avanzado del cancer (Drake y cols., 2012).
Protedmica en fluidos biolégicos

Resulta alin mas atractiva la busqueda de biomarcadores de cancer de prostata en
plasma, orina, semen y secreciones prostaticas, dada su facil obtencion sin el uso de
técnicas invasivas y su bajo coste. La razon de su utilidad seria que a consecuencia del
proceso tumoral, se produce la liberacion de proteinas especificas a estos fluidos
cambiando sus patrones de expresion proteica. La elaboracidn de un panel integrado por
4 proteinas (ATPasa v, colageno a-1 (III), colageno a-1 (I) y SPRI) fue validado en

muestras de orina de 118 pacientes con cancer de préstata y 95 muestras de pacientes
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sanos, observando que esta enfermedad fue detectada con un 89% de sensibilidad y un
51% de especificidad (Theodorescu y cols., 2008). En muestras de sangre y orina de
otros 113 pacientes se ha probado otro test que incluye el analisis combinado de los
niveles de las proteinas AMACR, MMP-2, GSTP1 y RASSF1A, obteniendo un
incremento significativo del potencial diagnostico en comparacion con el test individual
de PSA (Prior y cols., 2010). El perfil proteémico obtenido por espectrometria de masas
de secreciones prostaticas ha revelado la presencia de més de 1000 proteinas, de las
cuales 49 son especificas de la préstata y pueden servir para evaluar las diferencias entre
individuos sanos con respecto a los que presentan cancer (Principe y cols., 2012). Otro
estudio llevado a cabo en muestras de fluido prostatico muestra un perfil proteémico
constituido por 34 proteinas que permiten diferenciar entre el céncer de prdstata
localizado y el extra-prostatico (Kim y cols., 2016). Otra proteina candidata como
biomarcador de agresividad en cancer de prostata es la f2M, cuya expresion modula el
crecimiento dependiente de andrdgenos en las células LNCaP e interviene en la EMT
promoviendo la formacién de metastasis in vivo, encontrandose altos niveles de
expresion en secreciones prostaticas y en sueros de pacientes con cancer de prdstata con
metastasis (Gross y cols., 2007). Un ejemplo mas, son los altos niveles de la proteina
ZAG detectados en el plasma seminal de pacientes con cancer de préstata con respecto
al de donantes sanos. En relacion a este hallazgo, también se han detectado niveles mas
elevados en pacientes con cancer con una alta puntuacion de Gleason (Byrne y cols.,
2009).

La protedmica no solo esta restringida a la busqueda de biomarcadores, sino
también a encontrar nuevas dianas terapéuticas y proteinas responsables de resistencia a
los tratamientos frente al cancer. Por ejemplo, en células PC-3 sensibles al tratamiento
con docetaxel y resistentes a éste, se han identificado como responsables de la
resistencia a las proteinas MIC-1 y ARG2 encontrandose sobreexpresada e inhibida,
respectivamente. Los resultados de MIC-1 han sido extrapolados a muestras de plasma
de pacientes cuyo analisis muestra niveles mas elevados de dicha proteina después de
recibir un ciclo de quimioterapia, asociandose con una progresion de la enfermedad y
una supervivencia menor después del tratamiento (Zhao y cols., 2009). Algunos
estudios protedmicos han permitido hallar nuevas proteinas candidatas como dianas
terapéuticas del CRPC, como las proteinas CAV1 y 2, puesto que los niveles de

expresion en el plasma de pacientes con CRPC son significativamente mayores que en
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aquellos que no lo tienen. Ademas, resultados similares en modelos celulares confirman
los niveles elevados de dichas proteinas en la linea celular PC-3 con respecto a las
células LNCaP (Sugie y cols., 2015).

La protedmica también se ha interesado en el estudio de los prostasomas, los
cuales son microvesiculas extracelulares liberadas por parte de las células normales y
tumorales a los fluidos bioldgicos. Su funcion es transportar a células vecinas proteinas,
micro-ARN y ARN. La importancia de los prostasomas en cancer radica en que se ha
encontrado un mayor nivel de éstos en sangre de pacientes con cancer de prdstata con
respecto a pacientes sanos y con biopsias benignas. Ademas, dichos resultados permiten
discernir entre pacientes con unas puntuaciones de Gleason altas de las bajas, reflejando
la agresividad de esta patologia (Tavoosidana y cols.,, 2011). Los anélisis de
prostasomas en muestras de orina en pacientes con cancer de prostata contienen las
proteinas LAMTOR y TM256, reflejando su potencial uso en el diagnéstico al aumentar
la sensibilidad y especificidad a porcentajes cercanos al 100% (Overbye y cols., 2015).
No obstante, uno de los inconvenientes de analizar los fluidos bioldgicos es que
contienen una mezcla de microvesiculas de diferentes tipos celulares, lo que dificulta la
interpretacion de los resultados. El estudio de prostasomas en experimentos in vitro,
como los liberados por la linea tumoral PC-3, ha identificado entre otras: proteinas
implicadas en el transporte de vesiculas, del citoesqueleto, chaperonas e integrinas que
solapan en un 35% con el proteoma de microvesiculas de células de cancer de colon o
vejiga. No obstante, se ha propuesto como biomarcadores especificos del cancer de
préstata a las proteinas CD151 y CDCP1 contenidas en dichos prostasomas (Sandvig y
Llorente, 2012).

En definitiva, el desarrollo de la protedmica ha demostrado que el uso de un solo
biomarcador es insuficiente para realizar un diagnéstico y prondéstico preciso, apuntando
hacia el desarrollo de paneles de biomarcadores. A pesar del amplio nimero de
proteinas candidatas identificadas, estas tienen que ser aun validadas y aprobadas para

su utilizacién en clinica.
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4. Galiellalactona
4.1. Definicion y mecanismo de accion

La Galiellalactona (GL) es un metabolito fungico que presenta propiedades
antitumorales y anti-inflamatorias. La GL se aisla del hongo Galiella rufa (cepas A75-
86 y A111-95), perteneciente a la divisién Ascomycota, que se caracteriza por crecer en
forma de racimos en la madera en zonas de Norteamérica y Malasia. No obstante,

también se ha descrito su produccién de forma sintética (Johansson y Sterner, 2002).

Los estudios iniciales con la GL se llevaron a cabo en un area muy diferente al
cancer, puesto que se describio como un inhibidor débil de la fitohormona acido
giberélico en semillas de trigo. Posteriormente, se observé que la GL es capaz de inhibir
la ruta de sefalizacion celular IL-6/JAK/STATS3 en la linea celular de carcinoma de
higado HepG2, al interferir en la unién del factor de transcripcion STAT3 activado a sus

sitios de unidn especificos al ADN (Weidler y cols., 2000).

Mas adelante, las investigaciones con la GL han focalizado su interés en estudiar
su actividad y mecanismo de accion frente al cancer de prostata. Experimentos in vitro
llevados a cabo en las lineas tumorales DU145 y PC-3, han demostrado que el
tratamiento con la GL reduce la proliferacién celular e incrementa la apoptosis en
dichas lineas celulares (Hellsten y cols., 2008). Como se ha descrito previamente, la
activacion constitutiva de STAT3 esta altamente relacionada con el cancer y, en este
contexto, el tratamiento con GL ha mostrado ejercer un efecto inhibitorio sobre STAT3
en lineas celulares de cancer de préstata, cuyos niveles de este factor de transcripcién
activado son elevados (Hellsten y cols., 2008). EI mecanismo especifico por el cual la
GL bloquea la transcripcion llevada a cabo por STATS3, se debe a su capacidad de unirse
y modificar covalentemente a las cisteinas en la posicién Cys367 y Cys468 localizadas
en el dominio de union al ADN, asi como la Cys-542 del dominio de enlace de STAT3,
evitando su union al ADN sin verse afectada su fosforilacién (Don-Doncow y cols.,
2014).

Ademas, se ha demostrado que la GL es capaz de promover la apoptosis y
reducir la poblacion de CSCs presentes en lineas celulares tumorales de cancer de

prostata, con niveles de STAT3 fosforilado elevados (Hellsten y cols., 2011).
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En correlacion con los resultados in vitro, se ha constatado el papel antitumoral
de la GL in vivo. Concretamente, la administracion intraperitoneal en modelos de raton
inmunodeprimidos con xenoinjertos de células DU145 y PC-3, provoca una
disminucion del volumen del tumor en comparacion con el grupo control (Hellsten y
cols., 2008; Canesin y cols., 2016).

La GL también tiene otros efectos en otras rutas importantes de sefializacion
celular en cancer. Por un lado, la GL es capaz de antagonizar los efectos angiogénicos y
metastasicos que promueve el factor de crecimiento transformante beta (TGFp) in vitro.
En este caso, la GL estaria bloqueando especificamente la unién al ADN de las
proteinas SMAD 2/3 que median en la respuesta a TGFpB y, por ende, en el proceso de
transcripcion (Rudolph y cols., 2013). Por otro lado, la GL también se une al miembro
de la familia de NF-«xB, p65, impidiendo la asociacion con la importina a3 y evitando su
translocacion al nucleo. Por tanto, esta molécula actGa como un potente inhibidor de la

actividad transcripcional promovida por NF-kB (Perez y cols., 2014).

Cabe destacar que la GL también presenta interesantes efectos bioldgico en otros
modelos no tumorales. Asi, este metabolito fungico es eficaz en un modelo murino de
asma al inducir un cambio en las poblaciones de células dendriticas pulmonares debido
a la inhibicién de STAT3 (Hausding y cols., 2011). Recientemente, se ha publicado otro
estudio llevado a cabo en ratones que carecen de la Apolipoproteina E utilizados como
modelo de arterioesclerosis, en el que refleja como la GL reduce la transcripcién de
genes pro-inflamatorios, la coagulacion de la sangre y la adhesion de plaquetas a la
pared de los vasos sanguineos. Estos efectos anti-inflamatorios estarian mediados por la
capacidad de la GL de inhibir las rutas de sefializacion de NF-xB y STATS3,
proponiendo que estd molécula podria tener efectos beneficiosos en el tratamiento de

enfermedades cardiovasculares (Bollmann y cols., 2015).
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El cancer de prostata es el segundo tipo de cancer mas frecuente en varones y el
CRPC representa la quinta causa de muerte por cancer en hombres. Los recientes avances
en el tratamiento frente al CRPC han mejorado ligeramente la supervivencia y la calidad
de vida de los pacientes, no obstante, continda siendo una enfermedad incurable y
finalmente mortal. Por ello, es fundamental el desarrollo de nuevos farmacos asi como el
descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas que aumenten las expectativas de
supervivencia e incluso la curacion del CRPC. Asi, los objetivos del presente trabajo han

sido:

1- Identificacion de nuevos mecanismos de accion antitumoral de la GL.

2- Estudio de la eficacia antitumoral in vivo de la GL y su efecto sobre el perfil

metaboldémico en plasma de ratones xenotransplantados.

3- Analisis protedmico de la respuesta del cancer de prostata a la GL.

4. Estudio de relacion estructura funcién de una libreria de analogos de GL sobre

diferentes dianas celulares y moleculares.
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1. Lineas celulares

Las lineas celulares fueron adquiridas por la American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA), con excepcion de los fibroblastos dérmicos normales
humanos (HNDFs) procedentes de Innoprot (Bizkaia, Espafia) y las células madre
mesenguimales (hMSC) que se obtuvieron a partir de la médula dsea procedente de 3
donantes reclutados, con su consentimiento informado, a través del Programa de
Transplante de Médula Osea del Servicio de Hematologia del Hospital Universitario
Reina Sofia (Cdrdoba, Espafia). Las hMSC se identificaron mediante citometria de flujo
expresando los antigenos de superficie CD105, CD73 y CD90 en aproximadamente el
99% de la poblacién, mientras que en menos del 2% de la poblacion se detecto la
expresion de CD14, CD34 y CD45.

Todas las lineas celulares se cultivaron a 37°C, en una atmosfera humidificada
con un 5% de CO,, controlando que estuvieran libres de micoplasma y contaminacion
cruzada (Tabla 3).

Linea Celular Descripcion Medio de Cultivo
22Rv1 Carcinoma de préstata
A549 Carcinoma de pulmon
DU145 Carcinoma de préstata
HaCaT Queratinocitos RPMI 1640 + 10% FBS +
H1299 Carcinoma de pulmoén Penicil a/El% o
Jurkat Leucemia agl_f_da de células enicilina/Estreptomicina
LNCaP Carcinoma de proéstata
PC3 Adeno;r%rsctgt(;ma de
HEK-293T Rifion embrionario
HNDFs Fibroblastos dérmicos
HelLa Adenocarcinoma de cérvix

MDA-MB-231 Adenocarcinomade mama  pMEM + 10% FBS + 1%

NIH3T3 Fibroblastos embrionarios Penicilina/Estreptomicina
SK-N-SH Neuroblastoma

Sw480 Adenocarcinoma de colon

VCaP Carcinoma de préstata

Queratinocitos SFM + BPE
0.05 mg/ml + EGF 5 ng/ml

Células madre o-MEM + 15% FBS + Glu
mesenquimales 2mM + bFGF 1ng/ml

RWPE-1 Epitelio normal de préstata

MSC

Tabla 3. Lineas celulares empleadas en los ensayos experimentales.
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2. Andlisis del ciclo celular y apoptosis por citometria de flujo

En general las células se sembraron con una densidad celular de 4x10°
células/pocillo en placas de 6 pocillos y se dejaron todo el dia para permitir su
adherencia a la superficie de la placa. Al dia siguiente, se aplicaron los tratamientos
especificos correspondientes. Para el estudio del ciclo celular se procedié a la fijacion
de las células. Para ello, se despegaron las células con tripsina, se centrifugaron a 3500
rpm durante 5 min y se lavaron dos veces con tampon fosfato salino (PBS) a 4°C. Las
células se resuspendieron en 700 pl de etanol al 70%, afiadiéndolo gota a gota y
mezclando en agitacion suave. Tras la incubacidn a 4°C toda la noche se hicieron 2
lavados en PBS con sus respectivas centrifugaciones a 3500 rpm, 5 min. Por ultimo, se
elimind el ARN de las muestras mediante el tratamiento con ARNasa A 50 U/ml y se
tifieron con yoduro de propidio (PI) 1 mg/ml, incubandose 2 horas en agitacion, en

oscuridad y a temperatura ambiente.

Para el ensayo de apoptosis, se empled el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK
(ZVF) (40 uM) (Enzo Life Technologies, Farmingdale, NY, EE.UU.). Las células se
lavaron con PBS frio y se centrifugaron a 2500 rpm, 5 min, resuspendiéndose con 100
ul de solucion tamponada de unién a Anexina (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl,
2.5 mM pH 7.4). Posteriormente se afiadieron 5 pl de Anexina V conjugada con Alexa
Fluor 488 (Molecular Probes by life technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) y 2 ul de PI
(1 mg/ml), incubando durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad.
Finalmente, las muestras se incubaron con 400 pl de solucién tamponada de unién a

Anexina.

Tanto la distribucién de las fases del ciclo celular como la apoptosis se llevé a
cabo empleando el citdmetro de flujo BD FACSCanto™ (BD Biosciences, San Jose,
CA, EE.UU.) con el software BD FACSDiva™.

3. Deteccidn de proteinas por Western blot

Las células se despegaron mediante un rascador o tripsina y se realizaron 2
lavados con PBS previamente enfriado, obteniendo el pellet celular centrifugando 2
min, a 13000 rpm y 4°C. Los extractos celulares se obtuvieron incubando las células en
solucion de lisado (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, glicerol al 10% y NP-40 al
1%) suplementado con NaF 10 mM, NasVO, 1 mM vy los inhibidores de proteasas
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leupeptina 10 pg/ml, aprotinina 1 pg/ml, pepstatina 1 pg/ml y PMSF saturado 1 pl/ml.
Después de 15 min de incubacion en hielo, se centrifugaron 15 min a 13000 rpm a 4°C y
se calculd la concentracion de proteinas de cada una de las muestras con el método
Bradford. A continuacion, se afiadio solucién Laemmli 1x (Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, SDS
al 10%, glicerol al 30%, DTT al 10% y azul de bromofenol al 0.012%) y se hirvieron 3
min a 95°C para desnaturalizar las proteinas. La electroforesis se llevo a cabo en gel de
poliacrilamida con SDS cargando 40-60 g de proteina/pocillo, aplicando un voltaje de
80-90 V a su paso por el gel concentrador y de 120 V por el gel separador. Las proteinas
del gel se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un voltaje de 24 V durante 30
min por membrana. Dependiendo de si la proteina esta fosforilada o no, se incubaron las
membranas con el tampon de bloqueo con albumina de suero bovino al 5% en TRIS-
buffer salino y Tween-20 al 0.1% (TBST), o bien, con leche en polvo sin grasa al 5%,
durante 1 h en agitacion y a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadio el
anticuerpo primario correspondiente incubando durante toda la noche a 4°C en
agitacion. Al dia siguiente, se hicieron 3 lavados de 10 min con TBST y se incub6 1 h a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario apropiado conjugado con la
peroxidasa de rdbano. Finalmente, se realizaron otros 3 lavados de 10 min con TBST y
se revel6 mediante quimioluminiscencia empleando Westar Nova 2011 (Cyanagen Srl,
Bolonia, Italia) consistente en una mezcla de una solucion de luminol mejorado con una
solucion de perdxido en un ratio 1:1 cuya sefial de la proteina se capturd a través de
ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EE.UU.).

Los anticuerpos fueron adquiridos a Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
EE.UU.), Millipore (Billerica, MA, EE.UU), Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, EE.UU.),
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU.) y Proteintech Group (Manchester,
Reino Unido). En todos los casos, los anticuerpos se emplearon a la dilucion

recomendada por el fabricante (Tabla 4).
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Anticuerpo Referencia Fabricante
ATM (D2E2) 2873
ATR (E1S3S) 13934 Cell Signaling Technology
Caspasa 3 (8G10) 9665
CDC25A (DCS-120) MAS5-13795 Thermo Scientific
CDC25C (5H9) 4688 Cell Signaling Technology
CDK2 (M2) sc-163 Santa Cruz Biotechnology
CDK4 C8218 Sigma-Aldrich
CHK1 2360 Cell Signaling Technology
CHK2 clon 7 05-649 Millipore
Ciclina A2 (BF683) 4656 ) ]
Ciclina B1 (D5C10) 12731 Cell Signaling Technology
Ciclina D1 C7464 Sigma-Aldrich
Ciclina E2 4132 Cell Signaling Technology
Flag (M2) A2220
HA 11867423001 Sigma-Aldrich
KEAP1 K2769
Mytl 4282 Cell Signaling Technology
NF-kB p65 (F-6) sc-8008 .
NRF2 (C.20) o722 Santa Cruz Biotechnology
NUSAP1 12024-1-AP Proteintech Group
p21 Wafl/Cipl (12D1) 2947 Cell Signaling Technology
p53 (DO-1) sc-126 Santa Cruz Biotechnology
PARP 9542
p-ATM (Ser1981) (D6H9) 5883
p-ATR (Ser428) 2853
p-CDC2 (Tyrl5) (10A11) 4539
p-CDC25C (Ser216) 9528
p-CHK1 (Ser345) (133D3) 2348
p-CHK2 (Thr68) (C13C1) 2197
p-H2AX (Ser139) (20E3) 9718 Cell Signaling Technology
p-H3 (Ser10) (D2C8) 3377
PLK1 (208G4) 5413P
p-NF-kB (Ser536) 3031
p-STAT3 (Tyr705) (D3A7) 9145
p-Weel (Ser642) (D47G5) 4910
RBMX/hnRNP G (D7C2V) 14794
STAT3 (124H6) 9139
Transgelin/SM22 10493-1-AP Proteintech Group
UCH-L1 (C-4) sc-271639 | Santa Cruz Biotechnology
Zixina 3553 Cell Signaling Technology
a-Tubulina T9026
Sigma-Aldrich
B-Actina A5316

Tabla 4.

Anticuerpos utilizados en Western blot, inmunocitoquimica e inmunohistoquimica.
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4. Ensayo viabilidad celular por MTT

En placas de 96 pocillos se sembraron las células con una densidad de 1x10* y
una vez incubadas con los tratamientos pertinentes, se incubaron 3-4 h en oscuridad con
una solucién de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a
5mg/ml. A continuacion se decantd el medio de cada pocillo cuidadosamente y se
afiadieron 100 pl de DMSO. De esta manera, las células vivas son capaces de reducir el
MTT (coloracion amarilla) a formazan (color violeta), midiéndose la absorbancia a una
longitud de onda de 550 nm con el lector de placa TECAN (Tecan Group Ltd, Suiza).

5. Inmunocitoquimica

Las células se sembraron con una densidad celular de 5x10* en cubreobjetos de
vidrio pre-tratados con poli-D-lisina para potenciar su adherencia. Una vez realizado los
tratamientos correspondientes, las células se fijaron con para-formaldehido al 4%
durante 20 min, seguido de 3 lavados en PBS. Las células se permeabilizaron mediante
la incubacion durante 10 min con triton X-100 al 0.12% Yy se repitieron los 3 lavados en
PBS. En primer lugar, se afiadié el anticuerpo primario correspondiente y luego el
anticuerpo secundario, incubando durante 1 h, a temperatura ambiente y en oscuridad
con cada uno de ellos. A continuacion, para la tincion de los nucleos celulares se
empled el medio de montaje Vectashield con 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, EE.UU.) y se colocé el cubreobjetos de vidrio con
las células sobre el portaobjetos, dejandolo secar y sellado. Finalmente las imagenes se
tomaron con el microscopio confocal de laser de barrido LSM 5 EXCITER, usando el
objetivo en aceite 63x/1.40 y con el software ZEN 2008 (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH).

6. Medida de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Se sembraron las células en placas de 96 pocillos y se utilizé el tert-butil-
hidroperdxido (TBHP) 400 uM como inductor de la produccion de ROS, mientras que
como inhibidor se empled el antioxidante N-acetil cisteina 15 mM (NAC). Las células
se incubaron durante 3 h con los tratamientos correspondientes en condiciones de
oscuridad y a 37°C. Posteriormente se retird el medio, y se incubaron durante 20 min a
37°C en oscuridad, con 100 pul por pocillo de diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina
(H,DCFDA) 1 uM, el cual se utiliza como indicador de ROS debido a que tras la
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disociacion de los grupos de acetato por parte de las esterasas intracelulares y la
oxidacion, se transforma en 2,7-diclorodihidro fluoresceina (DCF) el cual es altamente
fluorescente. La medicidn de la fluorescencia a una longitud de onda de excitacién de
450 nm y de 535 nm de emision se llevo a cabo con el TECAN GEnios Pro (Tecan
Group Ltd, Suiza).

7. Ensayo de cicatrizacion de la herida

Se sembraron 5x10* células por pocillo en placas de 96 pocillos, incubandose
toda la noche para permitir su adherencia a la placa. Cuando se formd una monocapa
celular resultante de la confluencia celular del 100%, se procedi0 a realizar una herida
en la zona central del pocillo a través del dispositivo Wound Maker (Essen Bioscience)
y las células que se levantaron, fueron retiradas tras hacer un lavado con PBS. Una vez
aplicados los estimulos correspondientes junto con 5 pg/ml de mitomicina C (Enzo Life
Technologies, Farmingdale, NY, EE.UU.), un inhibidor de la sintesis de ADN, se
monitorizo el cierre de la herida durante las 24 h posteriores. Para ello, se tomaron
imagenes utilizando el sistema de imagen IncuCyte ZOOM (Essen Bioscience,
Hertfordshire, Reino Unido) y cuantificandolo como porcentaje de confluencia de la

herida.
8. Electroforesis en gel de células individuales (Ensayo Cometa)

Las células DU145 se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de
4x10° células por pocillo y se dejaron adhiriéndose durante toda la noche. Al dia
siguiente se trataron las células durante 24 h con GL y se empled etopdsido como
control positivo del experimento al producir rupturas en las hebras de ADN. Las células
se recogieron y se centrifugaron a 1500 x g durante 2 min, descartando el sobrenadante
y se realiz6 un lavado con PBS frio. El pellet de células se resuspendi6 en PBS frio y
para detectar el dafio al ADN se utiliz6 el kit Oxiselect™ Comet Assay (Cell Biolabs
Inc, San Diego, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
combinaron las células con agarosa de bajo punto de fusion en un ratio de 1:10 (v/v) la
cual fue previamente licuada tras ser calentada a 90-95°C durante 20 min.
Posteriormente, se afadieron 75 pl por pocillo de esta mezcla al portaobjetos
Oxiselect™ Comet manteniéndose en posicién horizontalmente a 4°C en oscuridad,
durante 15 min. Para la lisis de las células se transfirid el portaobjetos a un recipiente
con buffer de lisis 1X (NaCl 14.6 g, EDTA 20 ml, solucién de lisis 10X, DMSO 10 ml)
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enfriado previamente, quedando sumergido durante 45 min a 4°C, en oscuridad. Acto
seguido, se introdujo en la solucién alcalina pre-enfriada durante 30 min a 4°C para
desnaturalizar el ADN. A continuacion, se llevo a cabo la electroforesis en condiciones
alcalinas (NaOH 300 mM, pH>13, EDTA 1 mM) aplicando un voltaje de 1 V/cm y 300
mA durante 30 min. Se realizaron 3 lavados de los portaobjetos con la muestra en un
recipiente con agua miliQ pre-enfriada y se dejaron en etanol frio al 70% durante 5 min.
Para la tincion del ADN, las muestras se incubaron con Vista Green 1X durante 15 min,
a temperatura ambiente protegido de la exposicion de la luz. Las imagenes se tomaron
con el microscopio de fluorescencia Leica DM2500 y se cuantificd la longitud y la
fraccion total de ADN en la cola del cometa expresada como momento de la cola (tail
moment) usando el software Casp (CASPIlab, Wroclaw, Polonia).

9. Modelo animal de xenoinjertos con células DU145 de cancer de prostata

Se usaron un total de 30 ratones atimicos (Foxnlnu), machos de 6 semanas de
edad, con condiciones de acceso libre a una dieta estandar irradiada, agua esterilizada,
con ciclos de luz-oscuridad de 12 h, humedad relativa en torno al 40-50% y una
temperatura de 20°C (£ 2°C). Todos los procedimientos experimentales que se llevaron
a cabo han seguido las directrices de la Unidén Europea y el Comité ético de la
Universidad de Coérdoba (2014P1/015). Antes de comenzar el experimento, los ratones

estuvieron una semana de periodo de adaptacion al animalario.

Los ratones se repartieron aleatoriamente en 6 grupos (Tabla 5), cada uno de

ellos con 5 integrantes (n=5):

Grupos experimentales

Control
DU145
DU145 shARN-STAT3
DU145 shARN-p65
DU145+GL
DU145+GL (Tto. Temprano)

Tabla 5. Grupos experimentales del modelo animal

Para realizar los xenoinjertos se recogieron 3x10° de las células especificas de
cada grupo cultivadas in vitro, y se inyectaron subcutaneamente en el flanco derecho de

los ratones. Transcurridas 4 semanas cuando los tumores estaban bien establecidos, se
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comenzO a aplicar el tratamiento con GL al grupo correspondiente (DU145+GL).
Concretamente, a cada uno de los ratones integrantes de este grupo se le administraron
inyecciones intraperitoneales diarias de GL 3mg/kg durante 3 semanas, mientras que el
resto de grupos recibieron inyecciones con el vehiculo DMSO al 1% en PBS. Durante
todo el proceso, se pesaron los ratones para controlar la evolucion del peso corporal, asi
como el volumen del tumor el cual se estimd cada 3-4 dias a través de un calibre

Vernier empleando la siguiente formula:
Longitud (mm) x ancho (mm) x 0.5632

Una vez terminado el tratamiento farmacoldgico con GL, todos los ratones
fueron sacrificados por dislocacion cervical y se llevd a cabo la extraccion de sangre por
puncién cardiaca para el analisis del perfil metabolomico y también se extirparon los
tumores para su pesado en una balanza de precision y fijacion en para-formaldehido al

4% para su posterior estudio histolégico.
10. Inmunohistoquimica

Los tumores extirpados de los ratones se fijaron en para-formaldehido al 4% vy
fueron embebidos en parafina mediante un procesador de tejidos, para su posterior
cortado con el micr6tomo de rotacion en secciones cuyo grosor es de 5 pM. Las
secciones de tejido se colocaron en portaobjetos tratados con poli-D-lisina. A
continuacion, se llevo a cabo el proceso de desparafinacion y rehidratacion mediante
incubaciones sucesivas de 5 min en xilol, etanol al 100%, etanol al 96%, etanol al 80%
y agua.

Las muestras se cubrieron con el buffer citrato sédico 10 mM pH 6 y se
sometieron a 98°C para producir el desenmascaramiento antigénico. Tras enfriarse, se
realizaron 2 lavados de 3 min con 0.1% de PBS-Tween-20 y se blogueé la peroxidasa
enddgena incubando con metanol y perdxido de hidrégeno al 0.3%, durante 30 min a
temperatura ambiente. Se llevo a cabo el bloqueo de las uniones inespecificas con una
incubacion de 30 min a temperatura ambiente con IHC Select Blocking Reagent (Merck
Millipore, Billerica, MA, EE.UU.), seguido de la incubacion durante toda la noche a
4°C con el anticuerpo primario H2AX fosforilado (Ser139). Se hicieron 2 lavados de 3
min con 0.1% de PBS-Tween-20 y se incubd con el anticuerpo secundario de cabra anti-
conejo (Merck Millipore, MA, EE.UU.) durante 4 h a temperatura ambiente. A
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continuacion, se repitié el lavado con 0.1% de PBS-Tween-20 y se incub0 la muestra
durante 45 min con el complejo peroxidasa de rabano-estreptavidina, seguido de un
nuevo lavado con 0.1% de PBS-Tween-20. Las muestras se revelaron con 3,3-
diaminobencidina (DAB) (Merck Millipore, Billerica, MA, EE.UU.), se realizaron 3
lavados en 0.1% de PBS-Tween-20, se tifieron 15 s con hematoxilina y se hicieron 2
lavados en agua destilada. Seguidamente tuvo lugar el proceso de deshidratacion de la
muestra que consistié en incubar durante 1 min en etanol al 80%, 2 min en etanol al

96%, 5 min en etanol al 100%, 5 min en xilol.

Finalmente, se efectud el montaje del cubreobjetos con el medio Eukitt y se
observaron y fotografiaron las secciones de tejido de los xenoinjertos con el
microscopio Leica DM2500 y la cdmara digital Leica DFC420c, para ser analizadas
usando la herramienta ImageJ (Bethesda, MD, EE.UU.).

11. Produccidn de lentivirus e infeccion de células hospedadoras

Para la produccion de lentivirus se emplearon como células empaquetadoras las
células HEK-293T, sembradas a una densidad que permitié alcanzar una confluencia

entre el 70-80% para poder realizar la transfeccion de forma optima.

Se utilizo el sistema de produccion de lentivirus de tercera generacién basado en
2 plasmidos de embalaje (Rev y Gag-Pol) y el plasmido de la envuelta (VSV(Q) los
cuales fueron obtenidos de Addgene. Para realizar la transfeccion, por un lado, se
mezclaron 40 pl de polietilenimina (PEI) linear (Polysciences, Warrington, PA,
EE.UU.) y medio de cultivo sin antibiético ni FBS hasta 500 pl de volumen. Por otro
lado, se afiadieron 4 pg del plasmido Rev, 5.3 ug de Gag-Pol, 2.8 ug CMV-VSvVgy 7.9

pg de uno de estos plasmido de interés:

e pLKO.1-Puro o pLKO.1-Puro-Non-target utilizados como controles
negativos (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EE.UU.).

e shARNSs (short hairpin RNA) para STAT3 o NF-xB (Sigma-Aldrich Co.,
St Louis, MO, EE.UU.) (Tabla 6).

e KEAP1 (pLenti-GIlI-CMV-C-term-HA) vector lentiviral (AMB Inc.,

Richmond, Canada).
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Proteina diana N° Identificacion shARN
1 " -CCGGGCCTTAATAGTAGGGTAAGTTCTCGAGAACTTACCCTACTATTAAGGCTTTTT - 3
" -CCGGCGGATTGAGGAGAAACGTAAACTCGAGTTTACGTTTCTCCTCAATCCGTTTTT -3
" -CCGGGCAGGCTATCAGTCAGCGCATCTCGAGATGCGCTGACTGATAGCCTGCTTTTT -3
" -CCGGCACCATCAACTATGATGAGTTCTCGAGAACTCATCATAGTTGATGGTGTTTTT - 3’
" -CCGGCCTGAGGCTATAACTCGCCTACTCGAGTAGGCGAGTTATAGCCTCAGGTTTTT- 3"

NF-kB p65

" -CCGGCGGATCATAAGGTCAGGAGATCTCGAGATCTCCTGACCTTATGATCCGTTTTTG -3
" -CCGGGCTGACCAACAATCCCAAGAACTCGAGTTCTTGGGATTGTTGGTCAGCTTTTTG -3
" -CCGGGCACAATCTACGAAGAATCAACTCGAGTTGATTCTTCGTAGATTGTGCTTTTTG - 3
" -CCGGGCAAAGAATCACATGCCACTTCTCGAGAAGTGGCATGTGATTCTTTGCTTTTTG - 3
" -CCGGCATCTGAAACTACTAACTTTGCTCGAGCAAAGTTAGTAGTTTCAGATGTTTTTG - 3

STAT3

a A WON Pl B WODN
g o o o gl o g o g

Tabla 6. shARNs para STAT3 y NF-kB utilizados para la produccién de lentivirus.

Las mezclas conteniendo los diferentes plasmidos y reactivos se incubaron
durante 20 min a temperatura ambiente y posteriormente, se afiadieron al medio de
cultivo (sin antibidtico ni FBS) donde se encontraban sembradas las células HEK-293T.
Después de 72 h desde el inicio de la transfeccion se recolectaron los lentivirus
constituidos presentes en el medio de cultivo, centrifugando previamente 5 min a 1500
rpm para eliminar las posibles células que se desprendieron.

Los virus recolectados se usaron para llevar a cabo el proceso de transduccion a
la linea celular hospedadora, DU145. Para ello se infectaron las células con los
lentivirus dejando transcurrir 48 horas, para comenzar el proceso de seleccion con
puromicina (2 pg/ml). Durante una semana, cada dos dias, se estuvo renovando el
medio de cultivo y afiadiendo puromicina para seleccionar las células que han sido
infectadas. Por altimo, se comprobd por Western blot los niveles de proteina especifica
en cada una de las lineas estables creadas por infeccion de lentivirus, para asegurar que

el silenciamiento o sobreexpresion ha sido efectivo.
12. Experimentos de silenciamiento y sobreexpresion transitoria de proteina

Se cultivaron 2x10° células en placas de 6 pocillos, dejando adherirse hasta el
dia siguiente. Los ensayos de silenciamiento se llevaron a cabo empleando los ARN de
silenciamiento (SiRNA) para UCHL1 (#L-004309-00) y el control negativo (#D-
001810-10) a 100 nM (GE Dharmacon, Lafayette, CO, EE.UU.). Estos siRNA, se
mezclaron con 5 pl de Roti-Fect (Carl Roth, Karlsruhe, Alemania) en medio de cultivo
sin FBS ni antibidtico, incubandose durante 20-30 min a temperatura ambiente. Se
repartio la mezcla a cada uno de los pocillos correspondientes con las celulas
sembradas, incubandose durante 4-6 h a 37°C, permitiendo la entrada del siRNA

exogeno al interior celular. Posteriormente se recambid el medio de cultivo evitando
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que el agente de transfeccion produzca toxicidad. Se dejaron las células en el incubador
durante 72 h, puesto que fue el tiempo Optimo para producir el silenciamiento de la
proteina.

Para los ensayos de sobreexpresion de p53, se siguid el mismo proceso
convencional de transfeccion descrito anteriormente para los siRNA, con la diferencia
de que las células se transfectaron mezclando 1 pg del plasmido cDNA3-flag-p53 y 3 pul
de Roti-Fect.

13. Ensayos de actividad transcripcional

En general y para los ensayos de actividad luciferasa se sembraron 1x10° células
por pocillo en placas de 24 pocillos y se dejaron toda la noche permitiendo su
adherencia a la superficie de la placa. Los plasmidos utilizados en las transfecciones
para realizar los ensayos de actividad transcripcional por luciferasa fueron: 4xM67
pTATA TK-Luc (contiene 4 copias del sitio de union a STAT3), pPNQO1-ARE-Luc y
KBF-Luc (presenta 3 copias del potenciador del sitio «B del complejo mayor de
histocompatibilidad fusionadas al promotor minimo de conalbimina).

El protocolo de la transfeccion transitoria se realizé siguiendo las mismas pautas
descritas en el apartado anterior, con la particularidad que se llevo a cabo mezclando
0.5-1 pg del plasmido correspondiente, con 2.5 pl por pocillo de Roti-Fect o
Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Una vez
transcurridas las 6 h de incubacion y afiadido el medio de cultivo fresco, se incubaron
las células toda la noche. Al dia siguiente se estimularon las células con los tratamientos
pertinentes y después de 6 h de incubacion, se lisaron con buffer de lisis (Tris-fosfato 25
mM pH 7.8, MgCl, 8 mM, DTT 1 mM, Triton X-100 al 1% y glicerol al 7%) durante 15
min en agitacion. Se transfirieron 75 pl del lisado a tubos a los que se afiadieron 50 pl
de luciferina (Promega, Madison, WI, USA), midiendo inmediatamente la actividad
luciferasa en unidades relativas de luz (RLU) en el lumindmetro Autolumat LB9510
(Berthold Technologies GmbH, Germany). Con los 25 pl restantes del lisado se
determino la concentracion de proteina mediante el metodo Bradford para normalizar la

actividad luciferasa.

Cabe destacar que los anélisis de cribado para ver la actividad STAT3, NF-kB y

respuesta antioxidante de los derivados de GL, se emplearon las lineas estables HelLa-
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PTATA-TK-Luc, NIH3T3-KBF-Luc y HaCaT-pNQO1-ARE-Luc, respectivamente. Por
tanto, como expresan de forma constitutiva estos plasmidos, se estimularon
directamente y se lisaron para medir la actividad transcripcional a través del lector de
placa TriStar? Berthold/LB942 (Berthold Technologies GmbH, Alemania), siguiendo el

proceso de lisis mencionado.

14. Anélisis de Proteémica

Las células recolectadas se lisaron empleando la solucién de lisado conteniendo
NP-40 anteriormente descrito y se prepararon las muestras para el analisis por
espectrometria de masas (LC-MS, Liquid Cromatography-Mass Spectrometry).
Resumidamente, en primer lugar, se eliminaron los contaminantes de la muestra
mediante precipitacion de las proteinas en acido tricloroacético al 10 % y acetona y se
solubilizaron en 50 pl de RapiGest SF al 0.2% (Waters, Milford, MA, EE.UU.) en
bicarbonato amonico 50 mM. La cantidad total de proteina se cuantific6 usando el kit
fluorimétrico Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), reservandose
50 ug de proteina para la digestion con tripsina. A continuacion, las proteinas se
incubaron con DTT 5 mM a 60 °C durante 30 min y, posteriormente, con iodoacetamida
10 mM a temperatura ambiente y en oscuridad otros 30 min. Seguidamente, se afiadid
tripsina modificada de grado secuenciacién (Promega, Madison, WI, EE.UU.) en un
ratio tripsina/proteina de 1:40 y se incubaron las muestras a 37 °C durante 2 h v,
transcurrido este tiempo, se volvid a afadir tripsina incubando durante 15 h. Para la
eliminacion del RapiGest, se precipit6 incubando durante 1 h a 37 °C con &cido trifluoro
acetico (TFA) al 0.5% y se separd por centrifugacion. Por altimo, se ajustd el volumen
final con agua Milli-Q y acetonitrilo (ACN) hasta una concentracion de 0.5 pg de
péptido/ul (2.25% de ACN y 0.2% de TFA).

Para la construccion de la libreria de espectros, se analizaron los péptidos
mediante una aproximacion basada en protedmica shotgun con nano LC-MS/MS. Se
cred un pool de muestras de los que se inyectaron 2 ul (1 pg en columna) con un
sistema de cromatografia nanoLC Ekspert nLC415 (Eksigent, Dublin, CA, EE.UU.)
empleando una columna C18 Acclaim PepMap 100 (75 um x 25 ¢cm, 3 um, 100 A)
(Thermo Fisher Scientific) con un flujo de 300 nl/min. Se emple6 acido formico 0.1%

en agua o en ACN como solventes A y B, respectivamente, utilizando el siguiente
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gradiente: de 0 a 5 min B 5%, 5 a 125 min B 5% a B 30%, a continuacion 9 min B 95%
y finalmente 9 min B 5% para equilibrar la columna.

Los péptidos eluidos se fueron inyectando directamente en un espectrometro de
masas hibrido cuadrupolo/TOF Triple TOF 5600+ (Sciex, Redwood City, CA, EE.UU.)
empleando un sistema de adquisicion dependiente de datos (data dependent acquisition,
DDA) top 65, en modo i6nico positivo. La conexion entre el sistema de cromatografia
nanoLC y el espectrometro de masas se llevé a cabo mediante la fuente de ionizacion
NanoSpray 1l ESI (Sciex) aplicando un voltaje de 2600 V. La adquisicién consistié en
un survey scan de 350 a 1250 m/z, con un tiempo de adquisicion de 250 ms, seguido del
analisis MS/MS de los 65 iones precursores de mayor intensidad en intervalos de 60 ms,
en el rango de 230 a 1500 m/z. Los precursores fragmentados se afiadieron a una lista de
exclusion dindmica de 15 s, excluyendo los iones de carga unitaria del analisis MS/MS.
Para la identificacion de péptidos y proteinas se emple6 el software Protein Pilot v5.0
(Sciex) y las bases de datos SwissProt y TrEMBL, especificando el uso de
iodoacetamida como agente alquilante de cisteinas. El valor méximo para la tasa de
asignaciones aleatorias (FDR, False Discovery Rate) se establecio en 0.01 (1%), tanto
para péptidos como para proteinas. Los espectros de fragmentacion MS/MS de los
péptidos identificados se emplearon para generar una libreria de espectros para la
posterior extraccion de picos cromatograficos por SWATH usando la extension
MS/MS”- con adquisicion SWATH MicroApp v2.0 (Sciex) de la herramienta
PeakView v2.1 (Sciex).

La cuantificacion relativa se llevé a cabo empleando SWATH, un método de
adquisicion independiente de datos (data independent acquisition, DIA). Cada muestra
(2 ul, 1 pg en columna) se analiz0 empleando el equipo LC-MS vy gradiente
cromatogréfico descritos para la construccion de la libreria de espectros, empleando en
este caso un método de adquisicién basado en SWATH-MS. Este método se basé en
repetir iterativamente un ciclo con una duracion total de 3.5 s, consistente en un escaneo
MS de 400 a 1250 m/z, con un tiempo de adquisicion de 50 ms, seguido de 34 escaneos
MS/MS en modo alta sensibilidad en ventanas de 25 m/z de amplitud con solapamiento
de 1 m/z, con un tiempo de adquisicion de 100 ms la adquisicion.

La extraccion dirigida de los datos de las carreras SWATH se realizé mediante
PeakView v2.1, empleando la extensiéon MS/MS”"- con adquisicion SWATH
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MicroApp v2.0 y la libreria de espectros generada a partir de los datos de protedmica
shotgun. Se seleccionaron hasta 10 péptidos por proteina y 7 fragmentos por péptido en
base a la intensidad de la sefial, excluyendo de la extraccion todos los péptidos
compartidos y modificados. Los tiempos de retencidon de los péptidos seleccionados
para cada proteina se realinearon en cada carrera en relacion a los péptidos iRT
(Biognosys AG, Schlieren/zZirich, Suiza) que se incorporaron a cada muestra y que
eluyen a lo largo de todo el cromatograma. Para cada fragmento ionico, se extrajo su
cromatograma (Extracted lon Chromatrogam, XIC) y las areas de los picos de los
péptidos se calcularon sumando las areas de los picos de los fragmentos idnicos
correspondientes. Por otra parte, la cuantificacion de proteinas se llevo a cabo sumando
las areas de los picos de los péptidos correspondientes. El software PeakView asignd
una puntuacion y un FDR a cada péptido utilizando los componentes espectrales y
cromatograficos, excluyendo de la cuantificacion de proteinas los péptidos con un FDR

superior al 5%.

Para el célculo de las veces de induccion y el andlisis estadistico se aplico el t-
test y la correccion de Bonferroni, utilizando la version 3.2.1 del software R (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Se seleccionaron las proteinas
con un p-valor < 0.05 y con veces de induccion > 1.5 para su analisis con el software

Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com), obteniéndose

las funciones biologicas y un analisis enriquecido con las rutas de sefializacion
canonicas mas significativas a través del test exacto de Fisher, cuyo p-valor, determina
la probabilidad de que la asociacion entre las proteinas obtenidas en el analisis
protedmico y cada funcion bioldgica o ruta de sefializacién asignada sea debido al azar.

15. Analisis de metabolitos en plasma de ratones xenoinjertados

Las muestras de sangre de los ratones xenoinjertados se obtuvieron mediante
puncion cardiaca y para evitar la coagulacion, se afiadio a cada una de ellas EDTA en
PBS, guedando a una concentracién final de 4.5 mM. A continuacion, se mezclaron y
centrifugaron a 1000 x g durante 15 min, recogiendo la fraccion correspondiente al

plasma.

Para el andlisis del perfil metabolémico del plasma se necesitaron 200 pl, siendo
realizado por Metabolon (Morrisville, NC, EE.UU.) como se ha descrito previamente
(Reitman, Jin y cols., 2011). De forma resumida, se recuperd la méxima cantidad de


http://www.ingenuity.com/
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metabolitos y se eliminaron las proteinas mediante una extraccion con metanol acuoso,
dividiéndose el extracto obtenido en 3 fracciones: la primera para el analisis por
cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC/MS/MS, Ultra performance liquid
chromatography/Mass Spectroscopy) en modo positivo, la segunda para el andlisis por
UPLC/MS/MS en modo negativo y la tercera para el analisis por cromatografia de
gases/espectrometria de masas (GC/MS). Para llevar a cabo los andlisis, se elimind el
solvente orgénico en un dispositivo TurboVaP (Zymark) y, posteriormente, el solvente

acuoso por liofilizacion.

Los datos fueron extraidos y los picos identificados usando un software de
Metabolon, por comparacién con una libreria propia de metabolitos cuyo tiempo de
retencion, relacién m/z y datos cromatogréficos son conocidos. El andlisis estadistico
para la busqueda de diferencias significativas entre los grupos experimentales se llevé a
cabo a través de la prueba t de Welch’s mediante el software R version 3.2.1. (R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
16. Libreria de analogos de GL

La GL y las moléculas analogas de ésta fueron sintetizadas y proporcionadas por
el grupo del Dr. Olov Sterner del Centro de Andlisis y Sintesis de la Universidad de
Lund (Suecia). La estructura quimica y los nombres de identificacion de la GL y de los
59 componentes que forman parte de la libreria de andlogos del metabolito fungico se

detallan a continuacioén.

Galiellalactona (GL)
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17. Andlisis estadistico

Excluyendo los ensayos proteémico y metabolémico cuyo analisis estadistico se
mencionan en sus respectivos apartados, para el resto de los datos el analisis estadistico
se llevd a cabo empleando el programa GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad, San

Diego, CA, EE.UU.). Los datos de los experimentos in vitro fueron expresados como la
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media aritmetica + desviacion estandar (DE), excepto para los ensayos de cicatrizacion
de la herida cuyos datos se representaron como la media aritmética * error estandar (SE,
del inglés, standard error). Mientras que en los experimentos llevados a cabo in vivo
son expresados como la media aritmética + error estandar de la media (SEM, del inglés,
standard error of the mean). Para la comparacion entre dos grupos se realiz6 la prueba t
de Student (t-test) y si se trataban de méas grupos se llevé a cabo un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via seguida del test Newman-Keuls. Los valores con un p<0.05 (*) se
consideraron como significativos, los muy significativos tenian un p<0.01 (**) y los

altamente significativos un p<0.001 (***).
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1. Efectos antitumorales del metabolito fingico GL en cancer

de prostata

97



98

Resultados



Resultados

1.1 GL inhibe la actividad de NF-kB y STAT3 a nivel transcripcional

Estudios previos han demostrado que la GL inhibe la actividad transcripcional
de los factores NF-kB y STAT3. En el primer caso, esta molécula es capaz de bloquear
la unién de p65 con la importina a3 impidiendo su translocacion nuclear en diferentes
lineas celulares tumorales (Perez y cols., 2014). En el segundo caso, la GL se une
covalentemente a STAT3 impidiendo su union con el ADN en células de cancer de
prostata (Don-Doncow y cols., 2014). Partiendo de esta base, se comprobo si el efecto
inhibitorio dual que ejerce la GL sobre ambos factores de transcripcion tiene lugar en la
linea tumoral de cancer de prostata DU145. Como se observa en la Figura 8 (A y B), a
las 6 horas de tratamiento, la GL inhibe la actividad transcripcional llevada a cabo por
ambos factores de transcripcion de forma dosis dependiente, siendo significativa a partir

de la concentracion 10 pM.
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Figura 8. GL actda como un inhibidor dual de STAT3 y NF-kB. A y B. Las células DU145 se
transfectaron con plasmidos 4xM67 pTATA-TK-Luc (STAT3) y KBF-luc (NF-kB) que contienen sitios de
union para los factores de transcripcion seguido del gen reportero luciferasa. Después de 24 h, se realizo el
tratamiento con concentraciones crecientes de GL y se estimuld con IFNy (50 U/ml) o TNFa (30 ng/ml),
respectivamente. Después de 6 h de incubacion, se midi6 la actividad luciferasa (RLU) de cada uno de los
lisados celulares. C. Las células LNCaP fueron transfectadas con el plasmido 4xM67 pTATA-TK-Luc y
estimuladas con GL durante 1 h a las dosis indicadas. Acto seguido, se incubaron con IL-6 (50 ng/ml) durante
6 h para inducir la activacién de STAT3. Mientras que, en los experimentos de lavado tras el tratamiento
indicado con GL, se realizaron 2 lavados en PBS antes de la estimulacion con IL-6. Los datos muestran la
media + DE de 3 experimentos independientes y son expresados como porcentaje de actividad para cada
factor de transcripcion, considerando la estimulacion de TNFo o IFNy/IL-6 como el 100% de actividad.
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 indica las diferencias significativas entre el TNFa o IFNy/IL-6 y el
tratamiento con GL.
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Tambien se evaluo la actividad transcripcional para STAT3 en la linea de cancer
de prostata LNCaP, mostrando una mayor inhibicién de dicha actividad a unas dosis
mas bajas en comparacién con las células DU145. Por este motivo, se eligio la linea
celular LNCaP para determinar si la uniéon de GL al factor de transcripcion STAT3 era
irreversible o no. Para ello, las células se trataron con GL seguido del estimulo de
activacion de la sefializacion de STAT3, que en el caso de esta linea tumoral fué con IL-
6 ya que responden mejor a éste estimulo que al interferon gamma (IFNy). A
continuacion, se analiz6 la actividad transcripcional a las 6 horas de incubacion con
dichos tratamientos observandose que el efecto de inhibicién sobre STAT3 se mantuvo
a pesar de retirar la GL del medio mediante repetidos lavados con PBS, demostrando
que la union GL-STATS3 es irreversible (Figura 8C).

1.2. GL detiene la progresion del ciclo celular en la fase G,/M en las células DU145

de cancer de prostata

Estd ampliamente descrito en la bibliografia que los factores de transcripcién
STAT3 y NF-xB intervienen en funciones de regulacion del ciclo celular, y como se ha
explicado anteriormente, su desregulacion esta muy asociada con el desarrollo y
progresion del cancer. Dado que se confirmd que la GL inhibe de forma dual la
actividad transcripcional de ambos factores de transcripcion, el siguiente paso fue
estudiar si la GL afecta de alguna manera al ciclo celular en las lineas celulares de
cancer de prostata. En consecuencia, se trataron las células DU145 con diferentes
concentraciones de GL y se determind mediante citometria de flujo el porcentaje de
celulas en cada fase del ciclo celular a las 6, 12 y 24 horas. No se encontrd ninguna
alteracion significativa de la distribucion celular a las 6 horas de incubacién con
ninguna de las dosis de GL. Sin embargo, después del tratamiento con este metabolito
fingico a las concentraciones de 10 y 20 uM durante 12 y 24 horas, se observo un
aumento muy notable del nimero de células que se encuentran en la fase G,/M en
detrimento de las células que estdn en la fase Go/G;. Exactamente, el incremento
observado fue mas significativo a las 24 horas puesto que pasd de un porcentaje del
25.5% de las células en fase G,/M sin el tratamiento hasta elevarse al 53.9% y al 71.5%
con las dosis 10 y 20 uM, respectivamente. Por lo tanto, la GL detiene la progresion del
ciclo celular en las células DU145 al producir una parada de ciclo en fase Go/M (Figura
9A Yy B).
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Figura 9. GL induce una parada de ciclo celular en la fase G2/M en células DU145. La distribucion de
las células en las diferentes fases del ciclo celular se llevé a cabo mediante la tincion con Pl y su posterior
medicion al citdmetro de flujo, mostrandose los histogramas representativos. A. Se trataron las células
DU145 con varias concetraciones de GL (1, 10 y 20 puM) durante 6, 12 y 24 h. B. Cuantificacion de los
porcentajes de células en cada una de las fases del ciclo celular del experimento anterior. Los datos muestran
la media + DE de 3 experimentos independientes. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 comparado con el grupo
control. C. En los experimentos de lavado, después de 3 h de tratamiento con GL 20 uM, las células se
lavaron con PBS y permanecieron 24 h hasta su fijacion.

Curiosamente, a diferencia de lo que ocurria con la actividad transcripcional de
STATS, la parada de ciclo celular en fase G,/M resultante del tratamiento con GL 20

UM (24 horas) se pierde tras los lavados con PBS a las 3 horas de tratamiento. Esto pone

de manifiesto que la alteracion que produce la GL a nivel del ciclo celular es reversible,
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o al menos, requiere un mayor periodo de incubacion para poner en marcha este

mecanismo (Figura 9C).

1.3 La parada de ciclo celular en G,/M inducida por GL afecta principalmente a

las lineas celulares andrégeno-independientes de cancer de préstata

Posteriormente, se analizé si la interrupcion de la progresion del ciclo celular en
la fase G,/M sucedia también en otras lineas tumorales de céncer de prostata. Se
seleccionaron las lineas celulares androgeno-dependientes LNCaP, VCaP y 22Rv1 asi
como las células androgeno-independientes DU145 y PC-3, y se trataron con GL a 10

uM, la cual es la concentracion minima para observar una potente parada del ciclo

celular.
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Figura 10. Efecto de la GL en el ciclo celular en diferentes lineas celulares de cancer de préstata. Las
células se trataron con GL 10 puM durante 24 h. A. Imagenes tomadas con el dispositivo IncuCyte ZOOM. B.
Histogramas representativos del ciclo celular obtenidos mediante citometria.



Resultados

A las 24 horas, las imagenes analizadas mostraron una clara reduccion de la
densidad celular en las lineas andrégeno-independientes (DU145 y PC-3) tratadas con el
metabolito fungico GL, siendo menos acusada en la linea celular VCaP. Por el
contrario, no se observaron diferencias visuales en las células androgeno-dependientes

LNCaP y 22Rv1 en presencia o ausencia de GL (Figura 10A).

En concordancia con lo expuesto anteriormente, tanto las células DU145 como
las células PC-3 presentan una parada de ciclo celular en fase Go/M como consecuencia
del tratamiento con GL, siendo del 53.9 y 51.4% respectivamente. Las células VCaP se
encuentran en un punto intermedio ya que, aunque incrementan el porcentaje de células
retenidas en dicha fase (29.8%), lo hacen de una forma menos intensa que en los casos
anteriores. Por el contrario, las lineas tumorales LNCaP y 22Rv1 no sufren ninguna
alteracion en su perfil del ciclo celular en presencia de GL (Figura 10B).

1.4 GL también induce la parada de ciclo celular en lineas celulares tumorales
derivadas de otros tipos de cancer.

Aunque el foco de interés de esta tesis esta centrado en estudiar los efectos de la
GL en relacidn con el cancer de prostata, se examind si la GL actta de forma similar en
otros tipos de canceres. De esta forma, se llevaron a cabo las mismas condiciones
experimentales anteriores en las siguientes lineas celulares tumorales: H1299 (céncer de
pulmon), Jurkat (leucemia), MDA-MB-231 (c&ncer de mama) y SW480 (cancer de
colon).
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En todas las lineas celulares mencionadas, la GL fue capaz de detener el ciclo en
fase G,/M, e incluso en algunas de ellas el porcentaje de células subdiploides también

incremento de forma considerable (Figura 11).

Esto evidencia que aunque en cancer de prostata la GL muestra una
especificidad mayor por las lineas celulares independientes a andrégenos, sus efectos

también son extrapolables a otros tipos de cancer.

1.5 El tratamiento con GL no causa mielodepresion ni altera el ciclo celular en

células no tumorales.

La baja especificidad de la GL por un determinado tipo celular concreto de
cancer condujo al estudio en cultivo primario de fibroblastos dérmicos (HNDFs) y en la
linea celular de epitelio de prostata (RWPE-1) para comprobar que sus efectos no fueran
extensibles a lineas no tumorales. Como se muestra en la Figura 12, el tratamiento con
GL 10 pM durante 24 horas no induce ningtn efecto sobre el ciclo celular ni en la linea
celular RWPE-1 ni en los HDNFs.

Control GL Figura 12. GL no altera el ciclo celular en
lineas celulares no tumorales. Histogramas
representativos del ciclo celular de HNDFs y

RWPE-1 en ausencia o presencia de GL 10
uM durante 24 h.
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El mayor inconveniente del uso de los quimioterapicos frente al cancer es que no
discriminan las células cancerosas de las células pluripotenciales sanas, siendo la
mielodepresion uno de los efectos adversos mas frecuentes. En relacion con esto, se
cultivaron células madre mesenquimales (hMSC) y se trataron con dosis crecientes de
GL vy otros agentes anti-neoplasicos (nocodazole y docetaxel), como aproximacion
empirica para valorar un potencial efecto mielodepresor. A tenor de los resultados, la
GL no induce muerte celular en estas células aunque si modifica ligeramente el nUmero
de células en fase Go/M del ciclo celular, pasando del 6.68% de las células no tratadas
hasta el 15.16% con la dosis mas elevada de GL (20 uM). Sin embargo, el efecto sobre

el ciclo causado por los otros agentes anti-neoplasicos es mucho mayor que con la
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concentracion mas alta de GL. Asi, el porcentaje de células en fase G,/M aumenta con
el tratamiento con nocodazole hasta un 26.18%, mientras que, con el docetaxel lo hace a
niveles similares que la GL (12.99%) pero con la diferencia de que incrementa en un
9.79% el porcentaje de células subdiploides (muerte celular) de las hMSC (Figura 13A

y B).
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Figura 13. El tratamiento con GL es el que menos mielodepresion produce en las células hMSC. A.
Perfil del ciclo celular de las células hMSC incubadas con GL (10 y 20 uM), nocodazole (100 ng/ml) y
docetaxel (10 nM) durante 24 horas. B. Porcentajes del nimero de células en cada fase del ciclo celular con
los distintos tratamientos mencionados anteriormente,

1.6 Reduccion de la viabilidad celular e induccion de la apoptosis dependiente de
caspasas tras el tratamiento con GL en células de cancer de préstata androgeno-

independientes

Recientemente, se ha demostrado que la GL causa apoptosis dependiente de
caspasa 3 en células DU145 (Hellsten y cols., 2008). En este contexto, se investigd si la
capacidad que tiene la GL de detener el ciclo celular en determinadas lineas celulares de

cancer de prostata se asocia a una reduccion de la proliferacion y/o a apoptosis.
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En primer lugar, se determind la viabilidad celular a las 24 horas de tratamiento
con GL mediante un ensayo MTT. Para ello, se seleccionaron 3 lineas celulares de
cancer de prostata: dos lineas celulares sensibles a la GL (DU145 y PC-3) puesto que
ésta detiene la progresion del ciclo celular en fase Go/M en ambos casos y las células
LNCaP cuyo ciclo celular no se ve afectado tras la aplicacion de GL. En relacion con lo
que sucede en el ciclo celular, los resultados muestran que las células LNCaP tampoco
ven alterada su proliferaciébn con GL, ni siquiera con las dosis mé&s elevadas.
Contrariamente, las células DU145 y PC-3 si presentan una reduccién de la viabilidad
celular por debajo del 50% con GL 20 puM. Si bien es cierto, las células DU145 se
muestran mas susceptibles al tratamiento ya que la reduccion de las células viables
también ocurre con concentraciones mas bajas de GL en comparacion con las células
PC-3 (Figura 14A).

En segundo lugar, se examino el efecto de la GL sobre la apoptosis tras 48 horas
de tratamiento en las mismas lineas celulares mencionadas anteriormente. Se procedio
al analisis de la expresion de la proteina Poli ADP-ribosa polimerasa (PARP), la cual
responde frente al estrés celular y su escision es un marcador de apoptosis.
Paralelamente a lo que se ha observado en la viabilidad celular, en el Western blot se
aprecia claramente que el tratamiento con GL provoca el corte de dicha proteina en las
células DU145 y PC-3. Mientras que en LNCaP no se observa esta escision y se
mantiene un patron de expresion de PARP similar al control. Ademas, al igual que
sucedia con la viabilidad celular, parece que las células DU145 responden mas
eficazmente a la GL debido a que la induccion de apoptosis (protedlisis de PARP) es

mayor que en las células PC-3 (Figura 14B).

Uno de los eventos que ocurre en los estadios tempranos de la apoptosis es la
translocacion del fosfolipido fosfatidilserina de la cara interna de la membrana a su
parte externa, utilizandose como marcador de este proceso. En relacién con esto, se
llevd a cabo un experimento adicional en el que se midié las células postivas para
Anexina V, que es una proteina que tiene una alta afinidad por la fosfatidilserina, para
confirmar que la GL produce muerte celular por apoptosis. Los resultados muestran un
incremento en torno al 20% de células DU145 positivas para Anexina V a consecuencia
del estimulo con GL, indicando una clara induccién de la apoptosis. Por el contrario, no
se detectaron cambios significativos en las células LNCaP tratadas con el metabolito

fangico con respecto a las no tratadas (Figura 14C).
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Figura 14. El tratamiento con GL reduce la viabilidad e incrementa la apoptosis en células andrégeno
independientes (DU145 y PC-3) pero no en las células androgeno dependientes LNCaP. A. Se trataron
las células DU145, PC-3 y LNCaP con GL a las dosis indicadas y se evalu6 la viabilidad celular a las 24 h
mediante MTT, asignando el 100% de viabilidad al valor obtenido en las células no tratadas. B. Niveles de
expresion de la proteina PARP en las 3 lineas celulares incubadas con GL 10 uM durante 48 h. C. Analisis
por citometria de flujo de las células apoptoticas tefiidas con anexina V y PI en las células DU145 y LNCaP,
tratadas 48 h con GL 10 uM. Los datos proceden de la media + DE de 3 experimentos. *p<0.05; ***p<0.001
comparado con el grupo control.

Para confirmar que la apoptosis que acontece en las células de cancer de préstata
independientes de andrdgenos tratadas con GL estd mediada por la caspasa 3, se
estimularon las células DU145 con GL y el inhibidor de caspasas ZVF durante 48 horas
(periodo en el que ocurre el proceso apoptotico en respuesta a GL). Los resultados
muestran un claro procesamiento de la caspasa 3 y de PARP. Asimismo, el la presencia
de ZVF en el ensayo claramente abolié el procesamiento de ambas proteinas inducido
por la GL asi como una dréstica reduccién de las células positivas para Anexina V.
Todos los datos en su conjunto ratifican que, efectivamente, la apoptosis causada por la

GL en células DU145 es dependiente de caspasas. (Figura 15A y B).
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Anexina V

Figura 15. GL promueve la apoptosis dependiente de caspasas en las células DU145 de cancer de
prostata. Las células fueron tratadas con GL (10 y 20 uM) en presencia o ausencia del inhibidor de caspasas
ZVF (40 puM) durante 48 h. A. Los niveles de expresion de la proteina PARP y la caspasa-3 proteolizada se
evaluaron a través de Western blot. B. Gréficos de puntos (dot-plot) representativos del analisis de células
apoptoticas efectuado mediante tincion con anexina V y Pl medido en el citdmetro de flujo en el que se
refleja el porcentaje en cada uno de los cuadrantes.

A continuacién, se llevo a cabo el estudio del ciclo celular con el tratamiento
combinado de GL y ZFV en las células DU145, para chequear si el bloqueo de la
apoptosis también repercute en la parada de ciclo en Go/M. Como se muestra en la
Figura 16 (A y B), a pesar de utilizar el inhibidor de caspasas ZVF la GL prosiguid
alterando la progresion del ciclo celular con la acumulacion de células en G,/M. En
definitiva, estos resultados ponen de manifiesto que la parada de ciclo celular y la
apoptosis son activados por el mismo mecanismo de sefializacion celular y que al ser un
evento mas temprano la detencion del ciclo celular no es bloqueada con el inhibidor
ZVF, o bien, que son dos efectos de la GL que siguen vias de sefializacion

completamente independientes.
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Figura 16. La parada de ciclo celular en G2/M provocada por GL es mediada a través de una ruta de
sefializacion independiente de caspasas. A. Las células DU145 fueron tratadas con GL en presencia o
ausencia del inhibidor de caspasas ZVF (40 uM), adquiriéndose la distribucion de las células en cada fase del
ciclo por citometria de flujo. B. Cuantificacion de los porcentajes de células en cada una de las fases del ciclo
celular del experimento anterior. Los datos extraidos corresponden con la media + DE, n=3 experimentos
independientes. ***p<0.001 comparando con el grupo control.

1.7 GL desestabiliza los microtubulos del citoesqueleto e inhibe la migracion en las
células DU145

La actina y tubulina son proteinas que forman parte del citoesqueleto y
participan en diversos procesos celulares, entre los que se incluyen la progresion del
ciclo celular. Con el fin de investigar si la GL altera alguno de los principales
constituyentes del citoesqueleto implicados en la morfologia celular, se evalu6 mediante
microscopia confocal los efectos causados por la molécula de interés con respecto a
otros agentes inhibidores de la divisién celular que causan alteraciones en el
citoesqueleto. Estos agentes inhibidores son la citocalasina D, un metabolito fungico
capaz de unirse a los filamentos de actina impidiendo su polimerizacion y elongacion, y
los agentes anti-neoplasicos nocodazole y docetaxel que se unen a las tubulinas de los

microtubulos impidiendo su polimerizacion y despolimerizacion, respectivamente.

El tratamiento durante 24 horas con estas moléculas, tal y como se esperaba,
causan una parada de ciclo celular en fase G,/M en células DU145. En el caso concreto
de la GL se produce un cambio en la morfologia celular debido a que se reduce de
forma considerable el tamafio celular otorgando a las células un aspecto similar a
aquellas que se encuentran en mitosis. En cuanto al efecto que causa sobre los

componentes del citoesqueleto se observa, por un lado, que con el tratamiento con GL
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no se percibe la formacién de agregados en los filamentos de actina que si se producen
con el tratamiento con citocalasina D. Por otro lado, la GL es capaz de producir una
desestabilizacion de los microtibulos morfol6gicamente parecida a la que aparece tras
el estimulo con docetaxel o con nocodazole (Figura 17A). Ademas, estos inducen la
apoptosis celular a las 48 horas como se aprecia en el inmunoblot con la activacion y
protedlisis de PARP y caspasa 3 (Figura 17B). No obstante, a diferencia de la GL, el
tratamiento a las 24 horas con estos agentes que alteran la dindmica microtubular
incrementa el porcentaje de células subdiploides (sub Gg/G;) correspondientes a las
células apoptoticas, indicando que el mecanismo de accidn entre estos farmacos y la GL
podria ser diferente (Figura 17C). De acuerdo con esto, las células subdiploides
(apoptosis) en las células tratadas con GL no aparecen hasta 48 horas después del

tratamiento.

Para evaluar si la parada de ciclo celular en fase G,/M inducida por la GL requiere
la biosintesis de nuevas proteinas y ARN, se empled la mitomicina C como inhibidor de
la transcripcion. En células DU145 con el tratamiento combinado, GL y mitomicina C,
se observé que la detencion de la progresion del ciclo celular generada por la GL
durante 24 horas fue revertida con la mitomicina C. Por lo que, indica que la parada del
ciclo celular en la fase G,/M como resultado del estimulo con la GL requiere la
transcripcion de novo de genes involucrados en la regulacién de los checkpoints del

ciclo celular (Figura 18A).

Recientemente, se ha descrito que la GL inhibe la capacidad de invasion de las
células DU145 (Canesin y cols., 2016). Este hallazgo junto con el efecto en la
desestabilizacién de los microtibulos mostrado anteriormente, nos llevé a investigar el
efecto de la GL en la migracion mediante un ensayo de cicatrizacién de heridas. Segun
se puede observar en las Figura 18 (B y C), a partir de las 12 horas de tratamiento la GL
comienza a impedir el cierre de la herida en las células DU145 de forma significativa

con respecto a las células sin tratar.
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Figura 17. Efecto de la GL sobre la morfologia celular y el citoesqueleto. A. Inmunofluorescencia con
marcaje doble de actina (rojo), a-tubulina (verde) en las células DU145 tratadas con citocalasina D (10 pM),
GL (10 uM), nocodazole (100 ng/ml) y docetaxel (10 nM) durante 6 h. Los nucleos se tifieron con DAPI
(azul). Iméagenes adquiridas con el microscopio confocal (x63). B. Perfiles representativos del ciclo celular
obtenidos mediante el analisis con el citometro de flujo a las 24 h después del tratamiento con los compuestos
indicados. C. Estudio de la apoptosis con los compuestos incubados durante 48 h, analizando las proteinas
PARP y caspasa-3 proteolizada mediante Western blot.
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Figura 18. GL inhibe la motilidad celular en células DU145. A. Las células se pre-incubaron con
mitomicina C (5 pg/ml) durante 1 h y luego con GL (10 y 20 uM) durante 24 h. El ciclo celular se analizé
mediante tincién con Pl y citometria de flujo. Los histogramas mostrados son representativos. B. Las células
previamente incubadas 1 h con mitomicina C (5 pug/ml) y tratadas con o sin GL (10 puM) durante 24 h. Se
hicieron mediciones a distintos tiempos (cada 2 horas) sobre la herida realizada en la monocapa de células
DU145 cultivadas, obteniéndose el porcentaje de confluencia de la herida. Los datos proceden de la media +
SE, de 3 experimentos. *p<0.05; **p<0.01 comparado con el grupo control. C. Iméagenes del ensayo de
cicatrizacion de la herida obtenidas a 0, 12 y 24 h. Las areas azules muestran los limites iniciales de la herida.

1.8 La parada de ciclo en G,/M causada por la GL es independiente de los factores
de transcripcion STAT3 y NF-kB

Diferentes estudios han hecho hincapié en que el mecanismo de accién anti-
tumoral de la GL se basa en su efecto inhibitorio sobre la sefializacion de STAT3. Dado
que la GL bloquea la actividad transcripcional de STAT3 y NF-kB, se investigo si el
blogueo de la sefializacion de ambos factores de transcripcion estaban involucrados en
la acumulacién de las células en fase G,/M. Para ello y mediante la infeccion a través de
lentivirus se desarrollaron células DU145 con una expresion estable de shARN capaz de
bloguear la expresion STAT3 y NF-kB (p65). Se testaron 5 shARN diferentes para cada
uno de los factores de transcripcion con el objetivo de escoger aquellos que fueran méas

eficientes en su silenciamiento. En el caso de NF-kB-p65 se obtuvo un silenciamiento
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completo con los shARN 2 y 5. Mientras que con STAT3 solo se logré un
silenciamiento parcial, siendo el ShARN 3 el mas efectivo (Figura 19A). Por tanto, se
seleccionaron para los experimentos siguientes las células DU145 infectadas con
lentivirus portadores de los ShARN 2 y 3 para NF-kB y STAT3, respectivamente cuyos

niveles de expresion fueron corroborados de nuevo (Figura 19 B).
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Figura 19. Caracterizacion de las lineas celulares DU145 silenciadas con shARN para STAT3 y NF-kB
mediante la infeccion con lentivirus. A. Analisis por Western blot de la expresion de las proteinas STAT3 y NF-kB-
p65 (total y fosforilada), en las células DU145 infectadas con lentivirus portadores de distintos ShARN especificos
para cada proteina. También aparecen los siguientes controles: células DU145 sin infectar, infectadas con lentivirus
con el vector vacio (pLKO.1-puro) e infectadas con lentivirus con un shARN que no silencia ninguna proteina
especifica (Non-target). B. Medicion de los niveles de expresion de proteina STAT3 y NF-xkB mediante inmunoblot,
en las células silenciadas seleccionadas (ShARN 3 para STAT3 y el shARN 2 para NF-kB). C. Medicidn en las
células seleccionadas de la actividad transcripcional luciferasa para ambos factores de transcripcion, expresada como
porcentaje de actividad. A las células DU145 normales (control) se le asigna el valor 100%. D. Ensayo de
cicatrizacion de la herida en las células DU145 normales y las silenciadas para STAT3 y NF-kB-p65 (3 y 2), con
mediciones cada 2 h durante 24 h. Los datos obtenidos estan expresados como porcentaje de confluencia de la herida.
E. Evaluacidn de la proliferacion en las lineas celulares anteriores realizando mediciones cada 3 h a lo largo de 48 h.
**p<0.01; ***p<0.001 comparado con el grupo control (DU145 sin silenciar).
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Asimismo, también se comprobd que el declive de la expresion de las proteinas
iba acompafiado de la reduccion de la actividad transcripcional basal en ambos casos,
aungue fue mucho mas evidente en el caso de NF-xB (Figura 19C). Ademas, se llevo a
cabo un ensayo de cicatrizacion de la herida y un ensayo de proliferacion (medido como
porcentaje de confluencia) para comparar las células silenciadas para ambos factores de
transcripcion con respecto a las células DU145 normales. Los resultados muestran que
hay una reduccién significativa en la capacidad de migracion y de crecimiento en las
células DU145 silenciadas para STAT3 y NF-kB-p65 con respecto al control (células
DU145), lo que concuerda con la bibliografia en el sentido de que la activacion de estos
factores de transcripcion estan implicados en los procesos tumorales y progresion del

cancer y por tanto su silenciamiento revierte la capacidad migratoria de las células

tumorales (Figura 19D y E).
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Figura 20. GL causa una detencion del ciclo celular en fase G2/M independiente de los factores de
transcripcion STAT3 y NF-kB. A. Las células DU145 asi como las células silenciadas con shARN para
STAT3 y NF-xB-p65 fueron tratadas con GL 10 uM durante 24 h, mostrando los histogramas representativos
obtenidos mediante citometria de flujo. B. Western blot evaluando los niveles proteicos basales de STAT3 y
NF-kB-p65 (total y fosforilada) en las lineas de cancer de prostata DU145, PC-3 y LNCaP. C. Ciclo celular
en las células PC-3 tratadas con GL 10 uM a las 24 h.
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Para determinar si la parada de ciclo celular inducida por GL es dependiente de
STAT3 y NF-kB, se analiz6 mediante citometria de flujo el perfil del ciclo celular de las
células DU145 silenciadas para STAT3 y NF-xkB-p65 con respecto a el control (NT-
shARN) tras el tratamiento con GL. Los resultados muestran que la presencia de
ninguno de estos factores de transcripcion, los cuales se encuentran constitutivamente
activados en DU145, es necesaria para que la GL induzca la parada del ciclo celular
(Figura 20A). No obstante, en el caso de las células DU145 silenciadas para STAT3 que
siguen manteniendo un nivel residual de expresion de STAT3 no se puede descartar que
esos niveles de proteina fueran suficientes para enmascarar su actividad en el ciclo. Esta
hipotesis fue totalmente desestimada cuando se caracterizaron las lineas celulares de
cancer de prostata DU145, LNCaP y PC-3, observandose que éstas Ultimas carecen de
la expresion de STAT3 y sin embargo el tratamiento con la GL si las afecta a nivel de

ciclo celular (Figura 20B y C).

1.9 Efecto de la GL sobre la expresion de proteinas implicadas en la regulacion de

la fase G,/M del ciclo celular

Puesto que la GL provoca una alteracion de la progresion del ciclo celular, a
continuacion, se estudiaron las principales CDKs y ciclinas que regulan la progresion
por las diferentes fases del ciclo en las células DU145 tratadas con GL (10 pM),

incubandose con los tiempos indicados.

Como se observa en el Western blot de la Figura 21, por un lado, la GL inhibe la
expresion de ciclina E cuya expresion decae radicalmente al final de la fase S; y
también lo hace, aunque de forma mucho méas atenuada, la expresion de ciclina D la
cual alcanza sus niveles maximos en la fase Gi/S y luego se reduce levemente
permaneciendo en los mismos niveles a lo largo del ciclo; ademas de forma mas tardia
(a las 12 horas) empezd a decrecer la expresion de ciclina A cuyos niveles empiezan a
reducirse al final de la fase G,. Por otro lado, los niveles de expresion de CDK4 y
CDK?2 permanecen practicamente invariables. Por el contrario, los niveles p-CDK1 vy,
sobre todo, los de ciclina B se incrementan progresivamente. En cuanto a las proteinas
de la familia CDC25, la isoforma A no cambia su expresién pero si lo hace la CDC25C
reduciéndose considerablemente y por tanto, dejaria de desfosforilar a la CDK1

inactivando al complejo CDK1-ciclina B que actua en la fase G,/M (Figura 21). En
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conjunto, los datos muestran que la GL esta alterando proteinas implicadas en la fase

G2/M que justificaria la parada de ciclo celular.

GL
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A continuacion, se estudidé en detalle proteinas especificas de la fase G,/M
comparando entre una linea celular de cancer de prostata que responde a GL (DU145)
frente a otra que no lo hace (LNCaP). Cabe destacar que en las células DU145 tratadas
con GL se observa un incremento progresivo de los niveles de ciclina B, p-CDK1 asi
como la reduccion de CDC25C, los cuales no se aprecian en LNCaP ya que no varian
con respecto al control, o en el caso de p-CDK1 se mantiene oscilante a lo largo de las
horas. Mytl y Weel, son otros reguladores del complejo CDK1-ciclina B, parecen no
tener un papel relevante en la parada efectuada por la GL. El primero (Myt1) desaparece
en LNCaP, mientras que, en DU145 incrementan sus niveles a las 12 y 24 horas. No
obstante, las bandas que aparecen son de mayor peso molecular, por lo que deben
corresponder a la forma fosforilada y por tanto inactiva. El segundo (pWeel fosforilado
en serina 642), esté inhibido en ambas células a 24 horas del tratamiento con GL, por

tanto no se aprecia una expresion diferencial.

Por otro lado, la fosforilacion de la histona H3 en serina 10 esta muy
correlacionada con la condensacion de cromosomas en la mitosis. La GL indujo la
expresion de pHistona H3 a partir de las 12 horas de tratamiento en las células DU145,
coincidiendo en el tiempo con la parada de ciclo en G,/M. Por el contrario, en las
células LNCaP apenas se observa fosforilacion de dicha proteina. Ademas, la proteina
PLK1 que interviene en la transicion de las fases Go/M y en la formaciéon del

centrosoma, se encuentra sobreexpresada en DU145 tras el tratamiento con GL con
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respecto al control. En contraste, en las células LNCaP no se observa variacion de la
expresion de PLK1. Por altimo, es llamativa la expresion diferencial con respecto a p21,
un inhibidor de CDKs que regula fundamentalmente la progresion en la fase G1/S, y que
se encuentra muy sobreexpresado en las células LNCaP con o sin tratamiento, mientras
que en DU145 se observa un incremento a partir de las 12 y 24 horas de incubacién con

GL (Figura 22).
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Figura 22. Anélisis cinético de proteinas involucradas en la regulacion de la fase G2/M tras el
tratamiento con GL y su expresion diferencial en células DU145 con respecto a las LNCaP. Las células
se incubaron con GL 10 pM durante los tiempos indicados y se evalud la expresion de proteinas mediante
Western blot.

117



Resultados

118



Resultados

2. Estudio de la sefalizacion molecular implicada en la parada de

ciclo celular promovida por GL
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2.1 La mutacion de la proteina p53 no es responsable de la alteracion del ciclo

celular provocada por la GL

Como ya se ha comentado anteriormente, el factor de transcripcion p53
desempefia funciones importantes en la reparacion del dafio al ADN y en el control de la
progresion del ciclo celular. Las células LNCaP, aunque tienen una mutacion de una
base, el aminoacido que codifica es el mismo que el de la proteina normal presentando
una proteina p53 funcional. Mientras que las lineas DU145 y PC-3 presentan
mutaciones que dan lugar a una proteina no funcional, y en el caso de PC-3 la mutacion
da lugar a un codon de Stop de la traduccion lo que conlleva a que no se exprese dicha

proteina (Figuras 23A y B).

Por esta razon, se pensd que la respuesta diferencial a GL observada en las
diferentes lineas de cancer de prostata a nivel de ciclo celular podria deberse a la
presencia de una proteina p53 disfuncional. Para investigarlo, se seleccionaron las
células PC-3 debido a que carecen de la expresion de dicha proteina, y se reconstituyo
su expresion transfectando las células con el plasmido p53-Flag. Primeramente, se
observo que el tratamiento a 24 horas con GL no modifica la expresion de p53 (Figura
23C). Posteriormente, se comparo el perfil del ciclo celular mediante citometria de flujo
en las células PC-3 sin transfectar con respecto a las transfectadas con p53-Flag en
presencia y ausencia de GL, sin encontrarse diferencias entre ambas, demostrando que
la presencia de una proteina p53 funcional no logra revertir la parada del ciclo celular

promovida por la GL (Figura 23D).

Ademas, los experimentos llevados a cabo en otras lineas tumorales con p53
normal (sin mutaciones), concretamente en HelLa, A549 y SK-N-SH, no se indujo
parada de ciclo celular en las dos primeras al ser tratadas con GL, en cambio, si lo hizo
en SK-N-SH (Figura 23E). Tomando en conjunto los resultados de estos experimentos
se puede afirmar que la parada de ciclo celular en G,/M provocada por la GL es
independiente de p53.
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Figura 23. La parada de ciclo celular mediada por la GL no es revertida con la reconstitucion de la
expresion de p53. A. Esquema representativo de las mutaciones de p53 en las lineas de cancer de prostata
DU145, PC-3 y LNCaP. WT: secuencia original (no mutada) de nucledtidos; AA: Aminoacido
correspondiente a la secuencia WT; Mut: Secuencia de nucleétidos mutada; AA-Mut: Aminoacido anémalo.
B. Expresion de p53 tras el tratamiento con GL 10 uM en las 3 lineas celulares de cancer de prostata
mediante inmunoblot. C. Las células PC-3 se transfectaron con el plasmido p53-Flag y después de 72 h, se
estimularon con GL 10 puM durante 24 h adicionales. Una fraccion de células se utiliz6 para analizar la
expresion de la proteina p53. D. La otra fraccion de células PC-3 se utilizd para el analisis mediante
citometria de flujo, mostrando los histogramas representativos. E. Andlisis mediante citometria de flujo del
ciclo celular en otras lineas tumorales sin mutaciones en p53 tratadas con GL 10 puM, 24 h.

2.2 GL activa la ruta de sefalizacién de DDR a través de ATM/ATR-CHK1

CDC25C es una proteina esencial para el control de la transicion entre las fases
G,/M del ciclo celular y esta implicado en la respuesta frente a diferentes tipos de estrés,
incluidos los que causan dafio en el ADN. Ante la presencia de agentes genotdxicos, las
quinasas ATM y ATR asi como sus efectores, las quinasas CHK1 y CHK2, son
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activadas interviniendo en la inhibicion y/o degradacion de CDC25C. Basandose en que
la GL es capaz de reducir la expresién de CDC25C, se barajd la posibilidad de que esta
molécula pudiera activar la DDR mediada a través de la ruta de sefializacion de
ATM/ATR.
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Figura 24. Efecto de la GL en la expresion de proteinas que intervienen en la DDR y el dafio al ADN. A.
Expresion de las proteinas CHK1, CHK2 y CDC25C (total y fosforilada). B. Las proteinas ATR, ATM (total
y fosforilada) y yH2AX, analizadas por inmunoblot en células DU145 tratadas con GL durante 24 h. C.
Expresion de proteinas implicadas en la DDR en células PC-3 tratadas con GL a las 24 h. D. Ensayo cometa
alcalino realizado para determinar rupturas en el ADN en células DU145 tratadas 24 h con GL (10 uM) o
etopdsido (50 uM). Iméagenes representativas del ensayo asi como la representacion grafica con el momento
de la cola. ***p<0.001 comparado con el grupo control (células sin tratamiento).

Para estudiar dicha actividad, se midieron los niveles de activacion de CHK1 y
CHK2 mediante el analisis de la fosforilacion de los residuos serina 345 y treonina 68,
respectivamente. En la Figura 24A se muestra como el tratamiento con GL indujo la
fosforilacion de CHK1 de una manera dosis dependiente, sin embargo, los niveles de
fosforilacion de CHK2 no se vieron afectados. La activacion de CHK1 se correlaciono
con la fosforilacion de CDC25C en la serina 216 y su posterior degradacion.

Seguidamente, se examind la capacidad de la GL para inducir la activacion de las
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quinasas ATM y ATR que acttan de iniciadoras de la DDR. Para ello, se estimularon
las células DU145 con GL detectandose, por inmunoblot, la fosforilacion de ATM en la
serina 1981 y de la serina 428 en ATR. Paralelamente, se evalu6 la fosforilacion de la
histona H2AX como marcador de dafio al ADN. Como se observa en la Figura 24B, la
GL induce una fosforilacion dosis dependiente de ATM y ATR, incrementando los

niveles de fosforilacion de la serina 139 en H2AX.

Del mismo modo, se han obtenido resultados de expresion similares de las
proteinas mencionadas en la linea celular PC-3, cuyo comportamiento frente a la GL es
muy parecido al de las células DU145 (Figura 24C). Por ultimo, se realizd un ensayo
cometa para determinar la presencia de rupturas en las cadenas de ADN. En contraste
con la induccidon de YH2AX, no se encontraron cambios significativos en las células
tratadas con GL durante 24 horas. Sin embargo, si se observé una evidente formacién
de cometas con la estimulacién con etopdsido. Estos resultados ponen de manifiesto que
la GL activa la ruta de sefializacion de ATM/ATR sin producir rupturas en el ADN
(Figura 24D).

2.3 La inhibicion de la ruta de sefializacién de ATM/ATR revierte la parada de

ciclo celular en fase G,/M inducida por la GL

En vista de los resultados previos obtenidos, se estudi6 si los inhibidores de
ATM/ATR podrian afectar la parada en fase G,/M, la DDR vy la apoptosis mediada por
la GL. En primer lugar, las células DU145 se estimularon en presencia o en ausencia de
GL con UCN-01, un inhibidor dual de CHK1 y CHK2, y se evaluo en paralelo el ciclo
celular asi como la expresion de las proteinas pCHK1 (Ser345), YH2AX y PARP. Los
resultados obtenidos muestran que la inhibicién de CHK1 a través de UCN-01 evit6 la
parada del ciclo celular en fase G,/M producido por la GL (Figura 25A). Como se
esperaba, los niveles de fosforilacion de YH2AX no varian al encontrarse por encima en
la ruta de sefializacion. Tampoco interfirio con la escision de PARP inducida por GL

(Figura 25C) ni con la apoptosis, la cual incluso se vio incrementada (Figura 25E).
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Figura 25. GL activa la ruta la sefializacion ATM/ATR-CHK1 en células DU145. Las células fueron pre-
incubadas durante 1 h con UCN-01 (1 uM) o con cafeina (10 mM) y luego tratadas con GL (10 uM) durante
24 h. A, B. Perfiles representativos del ciclo celular obtenidos por citometria de flujo después del tratamiento
con los compuestos indicados durante 24 h. C, D. Identificacion proteica de la activacion de la DDR y la
apoptosis (PARP). E, F. Incubacion durante 48 h con los tratamientos indicados para la evaluacion de la
apoptosis mediante la tincién con Anexina V/Pl y su analisis en el citdmetro de flujo. Se muestran los
porcentajes de células positivas para Anexina V. G. Ensayo de cicatrizacion de la herida en el que se
aplicaron los estimulos correspondientes sobre la monocapa de células tras realizar la herida y se monitorizé
el cierre de la misma durante 24 h, expresandose los datos como porcentaje de la confluencia de la herida.
Los datos corresponden a la media + DE, de 3 experimentos independientes. *p<0.05; ***p<0.001
comparado con el grupo control. #p<0.05 comparado con el grupo tratado con GL (10 uM).
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Finalmente, para verificar la implicacion de ATM/ATR en la parada en G,/M
promovida por la GL, se llevaron a cabo experimentos similares pero utilizando la
cafeina, un inhibidor de las proteinas ATM y ATR. Las células DU145 fueron
estimuladas con GL en presencia o ausencia de cafeina, mostrando que la inhibicion de
dichas quinasas previno claramente la parada de ciclo celular (Figura 25B) y la
activacion de ATM, ATR y yH2AX (Figura 25D). En contraste con los resultados
obtenidos con la inhibicion de CHK1, la cafeina si produjo una inhibicion significativa
del corte de PARP inducida por GL asi como la reduccion de la apoptosis al disminuir
el porcentaje de células positivas para Anexina V (Figura 25F). Cabe destacar que la
estimulacion con cafeina consiguié revertir la capacidad de la GL de reducir la
cicatrizacion de la herida en las células DU145 (Figura 25G). Tomando en conjunto
estos datos, se demuestra que la parada de ciclo en fase G,/M producida por la GL es

mediada a través de la activacion de la ruta de sefalizaciéon ATM/ATR.

2.4 N-acetil cisteina (NAC) previene la parada de ciclo celular y la apoptosis

causada por la GL

La activacion de la DDR puede producirse a consecuencia de un dafio al ADN
provocado por la produccion de ROS. Por tanto, se investigd si el incremento
intracelular de ROS esta implicado en la induccién de la parada de ciclo celular en
G,/M y de la apoptosis en las células DU145. Como muestra la Figura 26A, a diferencia
de la induccion causada por el hidroperdxido de tert-butilo (TBHP), la GL fue incapaz
de incrementar los niveles intracelulares de ROS. En consecuencia, como muestran los
resultados obtenidos mediante citometria de flujo, ni el antioxidante ambroxol ni el
galato de epigalocatequina (EGCG) evitaron la parada de ciclo celular inducida por GL
(Figura 26B). Curiosamente, el tratamiento con el antioxidante NAC si previno los
efectos de la GL a nivel de ciclo celular (Figura 26B), la fosforilacion de H2AX, el
corte de PARP y caspasa 3 (Figura 26C), asi como de la apoptosis medida a través del
ensayo de Anexina V/PI (Figura 26D).

NAC es un antioxidante que neutraliza los radicales libres y también un
precursor de L-cisteina. La capacidad de la GL de modificar y unirse covalentemente a
cisteinas, al menos en el caso de la proteina STATS3, sugiere que el NAC podria estar

uniéndose a la GL atenuando sus efectos sobre las células tumorales.
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Figura 26. NAC inhibe la parada de ciclo celular en G2/M y la apoptosis inducida por GL. A. Se
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fluorescente DCFH2-DA. ***p<0.001 comparado con el control positivo (TBHP). B. Se incubaron las
células con NAC (1 mM), EGCG (100 uM) o ambroxol (100 pM) seguido del tratamiento con GL (10 puM).
Se muestran los histogramas representativos del ciclo celular obtenidos después de 24 h de tratamiento. C.
Expresién proteica de PARP, caspasa 3 y yH2AX determinada por inmunoblot. D. Después de 48 h de
tratamiento, las células se tifieron con Anexina V/PI para evaluar la apoptosis al citometro, mostrando el
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3. Estudio del efecto antitumoral de la GL en los ratones
xenoinjertados con células DU145 y analisis de su perfil
metaboldmico en el plasma
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3.1 La inhibicién de STAT3 y NF-kB con shARN o GL reduce el crecimiento
tumoral de xenoinjertos de células de cancer de prostata in vivo, y ademés la GL
induce la fosforilacion de H2AX.

Estudios previos han demostrado que la GL produce una reduccion del
crecimiento tumoral en varios modelos animales de cancer de prostata (Hellsten y cols.,
2008; Canesin y cols., 2016). Dado que la GL inhibe de forma dual los factores de
transcripcion STAT3 y NF-kB y ademas activa la DDR, se investigd si estan
involucrados en el crecimiento tumoral in vivo. Se usaron ratones machos homocigotos
para el gen nude (nu/nu) que se caracterizan por carecer de pelo, tener un timo
rudimentario y una deficiencia de linfocitos T. EI hecho de que sean ratones

inmunodeficientes les hace idoneos para tolerar xenoinjertos.

En este caso, se inyectaron subcutdneamente células DU145 normales o bien
infectadas previamente con lentivirus con shARNs para STAT3 y NF-kB-p65 (Figura
27A). Antes de la aplicacion de las células tumorales, se volvio a comprobar el

silenciamiento de la expresion de ambas proteinas mediante Western blot.

En primer lugar, se examind como afecta el silenciamiento de STAT3 y NF-xkB
observandose que los ratones no experimentaron cambios en el peso corporal a lo largo
del procedimiento experimental (Figura 27B). No obstante, si se encontrd una reduccién
del volumen tumoral significativa. De hecho, el Gltimo dia de medicion del volumen
tumoral en los ratones xenoinjertados con células DU145, este parametro alcanzd un
volumen medio de 501.11 mm?® mientras que en los xenoinjertos con células silenciadas
para NF-xkB y STAT3 fue de 212.59 y 298.63 mm?, respectivamente (Figura 27C). En
concordancia con estos datos, una vez extraido el tumor su peso fue significativamente
menor en los ratones con xenoinjertos de células silenciadas para ambos factores de
transcripcion con respecto al de DU145 (Figura 27D). En definitiva, estos resultados
demuestran que aunque el silenciamiento de STAT3 y NF-kB no esta directamente
implicados en los efectos de la GL a nivel de ciclo celular in vitro, si parecen ser
importantes en la progresion del tumor en los modelos animales y por tanto, la
capacidad de la GL de inhibir ambos factores de transcripcion también repercute en la

progresion del tumor al provocar efectos anti-tumorales.
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Figura 27. El silenciamiento de los factores de transcripcion STAT3 y NF-kB reduce el crecimiento
tumoral de xenoinjertos de células DU145 in vivo. A. Esquema del procedimiento experimental. B. Control
del peso corporal de los distintos grupos. C. Estimacion del volumen tumoral (mm3) cada 3-4 dias empleando
un calibre. *p<0.05; **p<0.01 comparado con el grupo DU145. D. Peso del tumor (mg) e imégenes de los
tumores extraidos de cada grupo experimental.

En segundo lugar, se comprobd el efecto antitumoral de la GL en el mismo
modelo animal. Para ello, se realizaron los xenoinjertos de células DU145 por inyeccion
subcutanea y después de una fase de crecimiento del tumor de 4 semanas, cuando el
tumor alcanzo un volumen aproximado de 100 mm?®, comenzo la fase de tratamiento en
la que los ratones recibieron una dosis diaria de GL (3 mg/kg) a través de inyecciones
intraperitoneales durante 3 semanas (Figura 28A). Los resultados muestran que la GL
no alterd el peso corporal de los ratones (Figura 28B). Por el contrario, si se aprecié una
reduccion significativa del volumen del tumor durante el tratamiento con GL, siendo la
media de éste de 327.83 mm? (Figura 28C). Después del sacrificio de los animales, el
tumor fue extirpado y pesado, observandose una reduccion significativa del peso tras las
3 semanas de tratamiento en comparacion con los ratones no tratados (Figura 28D). Por
ultimo, se analizd la expresion de la fosforilacion de H2AX para investigar si la GL
activa la DDR in vivo. La inmunohistoquimica realizada a secciones de tejido del tumor
mostré que la expresion de células con YH2AX fue significativamente mayor en los

ratones tratados con GL en comparacién con los ratones que no recibieron el
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tratamiento (Figura 28E). Por lo que, los resultados confirman que la activacion de la

sefializacion DDR inducida por GL ocurre in vitro y también in vivo.
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Figura 28. La GL reduce el crecimiento tumoral in vivo e induce la fosforilacion de H2AX en los
ratones xenoinjertados con células de cancer de prdéstata. A. Esquema con los grupos experimentales y los
procedimientos experimentales: Los ratones atimicos desnudos Foxnlnu se les realizo el xenoinjerto de
células DU145 de forma subcutanea. Después pasaron 4 semanas hasta que el tumor estaba bien constituido.
Por Gltimo, comenzo la fase de tratamiento que consistio en el tratamiento con GL (3 mg/Kg) o DMSO
(0.1%) durante 3 semanas mediante inyeccion intraperitoneal (i.p.). B. Control del peso corporal de los
ratones. C. Estimacion del volumen tumoral (mm3) cada 3-4 dias usando un calibre. D. Peso del tumor (mg)
con las iméagenes de los tumores extraidos de cada grupo experimental. E. Expresion de yH2AX en secciones
de tejido tumoral de los xenoinjertos de DU145 de ratones control (sin tratar) y tratados con GL. Iméagenes
representativas de la inmunohistoquimica (x40). Cuantificacion gréfica de las células positivas para yH2AX
por campo. *p<0.05 comparado con el grupo DU145.

3.2 El tratamiento temprano con GL bloquea el inicio del desarrollo tumoral en el

modelo animal de cancer de préstata

En los experimentos anteriores se dejo una fase de crecimiento del tumor antes
de aplicar el tratamiento con GL, sin embargo, también investigamos el efecto del

tratamiento temprano con este metabolito fungico en la tumorogénesis del cancer de
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prostata. Para ello, se les inyectd a los ratones el xenoinjerto de células DU145 y
seguidamente se les aplico el tratamiento con GL (3mg/kg) durante 3 semanas.
Posteriormente permanecieron durante una fase de post-tratamiento (Figura 29A). Los
resultados muestras que el volumen tumoral medio en los ratones tratados con GL fue
de 18,61 mm? al finalizar el tratamiento con respecto a los 84.40 mm? del grupo de
ratones sin tratar. Incluso, este efecto en el decrecimiento de la masa tumoral con
respecto al grupo sin tratar se mantuvo 9 dias después de finalizar el tratamiento (Figura
29B). Ademaés, el peso de los tumores medido al término del ensayo es
significativamente menor en los ratones tratados (Figura 29C). Por lo tanto, este
experimento pone de manifiesto que el empleo de GL en estadios tempranos de la
enfermedad también podria ser beneficioso para tratar el cAncer de préstata.
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Figura 29. El tratamiento temprano con GL detiene el
inicio del proceso tumoral in vivo. A. Esquema del
4001 experimento. Los ratones atimicos se les inyect6
subcutaneamente células DU145 y a continuacion se les

administré intraperitonealmente (i.p.) GL (3 mg/Kg) o
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i de post-tratamiento B. Estimacion del volumen tumoral
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3.3 Cambios metabolémicos en el plasma del modelo animal con xenoinjertos de
celulas de cancer de prdéstata con una inhibicién de STAT3 y NF-kB, mediante el

uso de shARNSs o con el tratamiento farmacolégico con GL

El estudio del perfil metabolomico en el plasma de los ratones con xenoinjertos
de células DU145 de cancer de prostata se llevd a cabo con el fin de encontrar
metabolitos alterados a consecuencia del proceso tumoral, como una aproximacion para
la busqueda de biomarcadores de la enfermedad relacionados con la respuesta a GL.
Para ello, se obtuvieron 200 ul de plasma extraido por puncion cardiaca de cada uno de

los grupos experimentales para su analisis. A partir de una libreria de 3500 metabolitos,
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se identificaron un total de 488 en el plasma de los ratones. La mayoria de los
metabolitos detectados pertenecen al grupo de los lipidos (N=186) seguido de los
aminoacidos (N=146), aunque también se han encontrado otros metabolitos que son
carbohidratos, nucledtidos, xenobidticos, peéptidos, cofactores y vitaminas e

intermediarios energéticos (Figura 30A).

De todos los metabolitos detectados solo 25 de ellos presentan diferencias de
expresion significativas entre el grupo control (sin tumor) frente al grupo
correspondiente a los ratones con Xxenoinjertos de células de céncer de prostata
(DU145). Concretamente hay 19 metabolitos que decrecen su expresion mientras que 6
incrementan en presencia del tumor. A continuacion, se compard los 25 metabolitos con
los datos obtenidos de los grupos experimentales restantes, es decir, con los ratones con
xenoinjertos de células DU145 que recibieron GL o aquellos donde las proteinas
STAT3 y NF-kB fueron silenciadas con sus respectivos shARN. Los metabolitos

encontrados de mayor interés fueron analizados.

La mayoria de las células cancerosas incrementan la glucolisis para obtener el
suministro energético necesario para su crecimiento. En este contexto, se encontré una
reduccion de los niveles de sorbitol (metabolito formado a partir de la glucosa por la
aldosa reductasa) en todos los grupos de ratones xenoinjertados con respecto al control,
exceptuando el grupo DU145 shARN NF-xB-p65 que aungue muestra una tendencia
similar, ésta no fue significativa (Figura 30B). Ademas, se encontraron reducidos los
niveles de glucosa, fructosa 1,6-bisfosfato, 3-fosfoglicerato en el grupo DU145 con
respecto al grupo control, aunque estas diferencias no fueron significativas. A pesar de
esto, dichas alteraciones podrian indicar una reduccion de la disponibilidad de

carbohidratos debido a su captacion y utilizacion para el crecimiento tumoral.

Los dipéptidos anserina y N-acetilcarnosina son derivados del metabolismo de
histidina que se utilizan para la formacion de antioxidantes (Kohen y cols., 1988;
Holliday y McFarland, 1996). En el analisis metabolomico se observo un incremento en
el grupo de ratones con el xenoinjerto de células DU145 de 1.48 (anserina) y 1.63 (N-
acetilcarnosina) veces de induccién, en comparacién con el grupo control. En los
ratones tratados con GL o con los shARNs se detectd una tendencia ascendente de

ambos metabolitos similar a la observada al grupo DU145 que podria sugerir que los
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niveles elevados en plasma de dichos metabdlitos son indicativos de la presencia del
tumor (Figura 30B).
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Figura 30. Andlisis metabolomico en plasma de grupos experimentales del modelo animal con
xenoinjertos de células DU145 de cancer de prdstata. A. Clasificacion de los metabolitos identificados.
N=Numero de metabolitos identificados. B. Metabolitos de interés (sorbitol, serotonina, anserina, N-
acetilcarnosina y colina) alterados significativamente (p<0.05) en plasma en presencia del xenoinjerto con
células DU145 con respecto al control (sin tumor) y su comportamiento con el tratamiento con GL o
silenciando STAT3 y NF-xB. Leyenda del diagrama de cajas: la barra horizontal representa la mediana, el
simbolo + del interior de la caja representa el valor promedio, la barra inferior representa el minimo de la
distribucion, la barra superior muestra el maximo de la distribucion y los circulos representan los valores
atipicos. El analisis estadistico se realizo mediante una prueba t de Welch’s.

La serotonina esta implicada en numerosas funciones biologicas como
neurotransmisor del sistema nervioso central, agente vasoactivo, afecta al peristaltismo

intestinal, etc. También se ha relacionado con el crecimiento del tumor, encontrandose
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una sobreexpresion de sus receptores en las lineas celulares de cancer prostata PC-3,
DU145 y LNCaP y también en tumores agresivos (Dizeyi y cols., 2004; Sarrouilhe y
cols., 2015). En el andlisis metabolémico, se detectd una reduccion significativa de
16.74 veces de induccién de los niveles de serotonina en el plasma de los ratones con
xenoinjertos DU145 en comparacion con el grupo control, pudiendo deberse al
incremento de su captacion. En contraste, el tratamiento farmacoldgico con GL y el
silenciamiento de los factores de transcripcion STAT3 y NF-kB revertieron los bajos

niveles plasmaticos de serotonina (Figura 30B).

La colina interviene en numerosos procesos fisioldgicos, pero también esta
ligada al cancer debido a que puede afectar la metilacion del ADN, aumentar la
proliferacion a través de la sintesis de membranas celulares y modificar la sefializacion
celular (Awwad vy cols., 2012). El analisis realizado refleja como la colina presenta
niveles mas bajos en plasma en el grupo DU145 en comparacion con las muestras
control. Sin embargo, con el silenciamiento de NF-«kB y el tratamiento con GL los
niveles de colina no tienen esta tendencia. Por lo que, del mismo modo que ocurria con
la serotonina, su captacion puede estar incrementada en presencia del tumor y el
bloqueo de p65, ya sea mediante ShARN o con la GL, podria interferir en la entrada del
metabolito a la célula, aumentando sus niveles en plasma en dichos grupos (Figura
30B).
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4. Analisis protedmico para la identificacion de proteinas
responsables de la respuesta diferencial a GL y estudio de
analogos semisintéticos derivados de ésta
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A continuacion, se investigaron los cambios de expresion de proteinas que
ocurren como consecuencia del tratamiento con GL en las lineas DU145 y LNCaP, para
comprobar si su respuesta diferencial mostrada en los bloques previos se refleja en un
perfil proteémico distinto. Asimismo, se pretende hallar proteinas potenciales que
permitan explicar el distinto comportamiento en ambos tipos celulares de cancer de
prostata. Todos los ensayos de protedmica que aparecen en este blogue se llevaron a
cabo mediante espectrometria de masas LC/MS seguido de la cuantificacion relativa por
SWATH.

4.1 El tratamiento con GL altera la expresion de proteinas asociadas a funciones

nucleares y mitocondriales en células DU145

En primer lugar, se procedi6 a realizar el analisis protedbmico comparativo entre
las células DU145 estimuladas con GL durante 24 horas frente a las que no han recibido
tratamiento (DU145+GL/DU145). Los datos globales del analisis muestran que 447
proteinas presentan cambios significativos de expresion entre ambas condiciones
(p<0.05), encontrandose 287 proteinas inhibidas y 160 sobreexpresadas en presencia de
GL. Aplicando un analisis estadistico mas restrictivo con la correccion de Bonferroni (p
valor ajustado), el nimero de proteinas significativas se reduce a 21 (Figura 31A y B).
Empleando el software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) como herramienta para
interpretar los resultados, se estudiaron las proteinas significativas con un nimero de
veces de cambio (fold change) > £1.5, revelando que las proteinas resultantes del ensayo
de protedmica tienen wuna localizacion practicamente similar de proteinas
citoplasmaticas (47%) que de nucleares (43%) (Figura 31C). El alto porcentaje de
proteinas nucleares fue totalmente esperable puesto que la GL induce una parada de
ciclo celular en fase G,/M en las células DU145, y para llevarla a cabo se requiere la
modificacion de la expresion y reclutamiento de proteinas reguladoras nucleares.
Funcionalmente, méas de la mitad de las proteinas no estan clasificadas, mientras que el
27% son enzimas, el 7% proteinas reguladoras de transcripcién y el 6% reguladoras de

la traduccion (Figura 31D).

Segun los datos obtenidos con el software IPA, las proteinas encontradas
diferencialmente expresadas al ser estimuladas con GL estan asociadas con funciones
celulares y moleculares que juegan un papel destacado en cancer, siendo las mas

significativas las que se detallan a continuacion: modificacién post-transcripcional del
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ARN, muerte y supervivencia celular, crecimiento y proliferacion celular, expresion
génica y desarrollo celular (Figura 31E).
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Figura 31. Andlisis protedbmico comparativo de DU145+GL/DU145. Las células DU145 sin tratar y
estimuladas con GL 10 uM durante 24 horas, se lisaron para la obtencion proteinas y su posterior analisis en
el espectrometro de masas mediante LC/MS seguido de la cuantificacion relativa por SWATH. A. Proteinas
con cambios de expresion significativos mediante t-test y correccién de Bonferroni (p<0.05). B.
Sobreexpresion e inhibicion de las proteinas con cambios de expresion. C. Clasificacion atendiendo a su
localizacion. D. Clasificacion segun su funcién. E. Analisis de las funciones bioldgicas. F. Anélisis de las 10
primeras rutas de sefializacion mas significativas. Los andlisis se hicieron con las proteinas con un p<0.05
para el t-test y un fold change > + 1.5 utilizando la herramienta IPA.

Por otro lado, las 10 rutas de sefializaciébn mas significativas asociadas a las
proteinas cuya expresion varia con GL se muestran en la Figura 31F. Curiosamente, las
proteinas asociadas al lupus eritematoso sistémico ocupan la primera posicion, aunque
al analizarlas en detalle, todas ellas son ribonucleoproteinas nucleares pequefias
(snRNP) y otros componentes del espliceosoma que se encargan del procesamiento y
maduracion del ARN, y ademas, también intervienen en otros procesos nucleares. De
hecho, como se ha comentado, la primera funcion molecular mas significativa era la

modificacion post-transcripcional del ARN. Por lo que, esta explicacion concuerdan de
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forma mas ldgica con los efectos que produce la GL a nivel del ciclo celular. En este
contexto, las proteinas que se han encontrado asociadas al espliceosoma se detallan en
la Figura 32A. Una de ellas, es la proteina RBMX (RNA-binding motif protein encoded
on the X chromosome) que aparecié 4.07 veces mas inducida con GL (p= 1.54x10°®).
Dado que se ha descrito que RBMX actla como supresor de tumores (Shin y cols.,
2006) y ademas es un regulador de la cohesion de croméatidas hermanas jugando un
papel en el mantenimiento y proteccion centromérico (Matsunaga y cols., 2012), se
investigd mas en detalle. En concordancia con los datos del analisis protedmico, el
estimulo con GL induce la expresion de la proteina RBMX en las células DU145
(Figura 32B). Ademas, el estudio cinético con GL demuestra que el aumento observado
sucede a partir de las 12 horas de tratamiento con dicha molécula y se mantiene a las 24
horas, coincidiendo con la parada de ciclo celular (Figura 32C). Por tanto, los resultados
expuestos en relacion con RBMX indican que esta proteina podria ser la responsable, o
bien, participar en los mecanismos involucrados en la parada de ciclo en G,/M mediada
por GL. El hecho de que se induzca RBMX con el tratamiento con otros
quimioterapicos que también detienen el ciclo celular en G,/M (docetaxel y nocodazole)

sugiere mas bien lo segundo (Figura 32D).
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Figura 32. GL induce la expresion de RBMX y otras proteinas del espliceosoma en células DU145. A.
Representacion grafica de las proteinas relacionadas con el espliceosoma con cambios de expresion
significativos mediante t-test (p<0.05), mostrando sus valores en log base 2 fold change resultantes del
analisis protedmico comparando las células DU145 tratadas con GL respecto a las que no han recibido
tratamiento. B. Evaluacion mediante Western blot de los niveles de expresion de RBMX con la incubacién de
GL (10 y 20 uM) durante 24 horas. C. Cinética de la induccion de RBMX estimulando con GL 10 uM. D.
Andlisis de la expresion de RBMX con docetaxel (10 nM), nocodazole (100 ng/ml) y citocalasina D (10 uM).
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El analisis protedmico también refleja que las células DU145 tratadas con GL
tienen alterada la expresion de proteinas que juegan un papel activo en el desarrollo de
la division celular asi como en mecanismos de reparacion del ADN. Entre éstas se
encuentran las siguientes con sus respectivos fold change: AURKA (3.52), NUSAP1
(1.75), TACC3 (1.73), HAT (-1.63), CBX1 (3.76). Ademas, el tratamiento con nuestro
metabolito fingico produce cambios de expresion en proteinas como COX17 (-1.85),
HMOX1 (2.59), FTH1 (2.07), TXNRD1 (1.56), cuya alteracion estd muy asociada a

estrés oxidativo y a una disfuncién mitocondrial.

4.2 GL modifica la expresion de proteinas con funcién mitocondrial en células
LNCaP

El anélisis protedbmico resultante de la comparacién entre las células LNCaP
tratadas con GL con respecto a las sin tratar (LNCaP+GL/LNCaP), detectd diferencias
significativas en 165 proteinas, estando 102 inhibidas y 63 sobreexpresadas con el
tratamiento con GL (p valor <0.05), mientras que dicha cifra se reduce a 12 si se aplica
la correccién de Bonferroni (Figura 33A y B). El 52% y el 34% de las proteinas se
localizan en el citoplasma y nucleo, respectivamente (Figura 33C). Ademas, el 47% de
ellas no estéan clasificadas en ningun grupo, mientras que el 37% presenta una actividad
enziméatica (Figura 33D). El analisis enriquecido muestra que las proteinas cuya
expresion varia en la protedmica intervienen en funciones de crecimiento vy
proliferacion celular, movimiento celular, muerte y supervivencia celular, desarrollo
celular y captura de radicales libres (Figura 33E). En LNCaP, a diferencia de lo que
sucedia en DU145, el tratamiento con GL no altera proteinas con funciones relacionadas
con la progresion del ciclo celular. En este sentido, las rutas de sefializaciébn mas
significativas corresponden a proteinas implicadas en estrés oxidativo-NRF2 (Factor de
transcripcion nuclear eritroide-2) y el metabolismo de xenobiéticos (Figura 33F). Entre
las proteinas (con sus veces de induccion) asociadas a estrés oxidativo inducidas por la
via NRF2 estan HMOX1 (45.24), NQO1 (2.00), PRDX1 (1.53), FTH1 (7.02), TXNRD1
(2.19).

Es llamativo que tanto en el perfil protebmico comparativo de
LNCaP+GL/LNCaP como de DU145+GL/DU145, se observa que el tratamiento con
GL modifica la expresion de proteinas implicadas en la via estrés oxidativo-NRF2. Uno
de los reguladores claves de esta ruta de sefializacion es la proteina KEAP1 (Kelch-like
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ECH-associated protein 1), un regulador clave de Nrf2, cuya hipermetilacion de sus

promotores y un splicing aberrante causa su pérdida de expresion en células DU145
promoviendo resistencia a las terapias y el crecimiento tumoral (Zhang y cols., 2010).
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Figura 33. Analisis protedmico comparativo de LNCaP+GL/LNCaP. Las células LNCaP sin tratar y
estimuladas con GL 10 uM durante 24 horas, se lisaron para la obtencion de proteinas para su posterior
andlisis en el espectrometro de masas mediante LC/MS seguido de la cuantificacidn relativa por SWATH. A.
Proteinas con cambios de expresion significativos mediante t-test y correcion de Bonferroni (p<0.05). B.
Sobreexpresion e inhibicidn de las proteinas con cambios de expresion. C. Clasificacion atendiendo a su
localizacion. D. Clasificacion segin su funcion. E. Andlisis de las funciones bioldgicas. F. Anélisis
enriquecido de las 10 primeras rutas de sefializacion candnicas mas significativas. Los analisis con el
software IPA se llevaron a cabo con las proteinas con un p<0.05 para el t-test y un fold change > + 1.5.

Esta fue la base para pensar que aunque en ambos analisis protedmicos aparecen

proteinas relacionadas con el estrés y la via Nfr2, quiza la falta de expresion de KEAP1

en DU145 podria ser la causante del comportamiento celular diferencial a GL que se

viene observando entre ambos tipos celulares. Por ello, las células DU145 fueron

infectadas con lentivirus que contienen KEAP1-HA con el objetivo de incorporar de

nuevo la expresion de la proteina. Después de su seleccion con puromicina, se verificd

que el procedimiento resultd satisfactorio al encontrarse expresion de las proteinas
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KEAP1 y HA mediante Western blot (Figura 34A). No obstante, la reconstitucion de la
expresion de KEAP1 no modifico el efecto de la GL en la apoptosis ya que no indujo
cambios significativos en el porcentaje de células positivas para Anexina V (Figura
34B), ni tampoco alteré la acumulacion de células en fase G,/M como muestra el
analisis del ciclo celular (Figura 34C y D). Por tanto, a la vista de estos resultados,
parece que la expresion diferencial de KEAP1 en ambos tipos celulares no es

responsable del comportamiento diferencial que presentan ambas células en respuesta a

la GL.
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Figura 34. KEAP1 no es responsable del comportamiento diferencial entre LNCaP y DU145 frente a
GL. Los experimentos se realizaron en células DU145 normales y en células resultantes de la infeccion con
lentivirus con el plasmido KEAP1-HA adquiriendo una expresion estable de dichas proteinas. A. Inmunoblot
con los niveles de expresion de las proteinas KEAP1 y HA. B. Evaluacion de la muerte celular mediante
citometria de flujo tras el estimulo con GL a las dosis indicadas durante 48 horas, medida como porcentaje de
células positivas para Anexina V. Cy D. Perfil del ciclo celular y representacion gréfica de los porcentajes de
las células acumuladas en fase G2/M después del tratamiento con GL a las dosis indicadas durante 24 horas.

4.3 LNCaP y DU145 presentan numerosas diferencias de expresion en el perfil

protedmico

Con el fin de encontrar la/s proteina/s causantes de la respuesta diferencial a GL,
se realizd un andlisis comparativo de ambas lineas celulares (LNCaP/DU145) sin

ningan tratamiento farmacoldgico, para buscar diferencias de expresion inherentes a
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cada una de ellas. En el andlisis se encontraron un total de 1032 proteinas expresadas
diferencialmente (p<0.05), de las cuales 404 aparecen inhibidas y 628 sobreexpresadas
en LNCaP con respecto a DU145. ElI numero total de proteinas con cambios
significativos se reduce a 224 si se aplica la correccion de Bonferroni (p-valor ajustado),
teniendo en este caso 124 inhibidas y 100 sobreexpresadas (Figura 35A y B). El analisis
con IPA de las proteinas significativas con veces de induccion > 1.5, evidencid que la
mayoria de los cambios entre ambos tipos celulares residen en proteinas con una
localizacion citoplasmatica (67%) y, funcionalmente, hay una gran heterogeneidad de
grupos. Sin contar las que no estan clasificadas en ningin grupo, el mas numeroso fue el
de las enzimas (34%), aunque también destacan proteinas transportadoras (9%),
reguladoras de la transcripcion (5%) y quinasas (4%) (Figura 35C y D).
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Figura 35. Andlisis protedmico comparativo de LNCaP/DU145. Se obtuvieron las proteinas procedentes
de las células LNCaP y DU145 y se analizaron mediante espectrometria de masas mediante LC/MS seguido
de la cuantificacion relativa por SWATH. A. Proteinas con cambios de expresion significativos mediante t-
test y correccion de Bonferroni (p<0.05). B. Sobreexpresion e inhibicion de las proteinas con cambios de
expresion. C. Clasificacion atendiendo a su localizacion. D. Clasificacion segln su funcién. E. Analisis de las
funciones bioldgicas. F. Rutas de sefializacion candnicas mas significativas. Los analisis se llevaron a cabo
usando el software IPA, de aquellas proteinas con un p<0.05 para el t-test y un fold change > + 1.5.
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Los 5 primeros procesos mas significativos en los que estan involucrados las
proteinas diferencialmente expresadas en LNCaP/DU145 son mecanismos de muerte
celular y supervivencia, metabolismo de &cidos nucleicos, crecimiento y proliferacion,
bioguimica de pequefias moléculas y sintesis proteica (Figura 35E). Mientras que, el
analisis enriquecido para averiguar las rutas de sefializacibn moleculares mas
significativas, revela que las células LNCaP presentan una sobreexpresion de humerosas
proteinas implicadas en funciones mitocondriales y en la fosforilacion oxidativa,
proceso en el que a través de la oxidacion de moléculas reducidas en la cadena
respiratoria se obtiene energia en forma de ATP (Figura 35F). En relacién con esto, en
la Figura 36A se representa esquematicamente los complejos integrantes de la cadena
respiratoria obtenido de la herramienta de analisis Advaita Bio’s iPathwayGuide
(www.advaitabio.com/ipathwayguide), apareciendo en color rojo aquellas proteinas que
se encuentran sobreexpresadas en LNCaP con respecto a DU145. Por tanto, es posible

que las diferencias encontradas a nivel mitocondrial pudieran estar influyendo en el
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comportamiento diferencial, al margen de proteinas ya descartadas como KEAP1. Por
otro lado, también se han encontrado diferencias de expresion en enzimas que

intervienen en el metabolismo, sobre todo, a nivel del ciclo de Krebs (Figura 36B).

Con el objetivo de hallar una posible proteina candidata de la respuesta
diferencial a GL y teniendo en cuenta los datos del analisis protedmico de
LNCaP/DU145, resultd interesante el estudio de la Ubiquitina C-terminal hidrolasa
(UCHL1) puesto que, en primer lugar, se encuentra mucho mas expresado en DU145,
concretamente 25.99 veces mas que en LNCaP, siendo esta diferencia de las méas
significativas que aparecen en el estudio (p=3.18x10™). UCHL1 pertenece a la familia
de enzimas encargadas de eliminar ubiquitina de sus proteinas sustrato regulando
numerosos procesos bioldgicos. El interés de su estudio radica en que se ha encontrado
la misma tendencia de expresion en estas lineas celulares en articulos previos v,
mientras que en LNCaP UCHL.1 ejerce un papel supresor de tumores (Ummanni y cols.,

2011), en DU145 promueve la metastasis a través de la EMT (Jang y cols., 2011).

No obstante, para confirmar y validar los resultados obtenidos se procedio a la
medicion de los niveles de expresion para dicha proteina en los lisados celulares de
LNCaP y DU145 mediante Western blot. Similarmente a los resultados de protedmica,
los niveles de expresion detectados de UCHL1 son mucho mayores en DU145 ya que ni
siquiera se detecta su expresion en LNCaP (Figura 37A). A continuacion, ambos tipos
celulares se estimularon con GL a las dosis indicadas durante 24 horas, sin verse
modificada su expresion en ninguna de ellas (Figura 37B). EIl siguiente paso, fue
silenciar esta proteina para comprobar si es requerida para la detencién del ciclo celular
en G,/M promovida por la GL. Para ello, las células DU145 se transfectaron con una
mezcla de siRNAs para UCHL1 y se empled como control negativo el denominado
siRNA Non-target. Transcurridas 72 horas, se observé un silenciamiento de la proteina
bastante acusado (Figura 37C). Paralelamente, se realizd el mismo procedimiento
experimental, con la salvedad de que ademas se llevé a cabo el estimulo con GL durante
24 horas seguido de la medicion de la distribucion de las células en el ciclo celular. Los
resultados muestran que aunque hay una tendencia a la reduccion de las ceélulas
acumuladas en la fase G,/M en las células tratadas con GL y silenciadas para UCHL1,
no se observan diferencias significativas con respecto a los controles (células sin

transfectar y transfectadas con el sSiRNA Non-target) (Figura 37D y E). Por tanto, no se
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puede concluir que UCHL1 sea necesaria para que la GL lleve a cabo su efecto a nivel

de ciclo celular.
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Figura 37. UCHL1 no es una proteina determinante para la detencion del ciclo celular en fase G2/M. A.
Niveles basales de expresion de UCHL1 en las lineas de céncer de prostata LNCaP y DU145 analizada por
Western blot. B. Ambos tipos celulares se trataron durante 24 horas con GL (10 y 20 uM) y se examino la
expresion de UCHL1. C. Las células DU145 se silenciaron con el siRNA para UCHL1 y Non-target (100
nM) y sus niveles de expresion se evaluaron transcurridas 72 horas mediante inmunoblot. D. Silenciamiento
de UCHLY, en las células DU145, seguido del estimulo con GL durante 24 horas y su posterior anlisis del
ciclo celular mediante citometria de flujo. E. Representacion de las células acumuladas en fase GZIM.

4.4 Las células DU145 muestran resistencia dependiente de la confluencia al

tratamiento con GL

Al margen de la respuesta diferencial a GL en ambos tipos celulares de cancer
de prostata (Figura 38A), se observé que en las células DU145 la GL pierde su efecto de
detener el ciclo celular en G,/M si se permite el crecimiento celular prolongado, es
decir, cuanto mayor es la confluencia en éstas. Por ejemplo, si el estimulo con GL se
inicia 48 horas después de efectuar la siembra de las células, se observa una reduccién
muy notable de la poblacion celular en fase G,/M. Asimismo, si el tratamiento empieza
después de 72 horas de crecimiento hasta alcanzar la confluencia, el efecto de la parada

de ciclo celular se atenta considerablemente (Figura 38B). Dicho efecto, es extensible a
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lo que sucede con el tratamiento con otros anti-neoplasicos (nocodazole y docetaxel),
aunque si bien es cierto, siguen manteniendo una leve acumulacion de células en fase
G2/M y en el caso del docetaxel también de la apoptosis del 12.41% (Figura 38C). Este
efecto es conocido como resistencia dependiente de la confluencia y se ha descrito con
el uso de quimioterapicos tales como cisplatino o doxorrubicina en lineas celulares de
cancer de pulmon, colon y mama (Garrido y cols., 1997; Fang y cols., 2007; Yokokura,
y cols., 2016).
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Figura 38. Efecto de resistencia dependiente de confluencia tras el tratamiento con GL. Se muestran
histogramas representativos del ciclo celular obtenidos mediante la tincion con Pl y su posterior analisis en el
citometro de flujo. A. Perfil del ciclo celular en las lineas tumorales DU145 y LNCaP estimuladas con GL 10
UM, 24 horas. B. Ciclo celular de las células DU145 tratadas con GL 20 UM durante 24 horas, después de 24,
48 0 72 horas de crecimiento desde su siembra. C. Después de 72 horas de crecimiento, las células DU145 se
trataron con otros anti-neoplasicos: docetaxel (10 nM), nocodazole (100 ng/ml) y GL (20 pM) durante 24
horas y se evalu6 el efecto de resistencia dependiente de confluencia.

4.5 La confluencia en las células DU145 provoca cambios en la expresion proteica

Para averiguar como varia el proteoma en células DU145 confluyentes, con la

determinacion de hallar proteinas candidatas que sean las causantes de la resistencia a
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confluencia, se llevo a cabo el analisis protedmico comparativo entre las células DU145
normales (sin alcanzar la confluencia) con respecto a las células DU145 confluyentes
(DU145/DU145 en confluencia).

Los resultados obtenidos revelaron que el estado en confluencia modifica la
expresion de una gran cantidad de proteinas, habiendo 1125 proteinas significativas
expresadas diferencialmente entre ambas condiciones (p<0.05), que disminuyen a 169
aplicando un p valor ajustado (Figura 39A). Del total de proteinas significativas, el
namero de proteinas inhibidas fue de 513 y 612 estaban sobreexpresadas en DU145 con
respecto a su estado en confluencia (Figura 39B). El 63% de las proteinas encontradas
se ubican en el citoplasma y en cuanto a su clasificacion se refiere, el 39% de las
proteinas no estan agrupadas en ninguna clase, mientras que, un 32% correspondio a

enzimas y el 8% a proteinas transportadoras (Figura 39C y D).

El andlisis posterior realizado con el software IPA, revel6 que las proteinas
diferencialmente expresadas en la comparacion normal/confluencia estan relacionadas
principalmente con el crecimiento y proliferacion celular, sintesis de proteinas, muerte
celular y supervivencia, desarrollo celular y expresion génica (Figura 39E). En cuanto a
las rutas de sefializacion resaltan los numerosos cambios de expresion en los
denominados factores de iniciacion eucariotas (EIF) cuya funcion principal es promover
el proceso de traduccion. Por este motivo, se encuentra en primer lugar como la ruta
mas significativa, la sefalizaciébn de EIF2. Ademas, algunos EIF se encuentran
regulados por las quinasas mTOR y S6K1, apareciendo sus rutas de sefializacion en el
analisis entre las 10 primeras (Figura 39F). La desregulacion de dichas proteinas se ha
asociado con patologias como el cancer (Bhat y cols., 2015) por lo que las variaciones
de expresion que se encuentran en confluencia podrian ser el resultado de un

crecimiento alterado y de la resistencia a GL.
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Figura 39. Andlisis protedmico comparativo de DU145/DU145 en confluencia. Las células DU145
normales se recogieron a las 24 horas posteriores a su siembra, mientras que, las células confluyentes se
lisaron después de 96 horas desde su siembra. Una vez obtenidas las proteinas fueron analizadas mediante
espectrometria de masas LC/MS seguido de la cuantificacion relativa mediante SWATH. A. Proteinas con
cambios de expresidn significativos mediante t-test y correcién de Bonferroni (p<0.05). B. Sobreexpresion e
inhibicién de las proteinas con cambios de expresion. C. Clasificacion atendiendo a su localizacién. D.
Clasificacion segun su funcién. E. Analisis de las funciones bioldgicas. F. Andlisis enriquecido de las 10
primeras rutas de sefializacion canodnicas mas significativas. Andlisis realizados exclusivamente en las
proteinas con un p<0.05 para el t-test y un fold change > + 1.5, analizados con el software IPA.

4.6 Estudio de las proteinas candidatas: ZYX, NUSAP1 y TAGLN como dianas de
GL

La gran cantidad de proteinas que aparecen en los andlisis protedmicos
comparativos entre ambos tipos celulares de cancer de préstata (LNCaP/DU145) y en
confluencia (DU145/DU145 en confluencia) genera una gran cantidad de informacion
global, haciendo dificil elegir cual es la proteina mas apropiada para estudiar en detalle
como responsable de este comportamiento diferencial a GL, a nivel de ciclo celular. Por
ello, se propuso la hipotesis de que la ausencia o presencia de alguna proteina pudiera
ser la responsable de la resistencia a GL en confluencia y de que no tenga ningun efecto
sobre la linea celular LNCaP. De esta forma, se cruzaron los datos obtenidos en ambos
analisis proteémicos (LNCaP/DU145 y DU145/DU145 en confluencia) con el objetivo
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de encontrar patrones de expresion comunes. Para ello, se realizd un diagrama de Venn
comparando las proteinas con un p<0.05 y un cambio de expresion > +1.5 de los grupos
mencionados anteriormente, dando lugar a un total de 217 proteinas comunes (Figura
40A). No obstante, se descartaron aquellas que no comparten el mismo patrén de
expresion en ambos grupos, reduciéndose el nimero de proteinas a 66 proteinas
sobreexpresadas y 62 proteinas inhibidas comunes en las células LNCaP y DU145 en

confluencia con respecto a DU145.

Para restringir aun mas el nimero de proteinas comunes a estudiar, se ha
empezado con aquellas cuya expresion se reduce. Por lo que, la hipotesis que se baraja
es que la GL ejerce su parada de ciclo a través de una proteina diana presente en DU145
la cual se reprime o desaparece su expresion tanto en condiciones de confluencia como
en las células LNCaP. De esta manera, el analisis se centré en las 62 proteinas
inhibidas, determinandose que el 45% tienen una localizacion citoplasmatica, el 37%
nuclear y el 16% se encuentran en la membrana plasmatica (Figura 40B). En cuanto a su
clasificacion se refiere, mas de la mitad de ellas no estan encuadradas en ninguna clase
(53%), seguido de las enzimas (19%), proteinas reguladoras de transcripcion (10%) y
quinasas (6%) (Figura 40D). Ademas, la Figura 40C muestra el andlisis enriquecido con
las 10 rutas de sefializacion celular mas significativas, aunque en este caso al ser un
analisis con un nimero de proteinas mucho menor los resultados hay que aceptarlo con
mas cautela. Posteriormente, se llevd a cabo un andlisis para ver las interacciones que
existen entre las 62 proteinas comunes, siendo las proteinas CDK2, RPL14, TYMS y

ZY X los nodos principales al conectar con un mayor namero de proteinas (Figura 41A).

De las proteinas comunes, realizamos una seleccion inicial con las proteinas
NUSAP1 (Nucleolar and spindle associated protein 1), TAGLN (Transgelin) y ZYX
(Zixina) dado su estrecha asociacion con cancer. En primer lugar NUSAP1, interviene
en la division celular con formacion del huso mitético y en la reparacion del ADN
(Raemaekers y cols., 2003; Kotian y cols., 2014). En segundo lugar, en torno a
Transgelin, una proteina del citoesqueleto, hay controversia acerca de su implicacion en
cancer ya que se ha descrito como promotor de la progresion tumoral y también como
supresor de tumores (Assinder y cols., 2009; Wu y cols., 2014), no obstante, algunos
autores indican que su expresion sensibiliza a las células a radioterapia y doxorrubicina

(Kim y cols., 2010). En tercer lugar, Zixina interviene en la regulacion del citoesqueleto
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y las adhesiones y se ha visto que interviene en funciones de motilidad celular y

division en cancer (Hirota y cols., 2000; Yamamura y cols., 2013).
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Figura 40. Proteinas en comun resultantes de la comparacién de los andlisis protedmicos entre
LNCaP/DU145 y DU145/DU145 en confluencia. A. Diagrama de Venn de las proteinas significativas
(p<0.05) con un fold change > +1.5 de los ensayos protedmicos mencionados, empleando la herramienta
Venny 2.1. De las 217 proteinas comunes, se suprimieron aquellas que no seguian la misma tendencia, y
posteriormente se restringio el andlisis exclusivamente a aquellas que estuvieran mas expresadas en DU145 e
inhibidas en LNCaP y DU145 en confluencia. B. Clasificacion de las 62 proteinas comunes segln su
localizacion. C. Andlisis de las rutas de sefializacion en las que estan implicadas las proteinas comunes. D.
Clasificacion segin su funcion. Los datos que se muestran en los apartados B, C y D se obtuvieron del
analisis con el software IPA.

A continuacion, se analizaron los niveles de expresion de las 3 proteinas de
interés, utilizando como control negativo la proteina UCHL1 que ya se habia descartado
previamente y no aparece entre las proteinas comunes. Por un lado, se estudio la
expresion basal de dichas proteinas en las lineas celulares de cancer de prostata en las
que se ha evaluado el efecto de la GL a nivel de ciclo celular. Los resultados muestran
que, a priori, las proteinas NUSAP1, Zixina y Transgelin parecen buenos candidatos ya
que, en primer lugar, en los 3 casos su expresion es mucho mayor en las células que
responden a GL, DU145 y PC-3, en segundo lugar, se observan niveles de expresion
menores en la linea tumoral VCaP lo que concuerda con el hecho de que la GL producia
una parada de ciclo celular menos acusada en esta linea celular en comparacion con las
anteriores; y por ultimo, en las 2 lineas celulares que no responden a GL, LNCaP y
22Rv1, la expresion de dichas proteinas es bastante mas reducida con respecto a las
otras lineas celulares. En contraste, la proteina UCHL1 solo esta expresada en células

DU145. Por lo que, estos experimentos ademas de concordar con exactitud con los

B Regulador de traduccion

BRegulador de transcripcion

@ Receptor transmembrana
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datos de protedmica (LNCaP/DU145), también lo hacen con el resto de lineas celulares,
mostrando que en aquellas donde su expresion es mayor también lo es el efecto de
parada de ciclo mediada por la GL (Figura 41B).
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Figura 41. Proteinas candidatas como responsables de la respuesta diferencial entre DU145 y LNCaP
asi como el efecto de resistencia dependiente de confluencia en DU145. A. Interacciones entre las 62
proteinas comunes resultantes de la comparacion de los andlisis protedmicos de LNCaP/DU145 con respecto
a DU145/DU145 en confluencia. Se utiliz6 la herramienta STRING versién 10.5. B. Niveles de expresion de
las proteinas ZYX, TAGLN, NUSAP1 y UCHL1 mediante inmunoblot en las diferentes lineas celulares de
cancer de prostata. C. Western blot con la expresion de las proteinas mencionadas anteriormente en las lineas
celulares DU145 (normal y en confluencia) y en LNCaP, en ausencia o en presencia del estimulo con GL 10
UM durante 24 horas.

Por otro lado, se estimularon con GL durante 24 horas las células DU145
normales y en confluencia asi como las celulas LNCaP, evaluandose los niveles de
expresion de las proteinas mediante Western blot, observandose que la expresiéon de
Zixina, Transgelin y NUSAP1 es mucho menor en LNCaP que en las otras condiciones

y el tratamiento con GL no modifica sus niveles de expresion, con excepcion de
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NUSAP1 que incluso se reduce aun mas. Lo mismo sucede en DU145, es decir, los
niveles de dichas proteinas no se alteran con GL salvo en NUSAP1 aunque en este caso
aumenta (ya comentado en el analisis protedmico de DU145+GL/DU145). Mientras que
en las células confluyentes no se aprecian diferencias entre las células con o sin GL. No
obstante, es importante resaltar que, a diferencia de los resultados protedmicos, no se
observa una reduccion en la expresion de Zixina y Transgelin en células DU145 en
confluencia con respecto a las células normales. Por el contrario, en el caso de NUSAP1
si que hay una reduccion de su expresion en células en confluencia en concordancia con
el analisis protedomico (Figura 41C). Por tanto, NUSAP1 cumple las primeras
expectativas para ser la proteina diana de la GL y cuya disminucién de la expresién
provocaria la pérdida de respuesta a GL.

4.7 Estudio de las actividades de interés en los compuestos semisintéticos derivados
de GL

En el desarrollo de nuevos farmacos, es comun partir de una molécula origen o
precursor cuya actividad bioldgica es conocida y modificar su estructura quimica dando
lugar a moléculas derivadas. De esta forma, las moléculas derivadas suelen tener
propiedades farmacoldgicas parecidas a las del precursor aunque algunas de estas
modificaciones pueden mejorar la actividad, la especificidad, su administracion y/o
minimizar los efectos secundarios de la molécula original. Ademas, con las moléculas
derivadas se puede averiguar cudl es la parte de la estructura (farmaco6foro) que es

esencial para mantener cada una de las actividades bioldgicas del farmaco.

Con la finalidad de encontrar compuestos con actividades mejoradas con
respecto a la GL, y en colaboracién con el grupo del Centro de Anélisis y Sintesis de la
Universidad de Lund (Suecia) que se encargd de la sintesis de 59 moléculas
semisintéticas analogas de la GL, se procedio a analizar la actividad transcripcional

STAT3, NF-kB y NRF2 asi como su efecto a nivel de ciclo celular.

Como resultado de estos experimentos, destacan que la mayor parte de estos
compuestos derivados de GL presentan una induccion de la actividad NRF2, a
excepcion de las moléculas 585-1-3, 666, 10-24, 10-25 y 10-26. Por el contrario, la
mayor parte de los derivados semisintéticos pierden la capacidad de inhibicion de la
actividad transcripcional de STAT3 debido a que su IC50 es superior a 20 uM. En

contraste, los derivados de GL 658-12-15 y 585-1-3 conservan dicha actividad a dosis
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bajas. En cuanto a la actividad NF-kB se refiere, los derivados presentan una amplia
variedad en su actividad inhibitoria que va desde los que tienen su IC50 menor, como
el caso de los derivados 611-6-8 y 647 (1C50<1), y por tanto mayor capacidad de inhibir
la actividad transcripcional de NF-xB; hasta los que presentan una menor actividad,

como por ejemplo, las moléculas 569, 639-7-10, 650 entre otras.

Nombre del | Actividad transcripcional | Parada ciclo Figura 42. Actividades transcripcionales y
derivado GL [ STAT3 | NF-B [ NRF2 | celularen G/M | gfacto sobre el ciclo celular de los derivados
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Cabe destacar que solo 18 de los derivados semisintéticos siguen conservando su
capacidad de causar una parada de ciclo celular en fase G,/M en células DU145, al
considerarse como positivo un porcentaje superior al 30% de la poblacion celular total.
De las moléculas que paran el ciclo celular se puede deducir que este efecto no va

asociado con las actividades transcripcionales STAT3 y NRF2 debido a que aunque hay



Resultados

derivados semisintéticos de GL que acumulan las células en fase G,/M, éstos no tienen
actividad anti-STAT3 (667) ni efecto sobre NRF2 (666). Curiosamente, todos los
derivados que paran el ciclo celular conservan una alta actividad anti-NF-xB, aunque ya
se ha comprobado que el silenciamiento de dicho factor de transcripcion no altera el

ciclo celular (Figura 42).
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Los pacientes con cancer de prostata localizado tratados con prostatectomia y
radioterapia muestran unas tasas se supervivencia elevadas. Sin embargo, se estima que
entre el 10 y el 20% de los pacientes desarrolla CRPC a los 5 afios, de los cuales el 84%
muestran metastasis en el momento del diagnostico (Kirby y cols., 2011). Para estos
pacientes la primera linea de tratamiento incluye mitoxantrona, estramustina y
docetaxel, aunque solo éste ultimo mejora la supervivencia. Cuando fracasa la terapia
con docetaxel, el cabazitaxel y acetato de abiraterona son utilizados como segunda linea
de tratamiento (Altavilla y cols., 2012). A pesar de ello, segun varios estudios, la
supervivencia media de los pacientes con CRPC oscila entre los 9 y los 30 meses (Kirby
y cols., 2011). Por ello, urge la necesidad de desarrollar nuevos farmacos que mejoren la

calidad y expectativas de esta enfermedad.

Los productos naturales ofrecen una amplia gama de moléculas con una
potencial actividad antitumoral. Numerosos estudios han puesto de manifiesto la
existencia de moléculas de origen natural con capacidad de inhibir el crecimiento de
células de cancer de prostata a través de la induccion de la apoptosis y la detencion del
ciclo celular; entre ellas se incluyen el resveratrol, dialil disulfuro, curcumina, etc.
(Arunkumar y cols., 2006; Zhang y cols., 2015; Singh y cols., 2017). En este contexto,
nuestros resultados muestran que en las lineas celulares de cancer de préstata androgeno
independientes DU145 y PC-3, el metabolito fungico GL induce una parada de ciclo
celular en fase Go/M que comienza a las 12 horas de tratamiento y se acentla a las 24
horas. Este efecto va acompafiado de una alteracion en la expresion de proteinas
implicadas en su regulacion, entre los que destacan el incremento de la expresion de
ciclina B, p-CDK1, p-Histona H3 o la disminucién de la fosfatasa CDC25C;
promoviendo la inactivacion del complejo ciclina B-CDK1 que es clave para la

progresion del ciclo celular.

Ademas, en articulos previos, ya habian demostrado que la GL causa una
apoptosis mediada por caspasa 3 en células de cancer de prostata (Hellsten y cols.,
2008; Hellsten y cols., 2011). En concordancia con dichos estudios, hemos corroborado
que el tratamiento con el inhibidor de caspasas ZVF evito la apoptosis producida por
GL, sin embargo, no consiguio revertir la parada de ciclo celular. Similarmente, la
incapacidad del ZVF para revertir la parada de ciclo celular se ha encontrado en otros
estudios como es el caso de la Abieslactona, una lactona triterpenoide de origen vegetal,

cuya parada de ciclo en fase Gy, sigue produciéndose a pesar del tratamiento de ZVF en
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lineas celulares de hepatocarcinoma (Wang y cols., 2014). Estos resultados estarian
indicando que son dos procesos independientes llevados a cabo por rutas de
sefializacion celular diferentes, o bien, que la apoptosis es un evento mas tardio a la
detencion del ciclo celular que se desencadena a consecuencia de la imposibilidad de

reparar el dafio causado por GL.

Por otra parte, la regulacion de la proteina CDC25C esta controlada por la ruta
de sefializacion de la DDR mediada por las quinasas ATM/ATR-CHK1/CHK2. El
tratamiento con GL induce la DDR a través de la fosforilacion de la histona H2AX y la
activacion de la ruta de sefializacion de las quinasas ATM/ATR que se traduce en una
rapida degradacion de la proteina CDC25C en las lineas celulares de cancer de préstata
androgeno independientes (DU145 y PC-3). Concretamente, la GL causa la
fosforilacion de ATM y ATR y esto, a su vez, incrementa la fosforilacion de CHK1 en
el residuo serina 345, sin embargo, no se observa ningun indicio en la fosforilacién de
CHK2 en la treonina 68. Cabe destacar que dependiendo del agente citotoxico inductor
de la DDR, puede ocurrir la activacion de una sola quinasa (ATM o ATR) o ambas. El
etoposido (VP-16) provoca la activacion de ATR (Cliby y cols., 2002), mientras que la
camptotecina induce ATM o ATR dependiendo de la linea celular (Zuco y cols., 2010).
Ademas, el uso de la cafeina como inhibidor de ATM/ATR asi como el inhibidor de
CHK1, UCN-01, confirma el papel que juega la GL en la activacion de la ruta de
sefializacion ATM/ATR-CHK1. Asimismo, el incremento de YH2AX reflejado en los
cortes histoldgicos de los xenoinjertos de células DU145 en el modelo animal evidencia
la induccion de la DDR por GL.

En contraste con lo que sucede en las células sanas, una caracteristica universal
de las células tumorales es la presencia de defectos en los mecanismos implicados en la
reparacion del ADN, favoreciendo la inestabilidad gendmica y haciéndolas mas
dependientes de otras vias de reparacion que permanecen intactas (Esteller, 2000;
Curtin, 2012). Por ello, hay que barajar la hip6tesis de que la induccién de la DDR y la
parada de ciclo en fase G,/M observada en las células de cancer de préstata tras el
tratamiento con GL pudiera ser un mecanismo de defensa celular para intentar reparar el
dafio causado por ésta. En relacion con esto, numerosos articulos ponen de manifiesto
como la activacion de la DDR es la causa subyacente de la resistencia a la
quimioterapia, entre los que se incluyen el estudio que muestra como la sobreexpresién

de CHK1 se ha relacionado con la resistencia a radio y quimioterapia en cancer gastrico
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(Bargiela-Iparraguirre y cols., 2016) o como la activacion de ATR-CHKZ1 contribuye a
la resistencia a gemcitabina y cisplatino en cancer de vejiga (Chen y cols., 2016).
Paraddjicamente, la resistencia que les confiere la presencia de mecanismos de
reparacion defectivos también les hace mas dependientes de las vias de reparaciéon que
mantienen intactas, es por eso, que se esta explotando el uso de inhibidores de CHK1
combinados con radioterapia/agentes genotdxicos ya que potencian el efecto de éstos
ultimos (Wang y cols., 2012; Bryant y cols., 2014; McNeely y cols., 2014). De acuerdo
con esta premisa, nuestros resultados muestran como el uso del inhibidor de CHK1,
UCNO-1, revierte la parada de ciclo celular contrariamente a lo que ocurre con la

apoptosis, en la que no logra disminuirla sino que incluso la incrementa.

La activacion de la ruta ATM/ATR tiene lugar en respuesta a diversos tipos de
dafio al ADN, incluido las rupturas en la doble cadena de ADN. En este sentido, el
ensayo cometa llevado a cabo en las células DU145 tratadas con GL ha puesto de
manifiesto que no provoca dichas rupturas. Por lo que, una posible explicaciéon podria
ser que la GL activa la DDR al estar generando otro tipo de dafio al ADN, similar al que
ocasionan los agentes alquilantes, los cuales reaccionan con las bases nitrogenadas de
los nucledtidos originando puentes inter e intracatenarios en el ADN activando la DDR.
De hecho, numerosos agentes alquilantes del ADN son empleados como tratamiento
frente al cancer como es el caso de la temozolomida, carmustina y estramustina (Stupp

y cols., 2005; Ravery y cols., 2011).

La ruta de sefalizacion ATM/ATR es un potente sensor del estrés oxidativo
causado por agentes enddgenos o exdgenos de distinta indole, entre ellos los
quimioterapicos. Estos agentes causan diferentes tipos de lesiones en el ADN que
desencadenan la activacion de la DDR. No obstante, la GL no produjo un incremento de
ROS en las células DU145 aunque, curiosamente, sus efectos a nivel del ciclo celular y
apoptosis fueron bloqueados con el tratamiento con NAC. Este aminotiol es usado como
antioxidante, siendo un precursor de glutation (GSH) y de la cisteina intracelular
pudiendo interaccionar con proteinas que presenten residuos de este aminoacido o
grupos tiol. En este contexto, un estudio reciente ha mostrado que la GL se une
covalentemente a cisteinas del factor de transcripcion STAT3 impidiendo su union al
ADN (Don-Doncow y cols., 2014). De esta forma, el NAC podria bloguear el sitio
reactivo de la GL, por lo que no se podria excluir el estrés oxidativo como responsable
de la activacion de ATM/ATR mediado por la GL.
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En algunos casos, la parada de ciclo celular después del tratamiento con
docetaxel, nocodazole o citocalasina D va asociada con una desorganizacion del
citoesqueleto a nivel de la actina y tubulina, respectivamente (Nehme y cols., 2001;
Endo y cols., 2010; Heng y Koh, 2010). Los agentes que desestabilizan la dindmica de
los microtdbulos inhiben la progresion de la mitosis, desencadenando la muerte celular.
Un estudio reciente ha propuesto que la acumulacion de células en fase G,/M originada
por agentes que interfieren en los microtibulos, como el paclitaxel o vincristina, seria
causado por la interrupcion del trafico intracelular de proteinas reparadoras del dafio al
ADN (ATM, ATR, DNA-PK, Rad50, Mrell, p95/NBS1, p53, 53BP1 y p63)
(Poruchynsky y cols., 2015). Ademas, el tratamiento combinado de estos farmacos junto
con radiacion o con quimioterdpicos inductores de dafio en el ADN (etopdsido o
doxorrubicina) resulta en un incremento en cuanto a la duracion asi como la expresion
de yH2AX en células A549 y MCF-7. De esta manera, el uso combinado de los agentes
cuya diana son los microtibulos junto con farmacos genotoxicos, mejoran los efectos
de los mismos en comparacion con su uso de forma individual (Poruchynsky y cols.,
2015). En nuestros experimentos, se aprecia como el tratamiento con GL provoca una
alteracion temprana de los microtdbulos en las células DU145 que podria estar
obstaculizando el transporte de proteinas implicadas en el proceso de reparacion,
promoviendo la parada de ciclo en fase G,/M vy la apoptosis.

Los factores de transcripcion STAT3 y NF-kB estan implicados en procesos de
proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular, controlando la progresion del ciclo
celular y ejerciendo un papel importante en la carcinogénesis asi como en la progresién
del céancer (Grivennikov y Karin, 2010). Ademas, se ha descrito que su activacion
constitutiva contribuye a la quimioresistencia en maltiples tumores (Li y Sethi, 2010;
Yin y cols., 2012; Han y cols., 2013). Por este motivo, la administracion de inhibidores
de dichos factores de transcripcion administrados en combinacion con farmacos
citostaticos favoreceria la actividad citotoxica y proapoptotica de estos ultimos (Arlt y
cols., 2001; Alas y Bonavida, 2003). Sin embargo aun no existen inhibidores de STAT3

y NF-kB comercializados como farmacos antitumorales.

Previamente se habia descrito que la GL es un inhibidor de STAT3 y NF-kB y
esto concuerda con nuestros resultados, ya que hemos observado la capacidad del

metabolito fungico de inhibir la actividad transcripcional de ambos. Sin embargo, la
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implicacion de STAT3 y NF-kB en la parada de ciclo celular en fase Go/M causada por

GL, es la primera vez que se investiga.

Ambos factores de transcripcion interfieren en los mecanismos de reparacion del
ADN. Por un lado, se ha demostrado que la infeccion con el virus de Epstein-Barr
(EBV) induce la activacion de STAT3, suprimiendo la DDR debido al bloqueo de la
sefializacion de ATR-CHK1 (Koganti y cols., 2014). Ademas, STAT3 es requerido para
una reparacion eficiente del dafio al ADN por radiacion ultravioleta B y las células
deficientes para STAT3 son més sensibles al dafio al ADN, mostrando una actividad
reducida de la ruta de sefializacion ATM-CHKZ1 (Barry y cols., 2010). Por otro lado, las
radiaciones ionizantes y los agentes citotdxicos que causan dobles rupturas en las hebras
de ADN requieren la activacion de NF-xB para promover la reparacion del ADN
(Habraken y Piette, 2006). A pesar de la implicacion de estos factores de transcripcion
en la DDR y en el control del ciclo celular, la parada de ciclo celular llevada a cabo por
la GL a consecuencia de la activacion de la DDR en las células DU145, es
independiente de los factores de transcripcion STAT3 y NF-xkB puesto que su
silenciamiento no modifica la actividad de esta molécula. Ademas, la ausencia de
expresion de STAT3 en las células PC-3 supone otra evidencia a favor de que esta
proteina no contribuye en el efecto a nivel del ciclo celular de la GL, al ser una linea
celular que responde a la GL con parada de ciclo. Sin embargo nuestros ensayos
muestran que hay una reduccion en la capacidad de migracion y de crecimiento in vitro
gracias a la inhibicion de dichos factores de transcripcion ya sea a través del tratamiento
farmacoldgico con GL, o bien, con el silenciamiento mediante shARN. Del mismo
modo, también observamos una reduccion del crecimiento del tumor in vivo. Por
consiguiente, aun no estando directamente implicados STAT3 y NF-kB en la progresion
del ciclo celular, la actividad de la GL sobre ambos factores de transcripcion es un valor

afiadido a la actividad antitumoral de este metabolito fangico.

La presencia de mutaciones en la proteina p53 en las lineas celulares de cancer
de préstata respondedoras a GL (van Bokhoven y cols., 2003), junto con el papel
relevante que desempefia en el control de la division celular, le confirié inicialmente un
especial interés por su posible implicacion en la parada de ciclo celular tras el
tratamiento con GL. No obstante, hemos comprobado que la reconstitucion de la
expresion de p53 en células PC-3 no afecta a la acumulacion de células en fase G,/M

tras el estimulo con GL. En concordancia con estos resultados, los experimentos
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llevados a cabo en lineas celulares con p53 con un estatus silvestre (wild type)
demostraron que tras la administracion de GL se observa una acumulacion de celulas en
la fase G,/M en la linea celular SK-N-SH, en contraste con las células HeLa y A549 las
cuales no se ven afectadas. Tomando en conjunto los resultados de estos experimentos,
se corrobora que la GL puede detener el ciclo celular de una manera independiente de
p53.

La mayor parte de los efectos antitumorales de la GL se han observado en
células de cancer de prostata androgeno independientes (DU145 y PC-3), lo que induce
a pensar en el papel prometedor que puede tener esta molécula como tratamiento frente
al CRPC. No obstante, el efecto sobre el ciclo celular también se produce en otras lineas
celulares tumorales de cancer de mama, pulmdn, colon y leucemia, sugiriendo que el
mecanismo molecular que desencadena dicho efecto es comin y extensible a otros tipos
de cancer. De hecho, el uso del mismo farmaco quimioterapéutico como tratamiento
para diferentes tipos de tumor es comdn en clinica, por ejemplo el cisplatino es eficaz
frente al cancer de vejiga y de ovario (Henkels y Turchi, 1999; Konstantakou y cols.,);
mientras que el docetaxel, a parte de su uso en cancer de préstata, también induce la
muerte de células tumorales de mama o se emplea como tratamiento del cancer de

pulmon (Georgoulias, 2002; Morse y cols., 2005).

A pesar de su baja especificidad por un tipo celular tumoral concreto, un punto a
favor de la GL es su aparente inocuidad en células no tumorales. En este sentido, el
tratamiento con GL no alterd el ciclo celular en fibroblastos dérmicos ni en células
epiteliales de prostata no tumorales y ademas sus efectos adversos en células hMSC son
menores con respecto al que ocasionan otros anti-neoplasicos. Por tanto, esta molécula
presenta una actividad mielosupresora y toxicidad reducida en células no tumorales in
vitro y, a priori, supone una clara ventaja frente a la mayoria de farmacos empleados en

quimioterapia, los cuales son generalmente mielotoxicos.

Una de las grandes incognitas de los resultados obtenidos en la presente tesis es
por qué las lineas celulares de cancer de prdstata tienen un comportamiento distinto
frente al tratamiento con GL. Mientras que las células DU145, PC-3 y VCaP responden
a GL, las células 22Rv1 y sobre todo la linea celular LNCaP no sufren cambios
significativos en cuanto a su ciclo celular, apoptosis y viabilidad celular se refiere. A

consecuencia de estos resultados se llevaron a cabo una combinacion de ensayos
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protedmicos con una linea celular representante de cada grupo (DU145 y LNCaP) cony
sin tratamiento con GL, para intentar dilucidar proteinas candidatas que expliquen la
respuesta diferencial a GL.

Del primer analisis proteémico se observo que el tratamiento con GL en las
células DU145 modificd la expresion de proteinas implicadas en la division celular,
sugiriendo que se hayan producido como consecuencia de la retencion de las células en
fase Go/M. Entre ellas destaca la induccién de una proteina clave en este proceso,
AURKA, cuyos niveles de expresién mas altos se producen durante el final de la fase
G, y el comienzo de la mitosis (Seki y cols., 2008), lo que coincide con nuestros analisis
de citometria de flujo en los que se ve incrementada de forma notable el nimero de
celulas en esta fase debido al tratamiento con GL. Ademas, por un lado, AURKA activa
a otra proteina que esta implicada en numerosas funciones a nivel de la division celular,
PLK1 (Macurek y cols., 2009), cuyos niveles de expresion aumentaron con el estimulo
con GL como observamos por Western blot. Por otro lado, AURKA también esta
correlacionada con la proteina TACC3, encargada de estabilizar los microtubulos al
centrosoma durante la mitosis (Kinoshita y cols., 2005), siendo otra de las proteinas
incrementadas y detectadas en el ensayo protedmico. Ademas, el analisis proteémico
demostro que la proteina YAPL disminuye su expresion en células tratadas con GL. En
relacién con esto, se ha descrito como AURKA puede fosforilar LAST1/2, proteina
perteneciente a la ruta de sefializacién Hippo, que regula el checkpoint Go/M y ademas
inactiva la proteina YAP1 (Toji y cols., 2004; Meng y cols., 2016). También NUSAP1
se encontrd sobreexpresada por la accion de la GL, interviniendo en la formacion del
huso mitdtico y también muestra un pico de expresion en la transicién de la fase G, a
mitosis (Raemaekers y cols., 2003). El tratamiento con GL produjo la disminucién de
HATL1 cuyo silenciamiento se ha asociado a una detencion del ciclo celular en fase
G,/M (Xue y cols., 2014).

A priori, estos resultados en células DU145 estimuladas con GL parecen indicar
que el aumento de la expresion de las proteinas mencionadas anteriormente, se debe a la
parada de ciclo celular, aunque también hay que valorar que la sobreexpresion de estas
proteinas se ha asociado con una progresion de la enfermedad (lyer y cols., 2011;
Nikonova y cols., 2013). En este sentido, se ha encontrado como la sobreexpresion de
AURKA anula el checkpoint que controla la correcta formacion del huso mitético y

causa resistencia a la apoptosis inducida por taxol (Anand y cols., 2003) o como induce
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una desregulacion de genes implicados en la DDR (Veerakumarasivam y cols., 2008).
También la inhibicion de NUSAP1 suprime la proliferacion y mejora el efecto
antitumoral del paclitaxel (Okamoto y cols., 2015). Por el contrario, la disminucion
causada por GL en otras proteinas relacionadas con el ciclo celular muestran una accién
antitumoral, en este contexto, hay articulos que refrendan como la inhibicion de la
expresion de las proteinas HAT1 y YAP1 bloquean la progresion del cancer (Zhao y
cols., 2007; Gajer y cols., 2015; Sheng y cols., 2015).

Es interesante destacar que nuestros resultados muestran un incremento de la
expresion de proteinas asociadas al espliceosoma tras el tratamiento con GL en células
DU145. Recientemente, se ha propuesto la inhibicion del esplicesoma como terapia
frente al cancer (van Alphen y cols., 2009). Cabe la posibilidad que fuese una forma de
potenciacion de este proceso para generar un splicing alternativo de proteinas como
mecanismo de defensa en respuesta a GL con el objetivo de continuar proliferando. Sin
embargo, se requiere un estudio mas detallado sobre el papel exacto que juegan estas
proteinas dada su implicacion en otras funciones nucleares. Una de estas proteinas es
RBMX, la cual presenta una clara induccion por GL. Su implicacién en el
mantenimiento de la cohesion de cromatidas hermanas durante la division celular y su
reclutamiento hacia los sitios dafiados en el ADN, junto con la induccién de la
expresion que se ha observado tras la administracion con nocodazole y docetaxel, hace
pensar que es una proteina que participa en la detencion del ciclo celular e induccion de
la DDR mas que ser una diana especifica de GL.

El segundo andlisis proteémico llevado a cabo en las células LNCaP reflejé que
el tratamiento con GL indujo la expresion de una gran cantidad de proteinas
relacionadas con la via NRF2, algunas de ellas también se han observado en las células
DU145 tratadas con esta molécula. A diferencia de LNCaP, se ha descrito que las
células DU145 no expresan la proteina KEAPL, uno de los reguladores claves de NRF2
(Zhang vy cols., 2010). No obstante, los experimentos realizados han evidenciado que la
restauracion de la expresién de KEAPL en células DU145 no modifica la actividad de
GL sobre el ciclo celular. Es llamativo que en células sanas la expresion de proteinas
dependientes de NRF2 es esencial para protegerlas frente agentes carcin6genos y
mantener la homeostasis celular. Por el contrario, en determinadas células tumorales
NRF2 estd sobreexpresada y supone una ventaja para su supervivencia, crecimiento y

resistencia a la quimioterapia (Lau y cols., 2008). Curiosamente, una respuesta mayor
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de la induccion de NFR2 y de sus genes dependientes se ha observado en DU145 con
respecto a las células PC-3, haciendo que tenga menos sensibilidad a la radioterapia
(Jayakumar y cols., 2014). Por tanto, no es descartable que la respuesta diferencial a GL
entre LNCaP y DU145 se deba a una induccién mayor de la via NRF2, aunque seria
paraddjico ya que precisamente la linea celular DU145 es la que tiene una respuesta y

activacion mayor de NRF2 (Zhang y cols., 2010; Pettazzoni y cols., 2011).

El andlisis comparativo entre DU145 y LNCaP ha mostrado un amplio abanico
de proteinas expresadas desigualmente, entre las que destacan las numerosas diferencias
de proteinas mitocondriales que ponen de manifiesto la importancia que puede tener
este organulo en el comportamiento frente a GL. Por otro lado, aunque se comprobd la
ineficacia del silenciamiento de UCHL1 para modificar el comportamiento de GL a
nivel de ciclo celular, inicialmente, se optd por su estudio debido a que la misma
tendencia de expresion que obtuvimos en los resultados de proteémica fue encontrada
por otros autores y ademas, el que desempefiara funciones antagonicas tales como
supresor de tumores en LNCaP y promotor de la metéstasis en DU145 supuso que fuera
una posible diana potencial a GL (Jang y cols., 2011; Ummanni y cols., 2011). Ademas,
analisis posteriores no detectaron niveles de expresion de UCHLL1 en otras lineas
celulares respondedoras a GL (PC-3 y VCaP), descartando definitivamente a esta

proteina como la diana de molecular de la GL.

Otro hecho destacable observado fue la resistencia a GL dependiente de
confluencia en células DU145, describiéndose el mismo efecto en la bibliografia frente
a otros farmacos empleados en quimioterapia (Fang y cols., 2007; Yokokura y cols.,
2016), incluso hemos comprobado que también sucede en células DU145 confluentes
en respuesta a docetaxel y nocodazole. El analisis de protedmica revel6 una variacion de
la expresion proteica mas amplia de lo esperado, englobandose en rutas de sefializacion
como la de EIF2 cuya desregulacion esta asociada al cancer (Bhat y cols., 2015). Se ha
visto que la sobreexpresion de la proteina HSP27 en células de cancer de colén es la
responsable de la resistencia dependiente de confluencia a cisplatino y doxorrubicina
(Garrido y cols., 1997). En nuestro ensayo comparativo protedmico aparecio HSP27
como significativa, sin embargo la tendencia de la expresion fue justo la contraria, es
decir, estaba mas sobreexpresada en las células DU145 sin confluencia (1.25 veces). Por
ello, dada la poca consistencia de la participacion de esta proteina en nuestros resultados

se descartd investigar en profundidad su implicacion.
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Por ultimo, estuvimos interesados en estudiar la posibilidad de que los cambios
en el proteoma inducidos en las células DU145 crecidas en condiciones confluencia
(resistencia a GL) y de LNCaP (no respuesta a GL) podrian orientarnos a identificar
la(s) proteina(s) responsable de la respuesta a GL observada en las células DU145 en
crecimiento exponencial. Asi, cotejando los resultados de ambos analisis observamos un
patron de expresion de 128 proteinas que podria cuadrar con al menos tres
posibilidades. La primera es que la falta de respuesta a GL en células confluentes y
LNCaP se debiera a rutas de sefalizacion completamente distintas; la segunda
posibilidad es que la sobreexpresion de determinadas proteinas comunes en LNCaP y
DU145 en confluencia con respecto a DU145 sean las responsables de la respuesta
diferencial a GL, tratandose de un mecanismo de resistencia desarrollado por la célula,
y por ultimo seria también posible que proteinas expresadas en DU145 en crecimiento
exponencial se encontraran reprimidas en condiciones de confluencia y no expresadas
en LNCaP (62 proteinas). Esta Gltima posibilidad fue la mas atractiva de investigar ya
que se podria identificar la proteina candidata a ser la diana terapéutica de la GL y cuya
inhibicién, o falta de expresion, haria que la célula perdiera su capacidad de parar el

ciclo celular en respuesta a GL.

Inicialmente del grupo de 62 proteinas fueron seleccionadas ZYX, NUSAP1 y
TAGLN por su implicacién en la division celular y el cancer (lyer y cols., 2011;
Yamamura y cols., 2013; Wu vy cols., 2014). Su estudio por Western blot en las
diferentes lineas celulares de cancer de prostata validd nuestro ensayo proteémico al
encontrarse resultados similares y ademas su expresion fue mayor en las lineas celulares
que responden a GL. Sin embargo, en las células DU145 en confluencia solo NUSAP1
disminuyé con respecto a las células en condiciones de crecimiento normal, por lo que
las proteinas ZY Xy TAGLN no parecen apoyar nuestra hipotesis, al menos, en cuanto a
su papel en la resistencia dependiente de confluencia se refiere. En definitiva, a la vista
de los resultados de proteémica e inmunoblot, creemos que la proteina NUSAPL es la
proteina candidata mas idonea para ser diana de la GL en células DU145 y la
disminucion de su expresion podria ser responsable de la respuesta diferencial entre las
diferentes lineas celulares asi como de la resistencia observada en confluencia en células
DU145. Necesitaremos completar estos estudios en un futuro para confirmar esta

hipotesis.
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Con respecto al analisis metabdlomico llevado a cabo en el plasma de ratones
xenoinjertados con células de cancer de prostata, se encontraron 25 metabolitos con
cambios significativos de expresion en presencia del tumor. Si bien es cierto, al ser un
experimento con un numero de individuos muy limitado (n=5, por grupo) se requieren
estudios adicionales para poder confirmar si alguno de éstos tienen valor como
biomarcador. A pesar de esto, si hemos observado correlaciones interesantes en
metabolitos como la serotonina y colina. En el primer caso, la serotonina es un
metabolito que promueve la proliferacion y migracion en células DU145 y PC-3 y
cuyos receptores estan sobreexpresados en dichas células de cancer de prostata (Dizeyi
y cols., 2004; Dizeyi y cols., 2011). En el caso de la colina, hay documentado altos
niveles de expresion en muestras de tejido de cancer de prostata que se han relacionado
con una mayor agresividad asi como un incremento de sus transportadores en células de
cancer de prostata (Muller y cols., 2009; Glunde y cols., 2011, Keshari y cols., 2011).
Nuestros resultados mostraron bajos niveles de serotonina y colina en plasma de ratones
con xenoinjertos de células DU145 que se atribuyé a un posible incremento de su
captacion por las células tumorales. En ambos casos, el tratamiento con GL consiguio
contrarrestar los bajos niveles plasmaticos de los metabolitos mencionados, pudiendo
ser positivo para impedir la progresion de la enfermedad y ser unos buenos marcadores
de respuesta al tratamiento con GL.

Por otra parte, como aproximacion para identificar los farmacoforos de la GL
responsables de sus diferentes actividades bioldgicas, se sintetizaron 59 anéalogos de
dicha molécula. De ellos, se han encontrado 18 moléculas que mantienen el efecto de
parar el ciclo celular en G,/M. Tras la evaluacion de las otras actividades bioldgicas
restantes, la molécula 658-12-15, con un radical cloro-benzimidazol, es la que mostrd
una fuerte inhibicion de la actividad transcripcional STAT3, NF-kB y aumento de
NRF2 puesto que su IC50/EC50 para dichas actividades se produce a concentraciones
sensiblemente mas bajas que las de GL, y ademas, continta parando el ciclo celular.
Algunos derivados de benzimidazol exhiben propiedades antitumorales al bloguear la
actividad de HER2 y EGFR en células de cancer de mama o actividad citotoxica en
células de melanoma (Blaszczak-Swiatkiewicz y cols., 2012; Chu y cols., 2015), por lo
qgue no es de extrafiar que esta variacion potencie los efectos de la GL. Ademas, es
posible que algunos analogos puedan mejorar las propiedades farmacocinéticas de la
GL como es el caso del profarmaco de la GL, GPA512, cuya administracion incrementa
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su absorcion y niveles en plasma con respecto a GL (Escobar y cols., 2016).
Actualmente estamos realizando un estudio mas detallado de estructura-funcion para

proceder a la sintesis de analogos aln mas potentes y selectivos.

En la presente tesis, al margen de dilucidar los mecanismos responsables de la
respuesta diferencial a GL entre las diferentes lineas celulares de cancer de prostata y en
condiciones de confluencia, mostramos un nuevo mecanismo de accion de dicha
molécula en la ruta de sefializacion de DDR asociado a su actividad antitumoral en
cancer de prostata. Concretamente, la GL induce la via de sefializacion ATM/ATR-
CHK1 causando una parada de ciclo celular en fase G,/M y apoptosis, ademas de
inhibir el crecimiento tumoral en modelos animales (Figura 43). Estos hallazgos
sugieren que la GL podria ser un agente antitumoral prometedor para su aplicacion
individual o en combinacion con otros farmacos para el tratamiento del CRPC y quizé

para otros tumores.
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Figura 43. Esquema representativo del mecanismo de accion antitumoral ejercido por GL en CRPC
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Conclusiones

1. La GL promueve la apoptosis mediada por caspasa 3, desestabiliza los microtabulos
del citoesqueleto e impide la progresion del ciclo celular en fase G,/M en células DU145,
coincidiendo con la alteracion de la expresion de proteinas reguladoras de dicha fase.

2. La acumulacion de células en fase G,/M tras el tratamiento con GL ocurre en
diferentes lineas celulares tumorales, siendo muy acentuada en las células de cancer de
prostata independientes de andrdgenos. Por el contrario, no parece afectar a células no

tumorales ni a células mesenquimales de médula dsea.

3. La GL es capaz de bloquear la transcripcion promovida por STAT3 y NF-xB
disminuyendo la proliferacion de células DU145. Sin embargo, dichos factores de
transcripcion no son necesarios para la induccién de la parada del ciclo celular en fase
Go/M.

4. La estimulacion con GL activa la DDR, mediada por la ruta de sefalizacion
ATM/ATR-CHK1 en los modelos in vitro e in vivo de cancer de prostata, y es

responsable de la parada de ciclo celular y de la apoptosis promovida por ésta.

5. El crecimiento del tumor y la alteracion del perfil metabolébmico en ratones

xenoinjertados con células DU145 es atenuado con el tratamiento con GL.

6. El cambio de expresion proteico reflejado en los analisis protedmicos, podria explicar
la respuesta diferencial a GL entre las células LNCaP (no respondedora) y DU145
(respondedora), asi como la resistencia dependiente de confluencia observada en ésta

altima.

7. Como conclusion final, los resultados expuestos en la presente tesis sugieren, que
dadas las actividades antitumorales que posee la GL, es una molécula prometedora para

el tratamiento del cancer de prostata resistente a la castracion.
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