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Resumen

El cancer es una de las principales causas de muerte a escala mundial y un
problema de salud prioritario. Cada afio la incidencia del cancer aumenta, y a
pesar de que la mortalidad disminuye gracias a los avances en el tratamiento y al
diagnéstico precoz, la tasa de supervivencia a esta enfermedad continta siendo
preocupante. Por ello, es primordial fomentar la btisqueda y conocimiento de
nuevas estrategias terapéuticas contra el cancer.

Trabajos previos del grupo han demostrado que la terfenadina, un antagonista del
receptor H1 de la histamina, tiene un potencial antitumoral en el melanoma. Este
antihistaminico induce, en lineas celulares de melanoma humano, muerte celular
por apoptosis, estrés reticular, liberacion de calcio al citosol, activacion de la ruta
mitocondrial apoptética y dafio en el ADN. El tratamiento con terfenadina induce,
ademas, autofagia y produccién de radicales libres. Sin embargo, en células de
melanoma, la muerte celular inducida es independiente de la expresiéon del
receptor H1 de la histamina, por lo que su accién antitumoral parece ser debida a
rutas moleculares independientes de la ruta que utiliza la histamina cuando se une
a sus receptores especificos.

El objetivo general de esta tesis doctoral es analizar el efecto antitumoral de la
terfenadina en otros tipos tumorales humanos como son el adenocarcinoma de
colon, adenocarcinoma de mama y neuroblastoma. Ademas queremos identificar
la diana molecular a través de la cual la terfenadina ejerce su acciéon antitumoral.
Los resultados han demostrados que la terfenadina induce apoptosis de manera
dosis-dependiente en las lineas tumorales humanas de adenocarcinoma de colon,
adenocarcinoma de mama y neuroblastoma, ademds de en otras 4 lineas de
melanoma humano. Este efecto citotoxico se debe exclusivamente a la molécula de
la terfenadina y no a su metabolito activo fexofenadina, ya que al tratar las células
con éste, la viabilidad de las células tumorales no se modifica. Como en el
melanoma, el tratamiento con terfenadina indujo apoptosis acompafiado del
proceso de autofagia.

Hemos estudiado también el mecanismo molecular mediante el cual la terfenadina

induce apoptosis en las diferentes lineas tumorales. En este sentido el analisis de la
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fosforilacion de la histona H2A.X y de la quinasa ATM corrobora que la
terfenadina provoca dafio en el ADN lo que estimula la activaciéon de la ruta
p53/p73 y desencadena la muerte de las células a través de la via apoptética
mitocondrial.

En cuanto a la identificacién de la diana molecular de la terfenadina, hemos
descartado la participaciéon de los receptores H1 y H4 de la histamina, los
receptores muscarinicos y los canales de potasio hERG en la muerte celular
inducida por terfenadina y hemos demostrado que la terfenadina acttia sobre el
complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial. En microarrays de membranas
aisladas de las lineas tumorales, la terfenadina desplaza la fijacion la [*H]-
Dihidrorotenona ([*H]-DHR), un conocido inhibidor del complejo I mitocondrial,
lo que demuestra que se une con gran afinidad y especificidad al complejo I
mitocondrial. Esta unidon tiene, ademas, un efecto inhibitorio de la actividad del
complejo I tal y como se demuestra en ensayos de detecciéon de la actividad
NADH deshidrogenasa. Para comprobar si la inhibicion del complejo I
mitocondrial explica el efecto antitumoral de la terfenadina, analizamos la salida
de calcio al citosol en presencia de terfenadina o rotenona. Comprobamos que
ambas drogas incrementan de manera similar la salida del calcio al citosol, lo que
desencadena los acontecimientos que conducen a la apoptosis. En conclusion, este
estudio nos permite afirmar que la diana molecular de la terfenadina es el
complejo I mitocondrial lo cual proporciona una nueva estrategia terapéutica para
el tratamiento del cdncer y demuestra el gran potencial de la terfenadina como

agente antitumoral.
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I-EL. CANCER

El cancer puede definirse como una enfermedad en la cual las células normales
comienzan a multiplicarse sin control debido a una serie de mutaciones que
controlan los mecanismos de crecimiento y divisién de las células que hacen que
éstas se dividan incesantemente y tiendan a acumularse dando lugar a una masa,
que generalmente se denomina tumor (AACR Cancer Progress Report 2013,
American Cancer Society). Ademas, las células tumorales habitualmente presentan

también alteraciones en los mecanismos de muerte celular.

1-Tipos de cancer

Neoplasia es el término que se utiliza en medicina para designar una masa
anormal de tejido y se produce porque las células que lo constituyen se
multiplican a un ritmo superior al normal. Los tumores o neoplasias pueden
clasificarse en dos tipos:

-Tumores benignos: la neoplasia o tumor se extiende solo localmente; esto implica

que el tumor no crece de forma desproporcionada ni agresiva, no invade tejidos
adyacentes y no metastatiza en tejidos u 6rganos distantes. Las células de los
tumores benignos permanecen juntas y a menudo estdn rodeadas por una
membrana de contencién o capsula. Los tumores benignos no constituyen
generalmente una amenaza para la vida, pueden extirparse y en la mayoria de los
casos, no reaparecen (Lowell y cols., 2008).

-Tumores malignos: el tumor se comporta de una forma agresiva invadiendo los

tejidos proximos y diseminandose a distancia. Estos tumores tienen un
crecimiento rapido e infiltrante que destruye los tejidos y originan metastasis con
facilidad. Asi, las células pueden invadir y dafiar tejidos y 6rganos cercanos al
tumor o pueden separarse del tumor primario y, a través del sistema linfatico o
del torrente sanguineo alcanzar otros érganos distantes propagandose y dando
lugar a metastasis (Clark, 1991).

Existen muchos tipos de cdncer y son numerosas las clasificaciones que se han

realizado a lo largo de los afios. En general, podemos clasificarlos en 5 categorias
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genéricas en funcién del tejido celular a partir del cual se originan (U.S. National
Cancer Institute 2014; www.cancer.gov):

-Carcinoma: tipo de cancer de origen epitelial, es decir, de los tejidos que recubren
una superficie o cavidad del cuerpo o que forman las glandulas. Son tumores
malignos y representan el 80-90% de todos los casos de cdncer, por lo que se
considera uno de los canceres mas comunes. Los carcinomas se dividen en dos
subtipos principales:

*Adenocarcinoma: se origina a partir de tejido glandular, es decir, a partir
de las células que constituyen el revestimiento interno de las glandulas de
secrecion externa que son las encargadas de sintetizar y verter los productos
generados. Adenocarcinoma de pulmoén, préstata, colon y mama son algunos de

los tumores que se incluyen en esta categoria.

*Carcinoma de células escamosas: aparece en la capa superior de las células
de la piel y por lo general, crece lentamente. Es el segundo tipo mas frecuente de

cancer de piel. Se diferencian dos formas:

-Carcinoma de Células basales o basocelular: se originan en las células del
estrato basal de la epidermis y raramente dan lugar metéstasis. Abarca alrededor

del 78% de todos los canceres cutdneos.

-Carcinoma de células escamosas o espinocelular: se origina a partir de las
células espinosas de la epidermis y es el responsable del 20% de los canceres de

piel.

-Sarcoma: se origina en los huesos o en los tejidos blandos del organismo, es decir,
los tejidos que componen el sistema musculoesquelético o encargados del sostén
de los distintos 6rganos (tendones, grasa, musculos nervios, pared de vasos
sanguineos, etc.). Representa cerca del 1% de los tumores de adultos y el 15-20%
de los tumores de nifios. Frecuentemente son diagnosticados erréneamente ya que
pueden ser confundidos con lesiones deportivas. Muchos de los sarcomas son

resistentes a los tratamientos utilizados actualmente.
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Dependiendo de la célula que lo origina pueden recibir diferentes nombres:

*Osteosarcoma: neoplasia maligna de células fusiformes que tiene como
rasgo comun la produccion de hueso inmaduro u "osteoide". Es el cancer 6seo mas
comdn en los nifios, generalmente se presenta en adolescentes ya que es la etapa
en la que estan creciendo de manera rapida.

*Liposarcoma: sarcoma de origen mesodérmico derivado del tejido adiposo.
La localizaciéon mas frecuente es en las extremidades inferiores, aunque también
puede estar localizado en el retroperitoneo, brazos, térax, y cuello. Los tumores
del tejido adiposo constituyen uno de los grupos méas numerosos de neoplasias de
los tejidos blandos y los liposarcomas, en particular, son los sarcomas maés
comunes en el adulto (Weiss y cols., 2001).

*Condrosarcoma: tumor maligno que se produce a partir de células
cartilaginosas. El condrosarcoma primario es muy poco comun, aparece
principalmente en el hueso, y se encuentra en los nifios. El condrosarcoma
secundario se debe a defectos benignos del cartilago como osteocondroma o
encondroma.

*Angiosarcoma: Sarcoma que se origina en la capa més interna - endotelio -
de los vasos sanguineos, o vasos linfaticos, de cualquier tejido del organismo. Es
una variedad de sarcoma poco frecuente que representa el 2% del total de
sarcomas extirpados. Aparece con mds frecuencia en areas de la cabeza, cuello,
mama, hueso, higado y bazo. Es un tumor bastante agresivo y de rdpido
crecimiento que tiene la particularidad de tender a reproducirse en el mismo lugar
en el que se ha extirpado, por ello la cirugia no siempre es satisfactoria y se suele

complementar con tratamientos de quimioterapia o radioterapia.

-Leucemia: se origina en el tejido hematopoyético, a partir de la transformacioén de
células hematopoyéticas; generalmente comienza en la médula dsea y se extiende
por la sangre a otras partes del cuerpo, incluyendo los ganglios linfaticos. En la

leucemia no existe tumoracioén, sino que se afecta la sangre y la médula 6sea. Se
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clasifican en funcién del tipo de célula alterada en: leucemia mieloide y leucemia
linfoide.
Asimismo, en funcion del estado de maduracion de las células, se pueden
diferenciar:
*Leucemia aguda: formada fundamentalmente por células inmaduras.
*Leucemia crénica: constituida por células que se encuentran en el tltimo

paso de la maduracion.

-Linfoma: neoplasia que se desarrolla en el sistema linfatico, que forma parte del
sistema inmunitario. Es una proliferacion maligna de linfocitos, generalmente
dentro de los nédulos o ganglios linfaticos, pero que en ocasiones también afecta a
otros tejidos como el higado o el bazo. Los dos tipos principales de linfomas son el
linfoma de Hodgkin y los linfomas no-Hodgkin (AECC, Asociacién Espafiola

Contra el Cancer 2014, www.aecc.es).

-Mieloma: tipo de céncer cuyo origen es la médula 6sea y que se produce por una
proliferacién descontrolada de las células plasmaéticas, que forman parte del
sistema inmune, encargadas de la produccién de anticuerpos en respuesta a
infecciones y enfermedades de origen externo. Es una enfermedad relativamente
frecuente que incide principalmente en personas mayores de 50 afios; es

responsable del 10 % de los canceres hematologicos.

2-Epidemiologia del cancer

El céncer es una de las principales causas de muerte a escala mundial y por ello un
problema de salud prioritario. En 2012, por ejemplo, fue la causa de 8,2 millones
de defunciones (O.M.S., Organizacion Mundial de la Salud 2012,
http:/ /www.who.int/es/). Cada afio la incidencia del cancer aumenta en Espafia
(tabla 1), pero también disminuye su mortalidad, lo cual refleja los avances en el
diagnostico precoz y su tratamiento. El envejecimiento de la poblacién y la

supervivencia cada vez mayor de los enfermos de cancer han supuesto un
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aumento significativo del ntimero de pacientes que padecen o han padecido

cancer.

Tabla 1. Incidencia de cancer (excluyendo cincer de piel no melanoma) en Espafia en 2012 y
prediccién para 2015. (Ferlay y cols., 2012).

Numero estimado de nuevos casos [ Hombre |  Mujer | Ambos sexos |

2012 128550 86984 215534
< 65 afios 46202 39225 85427
> = 65 afios 82348 47759 130107
2015 135954 91122 227076
< 65 afios 48555 40487 89042
> = 65 afos 87399 50635 138034
Cambio demogrifico 7404 4138 11542
< 65 afios 2353 1262 3615
> = 65 afios 5051 2876 7927

Los tipos de cancer mas frecuentes son el cancer de pulmén, higado, estémago,
colon, mama y eséfago. Existen diferencias entre hombre y mujeres a la hora de
desarrollar cancer, siendo la incidencia mayor en hombres respecto a mujeres asi

como también lo es el incremento previsto para 2015 (figura 1).

Homb i i
ombre 135954 Incidencia en 2012

[ Efecto demografico
Mujer 91122

Ambos 227076
SEeX0s
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Figura 1. Incidencia de cancer en Espafia en ambos sexos en 2012 y prediccion para 2015. (Ferlay
y cols., 2012).

Ademas, las localizaciones més frecuentes de cdncer también son diferentes segtn
el sexo, siendo mas frecuente en hombres el cancer de préstata y pulmon, y en

mujeres el cancer de mama y el colorrectal (tabla 2)
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Tabla 2. Localizaciones de cincer mas frecuentes en Espafia en 2012 (segtn total de n° de casos,
siguiendo orden decreciente). (Ferlay y cols., 2012).

I° Prostata Mama Colorrectal
2° Pulmoén Colorrectal Prostata
3° Colorrectal Cuerpo de Utero Pulmon
4° Vejiga Pulmon Mama
5° Estomago Ovario Vejiga

En 2013, la OMS puso en marcha el Plan de Accién Global para la Prevencion y el
Control de las Enfermedades No Transmisibles 2013-2030 que tiene como objetivo
reducir la mortalidad prematura en un 25% por el cancer, enfermedades

cardiovasculares, diabetes y enfermedades respiratorias crénicas.

La OMS y el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer, organismo
especializado que depende de ella, colaboran con otras organizaciones de las
Naciones Unidas y asociados con el fin de aumentar el compromiso con la
prevencion y control del cancer, coordinar la investigacion y fortalecer los sistemas

de salud locales y nacionales.

3-Genes y cancer

La identificaciéon e interpretacion de las alteraciones genéticas presentes en la
célula cancerosa han sido objetivo de la investigacion oncolégica durante més de
un siglo. La secuenciaciéon exhaustiva del genoma del cancer en una amplia
variedad de tumores humanos ha supuesto un avance muy importante a la
investigacion del cancer. En los proximos afios se dispondrd de catdlogos
completos de mutaciones somaticas en decenas de miles de distintos canceres
humanos. Esta informacién genética estd ya siendo utilizada para mejorar el
diagnostico y dirigir el tratamiento de esta enfermedad.

El céncer es una enfermedad genética y epigenética con mutaciones somaticas en
una o varias células que se expanden clonalmente de manera no regulada junto a
cambios epigenéticos que se heredan de forma estable en cada divisién celular.

Las mutaciones somaticas pueden ser de diversos tipos: sustituciones, inserciones
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o deleciones de bases; reordenamientos més extensos, variaciones en el nimero de
copias, etc. Los genes que participan en la carcinogénesis constituyen un
subconjunto especifico del genoma cuyos productos proteicos estdn implicados en
actividades celulares tales como la progresiéon a través del ciclo celular, la
reparacion de dafio en el ADN y la adhesion celular (Stratton, 2011).
El 90-95% de los individuos que desarrolla un cancer lo hace de forma espontanea,
es decir, no existe ningtin factor hereditario que aumente su probabilidad de
padecer la enfermedad. En estos casos la enfermedad suele aparecer a una edad
avanzada y generalmente como consecuencia de la acumulacién gradual de las
mutaciones somaticas ocurridas desde el estado de embrion hasta la edad adulta
del individuo. Existe, en cambio, un pequefio porcentaje de pacientes, entre un 5y
un 10%, en el que la aparicién del cadncer guarda una estrecha relacion con la
presencia de factores genéticos de susceptibilidad que porta el individuo desde su
nacimiento. Se habla entonces de cancer hereditario, que son consecuencia de
mutaciones germinales en genes concretos que incrementan la susceptibilidad
para padecer un céncer. Esta susceptibilidad se transmite entre los miembros de la
familia de acuerdo a distintos patrones de herencia aunque no implica la certeza
de desarrollarlo en todos los casos. En los tultimos afios se han identificado
alrededor de 50 genes implicados en otros tantos sindromes de predisposicion
hereditaria al cdncer y se han desarrollado técnicas para su estudio y la
caracterizacion de sus mutaciones (Cascon, 2011).

* Protooncogenes y oncogenes
Los protooncogenes son genes incluidos en el genoma humano que regulan el
crecimiento y la diferenciacion celular. Las proteinas se expresan en diferentes
momentos del ciclo y son imprescindibles para su regulacién. Determinados
cambios estructurales y/o funcionales en los protooncogenes contribuyen a la
malignizacién de la estirpe celular, convirtiéndolos en oncogenes. Estos oncogenes
originan proteinas con expresiéon/funciéon alterada que favorece el crecimiento
y/o la invasividad tumoral (Todd y cols., 1999).
La investigacion de estos genes ha ido asociada a los avances que se han realizado

en biologia molecular sobre los oncogenes virales. De esta manera se descubri6 la
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relacion entre el virus del papiloma humano (HPV) y el cancer de cérvix, virus de
la hepatitis B (VHB) y cancer hepético, o virus de Epstein-Barr (VEB), y linfoma de
Burkitt y el carcinoma nasofaringeo, entre otros.

Los oncogenes solo precisan estar mutados en un alelo para que se produzca la
sobreexpresion de una proteina dada y ésta ejerza su acciéon promotora. El
paso/activacion de protooncogén a oncogén se puede producir por diferentes
mecanismos:

-Translocacion: cuando una parte de un cromosoma se liga a otro. El
resultado es un hibrido de cromosoma, detectable en el cariotipo. Esto da lugar a
una alteracion en la transcripciéon del ADN.

-Mutaciones puntuales: sustitucion de un par de bases por otro par en una
secuencia de ADN, por ejemplo G:C por A:T.

-Amplificacion: una de las copias de un gen se multiplica miles de veces,
aumentando su tasa de expresion y dando lugar a la amplificacion del gen. Es uno
de los mecanismos més habitualmente implicados en la carcinogénesis.

-Mutagénesis por insercion: producida por la inserciéon del ADN del virus en
el genoma del huésped.

Entre los virus oncogénicos, podemos distinguir entre los pertenecientes al grupo
de los retrovirus y los pertenecientes al grupo de los ADN-virus.

En una infeccién retroviral, el virus se integra en el cromosoma de la célula
infectada, previa conversion de su ARN en cadena doble de ADN en el
citoplasma. Este provirus puede insertarse en el genoma cerca de un
protooncogén. Cuando el virus se reproduce, el protooncogén (o parte de él)
puede incorporarse en el genoma viral. Tras ciclos repetidos de infeccion viral y
reproduccién, el protooncogén que porta puede mutar y/o reordenarse en el
genoma de modo que se convierte en oncogén. Algunos ejemplos de estos virus
son los virus de la leucemia humana 1y 2 (HTLV-1y HTLV-2).

Por otro lado, los ADN-virus se integran en el genoma del huésped de forma
permanente. Pueden expresar de esta manera genes como El1A y E1B que

inactivan p53 y pRB, y también estimular la ciclina A y E. Algunos ejemplos son el
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Ag E1A de los adenovirus, el Ag T del SV-40, y la proteina E6 en el HPV. Se han
constatado tres tipos de virus con importancia oncogénica clinica (Chial, 2008):
-Los herpesvirus, como el virus de Ebstein-Barr en relaciéon con linfoma Burkitt y
el carcinoma nasofaringeo.
-Los hepadnavirus, como el virus de la hepatitis B en relacion con el
hepatocarcinoma.
-Los papilomavirus en relacién con el carcinoma de cérvix, anorrectal, eséfago y
piel.

*Genes supresores de tumores
Los genes supresores de tumores controlan el ciclo celular evitando el crecimiento
excesivo e inhiben el crecimiento celular en condiciones normales. Cuando se
produce una mutacién en estos genes, sus proteinas no se expresan o dan lugar a
proteinas no funcionales, favoreciendo la carcinogénesis al no existir un control de
la proliferacion celular. Para que estos genes supresores adquieran su capacidad
oncogénica, necesitan sufrir mutaciones independientes en ambos alelos, de
manera que pierdan completamente su capacidad funcional. Como consecuencia,
el crecimiento celular queda sin regulacién, produciéndose una proliferaciéon
descontrolada que puede conducir a la formacién de tumores. La alteracion, por lo
tanto, se manifiesta con caracter recesivo. También puede ser heredada esta
alteracion en la linea germinal, lo que explicaria el caracter hereditario de
determinados tumores cuya frecuencia es elevada en una misma familia. En este
caso, uno de los alelos ya se hereda alterado, por lo que s6lo se necesita una
mutaciéon en el otro alelo para que se manifieste la enfermedad (sensibilidad
familiar).
Los mecanismos por los cuales se puede alterar la expresion de los genes
supresores son similares a los descritos para los protooncogenes. Son numerosos

los genes supresores de tumores estudiados, entre los mas conocidos tenemos p53,

retinoblastoma (RB), DCC, MCC, APC, NF1, NF2 y WT-1 (Sherr, 2004).
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4-Epigenética y cancer

La epigenética estudia procesos quimicos que regulan la cromatina sin afectar a la
secuencia del ADN. En los tltimos afios estos procesos han adquirido un especial
protagonismo en el estudio del genoma humano. Los procesos epigenéticos tienen
un papel fundamental en la regulacion de la diferenciaciéon celular y sus
alteraciones estan relacionadas con numerosas patologias como el cancer.

La metilacion del ADN genémico es una de las modificaciones epigenéticas mas
estudiadas. En mamiferos, la metilacion ocurre principalmente en citosinas
seguidas de guaninas (dinucleétidos CpG). Los dinucleétidos CpGs se encuentran
distribuidos de manera asimétrica en el genoma humano. Asi, las regiones
promotoras de muchos de genes tienen una elevada densidad de estos
dinucle6tidos que se agrupan en unas estructuras denominadas islas CpGs. En
células sanas, estas islas CpG estdn generalmente no metiladas. Sin embargo,
muchas de estas islas se hipermetilan aberrantemente en el cancer. La
hipermetilaciéon de las mismas se asocia normalmente con la represion de la
expresion del gen en el que se encuentran. Por tanto, cuando la hipermetilacion
ocurre en genes supresores de tumores, favorece de forma especifica el proceso
tumoral.

Otro tipo de modificaciones epigenéticas importantes son las modificaciones
postranslacionales de las histonas. Se trata de modificaciones reversibles que
tienen lugar en su cola amino-terminal y que incluyen acetilacién de lisinas y
argininas, metilacion de lisinas, fosforilacion de residuos de serina vy
ubiquitinizacion de lisinas entre otras. Estas modificaciones quimicas estdn
mediadas por enzimas como las acetil transferasas de histonas (HATSs), metil
transferasas de histonas (HMTs), deacetilasas de histonas (HDACs) y demetilasas
de histonas (HDMs). Se ha propuesto que la combinaciéon de las diferentes
modificaciones de las histonas podria participar en la regulacién de las funciones
de la cromatina (grado de compactacion, estabilidad gendmica, regulacion de la

expresion génica, etc.) (Feil y cols., 2012).
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5-Tratamiento del cancer

En los dltimos 30 afios el tratamiento del cancer ha evolucionado
significativamente en la medida que se han perfeccionado las diferentes
modalidades terapéuticas. El desarrollo de un abordaje multidisciplinar ha
incrementado la probabilidad de recibir un tratamiento curativo eficaz y
personalizado (Ross y cols., 2005).

Los tratamientos existentes son muy variables y dependen de un gran ntamero de
factores que incluyen el tipo de céncer, el lugar del cuerpo donde se desarrolla el
tumor, el tamafio del tumor asi como el estado fisico del paciente. Los diferentes
tipos de tratamientos se wutilizan normalmente combinados, ya sea
simultdineamente o secuencialmente. Algunos de los tratamientos més comunes
usados para el tratamiento contra el cdncer son los siguientes:

-Cirugia: es el tratamiento mas antiguo para el cdncer y muchas veces la primera
eleccion para tratar los tumores sélidos. En los casos donde el cancer se detecta en
un estadio temprano, la cirugia puede ser suficiente para curar al paciente y
eliminar todas las células cancerosas. Se aplica especialmente en aquellos casos en
los que el tumor esta bien delimitado y no se ha extendido a otras partes del
cuerpo. Gracias a los avances de las técnicas quirtrgicas cada vez es més factible
retirar el tumor sin causar dafios en los tejidos sanos o en las funciones vitales de
los o6rganos; sin embargo, es habitual extirpar parte del tejido circundante
(denominado margenes) (AACR Cancer Progress Report 2011, American Cancer
Society).

Hoy en dia, la cirugia es una importante arma terapéutica para la prevencion del
cancer. Cuando se conoce de antemano que una persona tiene una elevada
probabilidad de desarrollar cancer, se hace necesaria una intervenciéon quirtrgica.
Esta situacion se presenta, por ejemplo, en las personas que tienen polipos en el
colon, los cuales pueden ser premalignos. En tal caso, la cirugia de extirpacion se
considera una medida preventiva. Otras situaciones de alto riesgo se presentan
cuando hay una predisposiciéon genética; tal es el caso del gen BRCA-1 en el caso

del cdncer de mama, en el que se sugiere a las pacientes la extirpacién preventiva
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de la glandula mamaria, puesto que las mujeres con esta mutacién presentan un

80% de probabilidad de desarrollar dicho cdncer (Hartmann y cols., 1999).

-Radiacién: La radioterapia consiste en administrar radiacién ionizante que es
capaz de alterar el ADN de las células. Dicho efecto es mas notable en células en
divisién activa y rdpida, y es menor en las células que permanecen sin cambios o
que se dividen despacio. Por ello afecta a las células cancerosas, pero también a
otras células sanas con un alto indice proliferativo como es el caso de las células
sanguineas, células de los foliculos pilosos o células que recubren el tracto
gastrointestinal, de ahi sus efectos secundarios.

Este tipo de tratamiento puede ser utilizado en conjunto con la cirugia y/o con
otros tratamientos quimioterapicos. La radiaciéon se utiliza frecuentemente antes
de la cirugia con el objeto de reducir el tumor todo lo posible si bien se puede
aplicar también después de la cirugia para prevenir recidivas. Mas de la mitad de
todas las personas que padecen cancer reciben algan tipo de radioterapia.

Para algunos tipos de cancer, la radioterapia sola resulta un tratamiento eficaz; sin
embargo, otros tipos de cancer responden mejor a los enfoques de tratamientos
combinados, que pueden incluir radiacién mdés cirugia, quimioterapia o

inmunoterapia (N.C.I.,, National Cancer Institute 2008, http:/ /www.cancer.gov/).

-Quimioterapia: La quimioterapia puede definirse como el uso de diferentes
farmacos (solos o en combinacién) en el tratamiento de las enfermedades
neoplasicas cuya funcién es impedir la reproducciéon de las células cancerosas y
detener su crecimiento. Estos farmacos, también denominados citostaticos o
tarmacos citotoxicos, tienen una gran limitacién que es su escasa especificidad.
Debido a esta inespecificidad, estos farmacos afectan también a las células y
tejidos normales del organismo, sobre todo a aquellos que tienen una divisién
muy activa (como son las células sanguineas, los foliculos pilosos y las células del
epitelio de la boca, estomago e intestino), lo que provoca ciertos efectos

secundarios: importante pérdida de pelo, trastornos gastrointestinales (nduseas,
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vomitos, anorexia, cambios en el sentido del gusto, estrefiimiento, diarrea, pérdida
de peso, etc.), dafos en el rifién o en los nervios periféricos, etc.

Los objetivos de la quimioterapia dependen del tipo de céncer, del estadio en el
que se encuentre el tumor y de si se ha diseminado. La quimioterapia puede
administrarse antes del tratamiento quirargico o del tratamiento con radioterapia
(en cuyo caso se denomina quimioterapia neoadyuvante) con la finalidad de
evaluar la efectividad del tratamiento y disminuir el tumor pudiendo mejorar los
resultados de la cirugia y de la radioterapia posterior.

En otras ocasiones la quimioterapia se administra después del tratamiento
principal (quimioterapia adyuvante), como es la cirugia, con el objetivo de
disminuir la posible diseminacién a distancia del cancer. Cuando el tratamiento
quimioterdpico y la radioterapia se administran a la vez, hablamos de
quimiorradioterapia o radioquimioterapia concomitante. En este caso, el fin es
potenciar el efecto local de la radiacién y actuar de forma sistémica con la
quimioterapia (Airley, 2009).

Existen mas de 100 farmacos antineoplasicos que habitualmente se usan en
combinacién, entre los cuales se encuentran agentes alquilantes cuyo mecanismo
de acciéon general es dafiar el ADN incorporando grupos alquilo y evitando asi la
duplicacién celular, sustancias analogas de componentes naturales como el 5-
fluoracilo, alcaloides vegetales, antibiéticos antitumorales e inhibidores de las
topoisomerasas. Los tratamientos habituales de quimioterapia incluyen la
asociacion de varios citotoxicos que acttian con diferentes mecanismos de accidn,
sinérgicamente, con el fin de disminuir la dosis de cada farmaco individual y
aumentar la potencia terapéutica de todas las sustancias juntas (tabla 3) (Corrie,

2011).
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Tabla 3. Combinaciones de quimioterapicos mas habituales en algunos de los cianceres mas
comunes. (Corrie y cols., 2011).

Tipo de cancer Acrénimo Farmacos
CMF Ciclofosfamida, metotrexato, fluorouracilo
Mama
Adriamicina ® (doxorrubicina),
AC . .
ciclofosfamida
Mustina (mostaza nitrogenada), Oncovin®
MOPP ncristi bazi dnisol
Lt €t Hadlkin (vincristina), procarbazina, prednisolona
Adriamicina ® (doxorrubicina), bleomicina,
ABVD . ) .
vinblastina, dacarbazina
Ciclofosfamida, hidroxidaunorrubicina
Linfoma no Hodgkin CHOP (doxorrubicina),  Oncovin®  (vincristina),
prednisolona
Tumor de células .. . . .
; BEP Bleomicina, etoposido, cisplatino
germinales
ECF Epirubicina, cisplatino, fluorouracilo
Estémago
ECX Epirubicina, cisplatino, capecitabina
Vejiga MVAC Metotrexato, vincristina, cisplatino
Pulmén CAV(E) Clclofosfarnn'lda, - {\drlamlcmé ®
(doxorrubicina), vincristina (etoposido)
Colorrectal FOLFOX Fluorouracilo, dcido polinico, oxaliplatino

-Vacunas: Las vacunas contra el cancer estdn disenadas para reforzar la capacidad
natural del organismo para defenderse, por medio del sistema inmunitario, de las
células cancerosas. Las vacunas generalmente contienen proteinas que se
encuentran o que son producidas por las células cancerosas y al administrarlas el

objetivo se centra en aumentar la respuesta inmune del cuerpo contra las mismas.

Las vacunas contra el cancer son medicamentos que pertenecen a una clase de
sustancias conocidas como modificadores de la respuesta biolégica. Los
modificadores de la respuesta bioldégica trabajan al estimular o restaurar la
capacidad del sistema inmunitario para combatir las infecciones y enfermedades.
Se diferencian dos tipos generales de vacunas contra el céncer: las vacunas

preventivas o profilacticas, cuya finalidad es impedir que se forme el cancer en
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personas sanas; y las vacunas de tratamiento o terapéuticas, cuyo fin es el
tratamiento del céncer ya existente reforzando las defensas naturales del

organismo (Lollini y cols., 2006).

La Agencia de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) ha
aprobado dos tipos de vacunas profilacticas del cancer: vacunas contra el virus de
la hepatitis B, el cual puede causar cancer de higado, y vacunas contra los virus
del papiloma humano tipos 16 y 18, los cuales son responsables de 70% de los
casos de cancer de cuello uterino o cérvix. La FDA también ha aprobado una
vacuna para el tratamiento de cancer en algunos hombres con cédncer de prostata

metastatico (Parmiani y cols., 2007).

Aunque los investigadores han identificado muchos antigenos asociados con el
cancer, estas moléculas varian mucho en su capacidad de estimular una fuerte
reacciéon inmunitaria. La identificacion de nuevos antigenos asociados con el
cancer que pueden resultar mas efectivos en estimular las reacciones inmunitarias
que los antigenos ya conocidos asi como la creacion de métodos para mejorar la
capacidad de los antigenos asociados con el cancer para estimular el sistema
inmunitario son dos areas importantes de investigaciéon. Actualmente, se estan
creando vacunas de tratamiento contra muchos tipos de cancer y las estdn
probando en estudios clinicos. También se estan realizando investigaciones para
determinar como combinar muchos antigenos dentro de una sola vacuna de
tratamiento del cancer para producir reacciones inmunitarias 6ptimas contra esta

enfermedad (Schlom y cols., 2007).

-Inhibidores especificos: El desarrollo de los inhibidores especificos representa un
enfoque nuevo hacia los tratamientos para el cancer. Estos farmacos inhiben
especificamente la funcién de ciertas proteinas impidiendo el crecimiento y
division de las células cancerosas. No son directamente téxicos, ya que sélo
afectan a las células tumorales, por lo que poseen pocos efectos secundarios.

La especificidad de estos medicamentos también posee una desventaja: bloquear

un solo proceso de la célula cancerosa puede ser suficiente pararetardar su
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proliferacién, pero a veces no es suficiente para eliminarla. Es por ello que se
utilizan varios tipos de medicamentos especificos junto con la quimioterapia
convencional. La combinacién de un medicamento especifico que es capaz de
bloquear funciones concretas de la célula cancerosa, junto con el uso de la
quimioterapia convencional, resulta una estrategia mas poderosa para erradicar el
tumor (U.S. National Cancer Institute 2014; www.cancer.gov).

La identificacion de mutaciones activadoras en BRAF en el 50-60% de los
melanomas abri6 la puerta a la investigacion de la terapia dirigida. Sorafenib, un
inhibidor de las quinasas RAF, ha demostrado un moderado efecto inhibidor de la
actividad de la via de las MAPKSs, y poca eficacia clinica cuando es usado como
tnico agente de tratamiento. Sin embargo, se han desarrollado inhibidores de
BRAF mas potentes y selectivos: PLX4032 (vemurafenib, RG-7204, Zelboraf®) y
GSK2118436. Estos farmacos interrumpen la via de las MAPKSs sé6lo cuando el gen
BRAF contiene la mutacién V600E. Un ensayo clinico de fase III demostré que el
tratamiento con PLX4032 reduce el tumor e incrementa la supervivencia en
pacientes con la mutaciéon V600E en BRAF de manera mas significativa que el
tratamiento con dacarbazina. La F.D.A aprové Zelboraf® (Hoffmann-La Roche
Inc.) el 17 de agosto de 2011 para el tratamiento del melanoma metastasico (U S
Food and Drug Administration; /fwww.fda.gov/).

GSK2118436 también ha mostrado su eficacia en ensayos clinicos de fase I. La
ventaja esperada de este farmaco sobre el anterior es su actividad antitumoral en
el cerebro, ya que vemurafenib no acttia contra las metéstasis cerebrales debido a

su dificultad para cruzar la barrera hematoencefélica (Flaherty, 2011).

-Anticuerpos monoclonales: Los anticuerpos monoclonales son un tipo
relativamente nuevo de terapia dirigida contra el cancer. Estos anticuerpos son
disefiados para que se unan a antigenos especificos expresados en las células
tumorales y ausentes, o con baja expresién, en células normales. Este tipo de
tratamiento permite dirigir el tratamiento hacia células especificas, causando una
menor toxicidad para las células normales (Creus y cols., 2002). La terapia con

anticuerpos monoclonales puede usarse s6lo en cdnceres cuyos antigenos (y sus
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respectivos anticuerpos) hayan sido identificados. Existen varios farmacos de este
tipo como Alemtuzumab, Gemtuzumab ozogamicina, Rituximab, Trastuzumab,

Ibritumomab tiuxetan que ya se usan para el tratamiento de algunos canceres

(Dillman y cols., 2011).

-Nanomedicina:

Dentro de los avances tecnolégicos mds recientes para el tratamiento contra el
cancer, la nanomedicina y nanotecnologia son una de las vertientes mas
prometedoras. La nanotecnologia se define como el estudio y desarrollo de
sistemas a escala nanométrica; y su aplicaciéon a la medicina, nanomedicina. Esta
disciplina se encuentra en plena expansion y se estan desarrollando importantes
avances en el diagnéstico y tratamiento de diversas patologias. Actualmente
existen en uso apenas una decena de medicamentos fruto de la nanotecnologia
para el tratamiento del cancer.

Lo habitual en la quimioterapia para el tratamiento del cancer es utilizar altas
dosis de drogas muy potentes como la mitomicina C o la camptotecina, para
inducir una respuesta efectiva y destruir las células tumorales. La muerte celular
generalmente es proporcional a la exposicién al farmaco antitumoral. La solucién
ideal seria la administracion de wuna concentracién efectiva de agentes
antitumorales que tuviera gran selectividad de accion sobre los tejidos tumorales
(U.S. National Cancer Institute 2014; www.cancer.gov).

En los altimos afios se han desarrollado sistemas basados en polimeros hidréfilos
reticulados para la liberacién de farmacos que tienen gran interés a nivel quimico
para la ciencia de los materiales y especialmente para su aplicacién en
farmacologia. Estos “sistemas inteligentes” mejoran la eficacia de los farmacos y
reducen muy significativamente los efectos adversos.

Los nanogeles o nanohidrogeles son particularmente ttiles para la liberacion
selectiva de farmacos debido a su pequefio tamafio (10-100 nm) ya que en su
interior pueden incorporar y retener fluidos biolégicos. Ademas, en su superficie
pueden conjugarse con moléculas especificas que les permitan unirse a

determinadas células diana de forma muy selectiva debido a la interaccién del
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ligando conjugado con su receptor especifico en la superficie de las células diana.
En el interior de la célula diana, los nanogeles liberan su contenido en respuesta a
cambios de pH o de temperatura. La variacion en cualquiera de estos dos
parametros provoca cambios estructurales en el material que fundamentan su
potencial aplicacion en biomedicina. En el caso de los nanogeles sensibles a
cambios de pH del medio, una pequefia variaciéon en el pH hace que el nanogel se
hinche, lo que conlleva el aumento del tamafio de los poros de la red polimérica,
facilitando asi la liberacién de los farmacos (Blanco y cols., 2010).

El acido félico es un miembro de la familia de la vitamina B que juega un papel
fundamental en la supervivencia celular participando en la sintesis de acidos
nucleicos y aminoécidos (Cortes y cols., 2000). Esta vitamina esencial es también
un ligando de alta afinidad que aumenta la especificidad si se conjugan con los
tarmacos antitumorales y se utilizan contra células tumorales positivas para el
receptor del acido félico (FR). Se ha demostrado que el FR esta sobreexpresado en
mas del 90% de los carcinomas de ovario, rifién, cerebro, pulmén y mama; en
cambio, la mayor parte de los tejidos normales presentan niveles inferiores
(Vergote y cols., 2015).

El FR es una proteina de anclaje al glicosilfosfatidilinostol que interacttia con alta
afinidad con el acido félico conjugado en la nanoparticula y la célula inicia el
proceso de endocitosis mediada por receptores. Los endosomas se fusionan con el
lisosoma y la variacion de pH hace que cambie la conformacién del nanogel

liberando el farmaco que contiene en su interior.

-Tratamiento con células madre: Las células madre adultas se han utilizado
durante décadas para tratar ciertos tipos de cancer a través de trasplantes de
médula 6sea. Los trasplantes de médula 6sea y de células madre de sangre
periférica se usan comtnmente en el tratamiento de leucemias y linfomas, pero
también se emplean para el tratamiento de otros cadnceres como el neuroblastoma
y el mieloma multiple (AACR Cancer Progress Report 2013, American Cancer
Society).
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El trasplante de médula 6sea y el trasplante de células madre de sangre periférica
son procedimientos que restauran las células madre que se destruyen por las dosis
elevadas de quimioterapia o de radioterapia. El trasplante de células
hematopoyéticas reduce los efectos secundarios de la quimioterapia. Este es un
tratamiento vital y con frecuencia puede salvar la vida del paciente debido a que
la quimioterapia y la radioterapia afectan generalmente las células que se dividen
con rapidez.

Puesto que las células de la médula 6sea se dividen con frecuencia, los
tratamientos con dosis elevadas de citotoxicos pueden dafiar gravemente o
destruir la médula 6sea del paciente. Si la médula 6sea del paciente no esta sana, el
paciente no puede producir glébulos sanguineos necesarios para transportar
oxigeno, para combatir las infecciones y para impedir las hemorragias. Los
trasplantes de médula 6sea y de células madre de sangre periférica remplazan las
células madre destruidas por el tratamiento. Las células madre sanas
trasplantadas pueden restaurar la capacidad de la médula ésea para producir los

globulos sanguineos que necesita el paciente.
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II-MUERTE CELULAR

La muerte celular es consecuencia de la pérdida de estructura o energia de la
célula (Clark, 1991). Ocurre debido a la incapacidad de las células para revertir el
dafio sufrido por algtn tipo de agente endégeno o exégeno. La muerte celular es
un proceso estrechamente relacionado con el desarrollo fisiol6gico normal de los
tejidos y también juega un papel fundamental como mecanismo de defensa contra
numerosas enfermedades humanas, entre ellas el cancer.

Aunque durante muchos afios las investigaciones en el campo de la muerte celular
han estado dominadas por criterios morfolégicos, son posibles varias
clasificaciones en funciéon de distintos pardmetros, entre ellos: criterios

bioquimicos, caracteristicas inmunolégicas y aspectos funcionales.

1-Clasificacién de la muerte celular

La nomenclatura y clasificacién utilizada en relacién a la muerte celular ha sido
confusa a lo largo de los afios. Uno de los primeros intentos por clasificar los
fenotipos de muerte celular, basado en el andlisis morfolégico de modelos del
desarrollo, fue realizado por Schweichel y Merkel en 1973, quienes identificaron 3
tipos de muerte celular, posteriormente reconocidas como apoptosis, autofagia y
necrosis (Scheweichel y cols., 1973).

Desde entonces se han realizado numerosas clasificaciones y debido a la
discrepancia existente en la bibliografia en 2005 se cre6 un comité de
nomenclatura sobre la muerte celular (NCCD, The Nomenclature Committee on Cell
Death) con el fin de unificar criterios. Este comité ha emitido publicaciones de
forma periddica (Kroemer y cols., 2005; Kroemer y cols., 2009; Galluzzi y cols.,
2012); segtin la aultima clasificacién realizada en el 2011 (tabla 4), existen diferentes

mecanismos que pueden conducir a la muerte celular.
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Tabla 4. Clasificacién funcional basada en caracteristicas bioquimicas de los tipos de muerte
celular. (Galluzzi y cols., 2012).

Dependencia
Nomenclatura Bioquimica Inhibidores
de caspasas
-Disminucién de EGFR.
-Inhibicién de ERK1.
-Sobreexpresién de Bel-2.
Anoikis -Ausencia de Bl-integrina. ++
-Administracién de Z-VADfmk.
-Sobreexpresion de BIM.
-Activacién de caspasa-3, -6y -7.
-Inhibidores VPS34.
Muerte celular -Lipidacién de MAP1LC3.
- Silenciamiento de AMBRAI,
asociada a autofagia  -Degradacion de SQSTM1/p62
ATG5, ATG7, ATG12 6 BCN1.
Apoptosis intrinseca
-MOMP. -Sobreexpresién de Bel-2.
dependiente de ++
-Disipacién irreversible del AYm. -Administracién de Z-VADfmk.
caspasas
Apoptosis intrinseca
-Liberacién de proteinas IMS.
independiente  de == -Sobreexpresion de Bcl-2.
-Inhibicién de la cadena respiratoria.
caspasas
-Activacién transglutaminasas y de la -Silenciamiento de las caspasa-14,
Cornificacién +
caspasa-14. de TG1, TG3 6 TG5.
-Silenciamiento de la
Entosis -Activacién de RHO y de ROCKI. -=
metalotionina.
-Expresién de CrmA.
Apoptosis extrinseca -Sefalizacién de receptores mortales.
-Silenciamiento de la caspasa-3 y
por receptores  Activacion de caspasa-3, -6, -7,-8 y -10. ++ g
mortales -Proteolisis de BID y MOMP. -
-Administracién de Z-VADfmk.
-Sefializacion ~ por  receptores de
Apoptosis extrinseca -Silenciamiento de la caspasa-3, -
dependencia.
por receptores de ++ 9y PP2A.
-Activacién de DAPKI.

dependencia

-Activacién de caspasa-3, -6, -7 y 9.

-Activacién de caspasa-2, de TP53 y

-Administraciéon de Z-VADfmk.

-Silenciamiento de TP53 y de la

Catastrofe mitética TP73. ==
caspasa-2.
-Arresto mitético.
-Administracion de
-Senalizacién por receptores mortales.
necrostatinas.
Necroptosis -Activacién de RIP1 y/o RIP3. ==
-Silenciamiento de RIP1 y/o
-Inhibicién de caspasas.
RIP3.
-Inhibicién de caspasas. -Inhibicién de la autofagia.
Netosis -Liberacién de NET. == -Silenciamiento de PADA4.
-Activacién de NADPH oxidasa. -Inhibicién de NADPH oxidasa.
-Disipacién irreversible del AYm.
Partanatos -Acumulacion de PAR mediada por -- -Inhibicién de AIF y PARP1.

PARP1.
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-Deplecion de NADH y ATP.

-Translocacién nuclear de AIF y unién

de AIF a PAR.

-Activacién de la caspasa-1y -8. -Administraciéon de Z-YVADfmk.
Pirotosis ++

-Secrecion de IL-1p e IL-18. -Silenciamiento de la caspasa-1.

Como se aprecia en la tabla 4, existen muchos tipos de muerte celular pero solo
algunos tienen importancia desde el punto de vista farmacolégico en las células
tumorales. Por ello, esta introduccién se centrard, fundamentalmente, en los
mecanismos de muerte celular por apoptosis y muerte celular asociada a

autofagia.

2-Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular estrictamente controlado a través
del cual la célula se autodegrada sin dafar a las células colindantes. Es un proceso
coordinado y dependiente de energia que implica la activacién secuencial de
diferentes vias moleculares responsables de las caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas de la célula.

La pérdida de la regulacion de la apoptosis, tanto por exceso como por defecto, es
la causa de numerosas patologias. Una de las caracteristicas del cancer es la
pérdida de la capacidad apoptotica de las células; ahi radica el gran interés en el

estudio terapéutico de farmacos inductores de apoptosis.

Figura 2. Aspectos morfolégicos
de la apoptosis mediante
microscopia electrénica de
transmisién. Apoptosis en
fibroblastos de ratéon 3T3. Se puede
observar la alteracion de la
membrana  plasmatica y la
formaciéon de blebbs apoptoticos
(flechas) (barra: 5 um).

(Croft y cols., 2005).
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El proceso apoptético implica cambios morfolégicos visibles en la célula. Asi,
inicialmente se produce una constriccién o encogimiento de la membrana (figura
2), disminuye el tamafio celular y se agrupan los organulos, pareciendo el
citoplasma maés denso.

La cromatina se condensa en la periferia, debajo de la membrana celular, en masas
bien definidas (figura 3). Posteriormente el ndcleo se fragmenta, forméndose al
mismo tiempo vesiculas citoplasmaéticas y los denominados cuerpos apoptoéticos.
Estos cuerpos apoptoéticos se componen de citoplasma y organulos empaquetados;
pueden contener también fragmentos nucleares, pero siempre rodeados de
membrana. Son rapidamente fagocitados por los macréfagos y por las células
sanas adyacentes del parénquima, donde se degradan con rapidez dentro de los
lisosomas, gracias a su actividad enzimatica. Seguidamente las células adyacentes
son capaces de migrar o proliferar reemplazando asi el espacio ocupado por la

célula muerta (Galluzzi y cols., 2012).

Figura 3. Cambios ultraestructurales de la apoptosis mediante microscopia electrénica de
transmisién. Apariencia microscépica electrénica de transmisién de las células de eritroleucemia
K562. Fase temprana (A) y tardia (B) de la apoptosis en la que se aprecia la condensacion de la
cromatina y la posterior fragmentaciéon del nucleo. Las flechas apuntan a los nucleolos. Podemos
observar con aumento mayor uno de los nucleolos (B). (Ziegler y cols., 2004).
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2.1-Fases de la apoptosis

El proceso apoptético puede dividirse en 3 etapas: la primera fase es la de
iniciacién, en la cual la célula recibe el estimulo que la conduce a la muerte; la
segunda fase o de ejecucion, es en la que acontecen la mayoria de los cambios
morfolégicos y bioquimicos caracteristicos del proceso; y por dltimo la etapa de
degradacién o eliminacion, en la que los restos celulares son degradados por los
macroéfagos y células adyacentes (Elmore, 2007).

-Fase de iniciacién: la muerte celular puede ser desencadenada por
diferentes sefiales, y dependiendo de la naturaleza del estimulo la via apoptoética
activada sera diferente. Se pueden definir 3 vias de iniciaciéon de la apoptosis: la
via intrinseca, originada generalmente por un estrés biol6gico; la via extrinseca,
provocada por la unién de un ligando a un receptor de membrana asociada a una
sefial extracelular; y la via citotéxica que se produce en la respuesta inmune
mediada por linfocitos T.

-Fase de ejecucién: la célula ya ha recibido la sefial inductora, pierde el
contacto con las células colindantes y empiezan los cambios morfolégicos mas
caracteristicos de la apoptosis. En esta fase se activa la cascada de caspasas y es el
punto donde convergen précticamente todos los estimulos iniciadores de la
apoptosis.

-Fase de degradacién: se compacta la cromatina y se condensa el
citoplasma. Las membranas celulares permanecen intactas, formando unas
protuberancias en sus superficies, que finalmente engloban los organulos
celulares, formando los denominados cuerpos apoptéticos que son fagocitados por

los macroéfagos.

2.2-Rutas apoptoticas
La apoptosis puede ser activada principalmente por dos vias de sefializacion:

-Via intrinseca o mitocondrial: las sehales de muerte provienen del interior
de la célula, normalmente en respuesta a sefiales de estrés celular, dafio en el
ADN, niveles altos de especies reactivas de oxigeno (ROS), infecciones virales o

activaciéon de oncogenes. Las diferentes sefializaciones de estrés celular convergen
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en la mitocondria (figura 4), frecuentemente a través de la activaciéon de las
proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2 (Ortega-Camarillo y cols., 2001). Estas
regulan la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa y la liberacion al
citosol de proteinas apoptogénicas (citocromo ¢, AIF, Smac/DIABLO, etc.), que en
condiciones normales se encuentran retenidas en el espacio intermembrana. La
mitocondria, por tanto, funciona como un reservorio de moléculas proapoptoéticas
(Korsmeyer, 1992; Mikhailov y cols., 2001). Entre éstas la mds conocida es el
citocromo ¢, que al ser liberado al citoplasma se asocia con la proteina adaptadora
Apaf-1, la procaspasa-9 y ATP formando un gran complejo proteico denominado
apoptosoma (Strasser y cols., 2000). La formacién de este complejo provoca la
activacion de la caspasa iniciadora -9, cuya funcién es activar la caspasa-3.

Ambas rutas apoptéticas, intrinseca y extrinseca, convergen a nivel de la
activacion de la caspasa-3.

La salida del citocromo ¢ de la mitocondria al citosol no sélo acttia como un factor
proapoptoético esencial para la formacion del apoptosoma, sino que también da
lugar al desacoplamiento de la fosforilaciéon oxidativa y, por lo tanto, al cese de la
producciéon de ATP, que contribuye también a conducir a la célula a la muerte
(Evany cols., 1998).

Segun la intensidad del estimulo inicial, la muerte celular puede desencadenarse
por apoptosis o necrosis. Un dafio severo con afectacién de la mayoria de la
poblacién mitocondrial provocard una muerte celular por necrosis; un estimulo
moderado que tan s6lo afecte a una parte de la poblacién mitocondrial, permitira
mantener el aporte suficiente de ATP para que concluya el proceso apoptético

(Bossy-Wetzel E y cols., 1998).
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Estrés celular Proteinas antiapoptéticas
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Figura 4. Via intrinseca de la apoptosis. La mitocondria ocupa el eje central de esta via. Una vez
activada Bax/Bak permite la salida de los factores apoptogénicos de la mitocondria. (Adaptado de
Tait y cols., 2010).

-Via extrinseca o mediada por receptores: esta via es inducida por sefiales
de estrés extracelular que son detectadas y propagadas por receptores
transmembrana especificos. La via extrinseca de la apoptosis es iniciada por la
unién de un ligando de muerte, como Fas/CD95 y su ligando (FasL/CD95L),
factor de necrosis tumoral a (ITNFa) y Apo2L/ TRAIL (TNF-related apoptosis
inducing ligand), a sus correspondientes receptores de muerte. De forma
alternativa la via extrinseca de inducciéon de la apoptosis también puede ser
activada por “receptores de dependencia”; éstos s6lo ejercen su funcion letal
cuando la concentracién de su ligando disminuye por debajo de ciertos limites

criticos (Wajant 2002; Schutze y cols., 2008; Mehlen y cols., 2011).
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El factor de necrosis tumoral TNF-a es una citocina compuesta por 185
aminoacidos y descrita por primera vez en 1975 (Carswell y cols., 1975). Se
sintetiza inicialmente como un precursor inactivo de 212 aminoécidos y es
procesada posteriormente por la enzima convertidora de TNF-a, (TACE: TNF-
alpha converting enzyme). Esta enzima media la rotura de una forma de TNF-a
asociada a membrana, lo que induce la formacién de la molécula activa (Goto y
cols., 2004). Muchos tipos de células la secretan tras su estimulacién, como
macréfagos, monocitos, neutréfilos, granulocitos, eosinofilos, fibroblastos, células
endoteliales, células T y células NK. La molécula secretada es un complejo
multimérico compuesto por dos, tres o cinco moléculas unidas no covalentemente
(Beutler y cols., 1986).

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

El dltimo de los ligando mortales descrito ha sido Apo2L/TRAIL que fue
descubierto en 1995 por dos grupos independientes (Wiley y cols., 1995; Pitti y
cols., 1996). Consiste en una proteina transmembrana que, en humanos, se expresa
en todos los tejidos. La rotura de su extremo C terminal da lugar a la forma soluble
de TRAIL. Este ligando se une a sus receptores en la superficie de la célula en
forma de homotrimeros, potencidandose asi la transmision de la sefial respecto a la

unién de la forma monomeérica (Kimberley y cols., 2004). Apo2L/TRAIL se puede
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unir a cinco receptores, TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5), TRAIL-R3 (DcR1) y
TRAIL-R4 (DcR2), aunque s6lo dos de ellos inducen apoptosis: DR4 y DR5.
Cuando los ligando mortales se unen a sus receptores especificos (figura 5), la
conformacion se estabiliza en forma de trimero, que es la manera en la que son
activos estos receptores. Ademas, el ligando induce cambios conformacionales que
permiten el ensamblaje de un complejo multiproteico dindmico en la parte
citosolica de dichos receptores, lo cual tiene lugar en un dominio de
aproximadamente 80 restos aminoacidicos llamado dominio de muerte (DD)
(Boldin y cols., 1995). Entre las proteinas reclutadas por el DD en la parte citosélica
del receptor se encuentran RIP1 (receptor-interacting protein kinase 1), FADD (FAS-
associated protein with a DD), mdltiples isoformas de c-FLIP, maltiples c-IAP, E3
ubiquitin ligasas y las procaspasas-8 y -10 (Wang y cols., 2001; Lavrik y cols.,
2005a). El complejo supramolecular asi formado se denomina DISC (death-inducing
signaling complex) y constituye la plataforma que regula la activacion de las
caspasas-8 y -10 (Kischkel y cols., 1995). En el caso de TNF, el complejo DISC
formado, aunque presenta muchas similitudes, también difiere en algunas
proteinas con las anteriormente mencionadas.

La activacion de los receptores de muerte no siempre transducen sefiales de
muerte celular, también transducen senales intracelulares tan diferentes como
proliferacién o supervivencia (Schutze y cols., 2008).

La unién de las caspasas iniciadoras al DISC, via interacciones homotipicas entre
los dominios DED de FAAD y la correspondiente caspasa, induce su cambio
conformacional, lo que permite que interaccionen entre ellas produciéndose una
ruptura autoproteolitica que las activa completamente. La activaciéon de las
caspasas iniciadoras -8 y -10 provoca la activacion por protedlisis de las caspasas
ejecutoras -3 y -7 (Lavrik y cols., 2005b).

Aunque los mencionados son los receptores mas ampliamente estudiados como
inductores de muerte por sefiales extracelulares, no son los tnicos. Cada dia
emergen nuevas evidencias de las vias moleculares por la cual otros receptores

también transducen sefiales intracelulares de muerte celular por apoptosis. Uno de
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estos son los receptores de dependencia (figura 5) los cuales inducen la activacion
de las caspasas, en particular de la caspasa-3. Estos receptores, como Patched y
DCC, en ausencia de su ligando, parecen interactuar con la proteina adaptadora
citoplasmatica DRAL que ensambla un complejo que activa a las caspasa-9. Otro
receptor de dependencia, UNC5B, responde a la falta de netrina-1 con el
reclutamiento de un complejo de sefializaciéon que incluye a la proteina fosfatasa
2A (PP2A) y a la proteina quinasa-1 asociada a muerte (DAPK-1). Estas
interacciones multiproteicas conducen a la desfosforilacion de DAPK lo cual
dispara el potencial proapoptético de esta proteina (Bialik y cols., 2006; Mille y
cols., 2009; Guenebeaud y cols., 2010).

Receptores Receptores -
Mortales de Dependencia

Nectrina-1 O3

Procaspasa-8
(-10)

Caspasa-8 E g
{-10) Caspasa-9
X L3

CASPASA EFECTORAS (Caspasa-3, -6 y =7)

; ) )
. APOPTOSIS B |

Figura 5. Activacién de la via extrinseca de la apoptosis a través de los receptores mortales o a
través de los receptores de dependencia. (Modificado de Galluzi y cols., 2012).
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2.3-Proteinas reguladoras de la apoptosis:
-Caspasas

Las caspasas comprenden una familia de proteinas que contienen un residuo
nucleofilico de cisteina en el centro activo, el cual participa en la ruptura
proteolitica de sustratos que presentan residuos de acido aspartico; de aqui
proviene su nombre (Caspases: “cysteinyl-aspartic-acidproteases”) (Alnemri y cols.,
1996). La familia de las caspasas esta compuesta por 15 miembros en los cuales se
distinguen funcionalmente dos grupos: las caspasas procesadoras de citocinas e
involucradas en la inflamacion, también llamadas caspasas del grupo I; y las
caspasas involucradas en la apoptosis (figura 6). En éstas, a su vez, se diferencian
las caspasas iniciadoras o del grupo II (caspasas -8, -9 y -10) y las caspasas

ejecutoras o del grupo III (caspasa-3, caspasa-6 y caspasa-7).

Procasapasas iniciadoras

COOH Procaspasa-2

COOH Procaspasa-8

COOH Procaspasa-9

COOH Procaspasa-10

Procaspasas ejecutoras

COOH  Procaspasa-6

COOH Procaspasa-7

p20 p10

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

Las caspasas se expresan en forma de zimégenos como precursores inactivos. Sin
embargo, las caspasas iniciadoras son capaces de activarse autocataliticamente,
mientras que las caspasas ejecutoras necesitan activarse mediante su ruptura
proteolitica por las caspasas iniciadoras u otras enzimas (Siegel 2006). Todas las
caspasas tienen un dominio proteasa de alta homologia y este dominio puede ser
dividido en dos subunidades, una mayor de aproximadamente 20 kDa y otra
menor de aproximadamente 10 kDa. Las caspasas iniciadoras poseen ademads una
cola N-terminal de longitud variable en la que se pueden encontrar diferentes

elementos reguladores, como el dominio efector de muerte (DED: death effector
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domain), presente en las procaspasas -8 y -10 o el dominio de reclutamiento de
caspasas (CARD: caspase activation recruitment domain), presentes en las
procaspasas -2 y -9 (figura 6). Estos dominios son muy importantes en la
activacion de estas caspasas ya que median las interacciones homo y heterofilicas
entre las caspasas y sus adaptadores (Rupinder y cols., 2007).

Una vez que las caspasas se activan (figura 7), se asocian en tetrdmeros de dos
subunidades p10 en el interior y dos subunidades p20 en el exterior formando dos
centros activos por cada tetramero. En la subunidad mayor es donde se
encuentran los aminodcidos responsables de la accién catalitica, el residuo
sulfhidrilo de la cisteina 285 y el residuo imidazolico de la histidina 237. No
obstante, el centro activo estd formado por restos aminoacidicos tanto de la
subunidad pequefia como de la subunidad grande. Durante el proceso de
activaciéon de las procaspasas se elimina el extremo N-terminal y el segmento

peptidico que une las subunidades cataliticas p20 y p10 (Chowdhury y cols., 2008).

Procaspasa
< 32-55 kDa >
Asp-x p20 Asp-x p10
(3-24 kDa) ¢ (17-21 kDa) ¢ ¢ (10-13 kDa)
A A —
Is NV — [ N

() sivwnicads_|C-ter

Cisteina catalitica

lQACXG

Caspasa
QACXG
| 20 . |
[ |
[ o]
| ° p20 |

GxCAQ

Figura 7. Activacién de caspasas. La activacién de las procaspasas requiere la formacién del
tetrdmero para constituir las caspasas activas. Son necesarios tres cortes proteoliticos para eliminar
el DD y el segmento peptidico que une las subunidades p10 y p20. (Modificado de Chowdhury y
cols., 2008).
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La activacion de las caspasas iniciadoras puede ser tanto por oligomerizacién
(autoactivacién) como por accién proteolitica y puede ser desencadenada tanto
por la via intrinseca como por la via extrinseca de la apoptosis. Sin embargo, las
caspasas efectoras s6lo pueden activarse por accién de enzimas proteoliticas ya
sean caspasas iniciadoras u otras enzimas. Una vez activadas destruyen los
componentes claves de la estructura celular y con ello desencadenan la muerte
celular (Rupinder y cols., 2007; Chowdhury y cols., 2008).

Debido al papel tan importante que juegan estas proteasas en la célula, se
encuentran estrictamente reguladas mediante diferentes mecanismos. Uno de ellos
lo compone una familia de proteinas denominadas IAPs (inhibitor of apoptosis
protein), capaces de unirse a caspasas e inhibir su funcién. Esta familia de
proteinas estd formada por 8 proteinas muy conservadas en mamiferos y con
diferentes patrones de expresion en varios tejidos. En humanos se han identificado
6 de estas proteinas: NAIP, c-IAP1/HIAP-2, c-IAP2/HIAP-1, XIAP/hILP,
survivina y BRUCE; todas se caracterizan por la presencia del dominio de 70-80
aminodacidos, de forma que todos los miembros de esta familia contienen de uno a
tres copias de este dominio. Las IAPs se unen e inhiben a las caspasas-3, -7 y -9
pero son incapaces de unirse, y por tanto de inhibir, a la caspasa-8 (Roy y cols.,
1997; Deveraux y cols., 1999; Mace y cols., 2010).

Las IAPs no son las tnicas proteinas capaces de inhibir las caspasas. La proteina c-
FLIP (FLICE inhibitory protein) por ejemplo, inhibe la activacién de las caspasa-8
inducida por la via extrinseca de activacién apoptoética. Esta proteina posee dos
copias del dominio DED en su extremo N-terminal, el cual es esencial para su
mecanismo de accion. Existen 3 isoformas principales descritas de esta proteina: c-
FLIP1, c-FLIPs y c-FLIPr (Oztiirk y cols.,, 2012). Cuando cualquiera de estas
isoformas estan sobreexpresadas se inhibe la activacion de la caspasa-8. Sin
embargo, la presencia en baja concentracién de la isoforma larga (c-FLIPL) facilita

la activacién de la caspasa-8 por heterodimerizacion (Cantarella y cols., 2014).
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-Familia Bcl-2
Las proteinas que conforman la familia Bcl-2 desempefian un papel clave en el
control de la via intrinseca de la apoptosis y constituyen una pieza clave en la
regulacion apoptoética. Todas las proteinas de la familia contienen de uno a cuatro
dominios de homologia BH con Bcl-2, denominados BH1, BH2, BH3 y BH4; y se
dividen en dos grupos en funcién de su similitud estructural y funcional:
proteinas antiapoptéticas y proteinas proapoptoéticas (figura 8) (Adams, 2003;

Youle y cols., 2008; Chipuk y cols., 2010).

Antiapoptdtica (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, Bcl-B, A1)

(( 8Ha ( ( =m3 ( (et ( (eH2 ( C ™ (() 20-40kpa

Proapoptoticas multidominio (Bax, Bak, Bok)

(Csua( (aa( (e ( (em2( € ™ [ () 2030kpa

Proapoptoticas solo-BH3 (Bik, Hrk, Bim)
( (eu3 [ ™ () 10-25kDa

Noxa, Puma, Bid, Bmf
( ( BHa (- () 10-25KkDa

Figura 8. Familia de las proteinas Bcl-2. Esta familia se divide en dos grupos: antiapoptoéticas y
proapoptéticas. Las antiapoptéticas presentan cuatro dominios, mientras que las proapoptéticas
pueden poser cuatro dominios o s6lo el dominio BH3 y estas a su vez pueden presentar o no el
dominio transmembrana (TM).

Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W, Bcl-B y Al son las proteinas antiapoptoticas y, excepto
Mcl-1 y Al, todas contienen los cuatro dominios BH y una cola hidrofébica que
ancla la proteina a las membranas. Los dominios BH1, BH2 y BH3 forman una
cavidad hidrofébica que permite la interaccién con las proteinas s6lo-BH3 (Cory y
cols., 2002; Michels y cols., 2005; Certo y cols., 2006). Se localizan principalmente
en la membrana mitocondrial externa, reticulo endoplasmico y membrana nuclear.
Estas proteinas evitan la ejecuciéon de la apoptosis por unién directa a las proteinas
proapoptoéticas (Chipuk y cols., 2010).

Por otro lado, las proteinas proapoptoéticas se dividen en dos subtipos: las

multidominios o efectoras y las que s6lo poseen el dominio BH3 (s6lo-BH3) (figura

39



Introduccion

8). Originalmente se plante6 que las proteinas proapoptéticas multidominios
carecian del dominio BH4, es decir, que las proteinas Bak y Bax so6lo contenian los
dominios BH1, BH2 y BH3 (Wei y cols., 2001). Sin embrago, estudios estructurales
mas recientes revelan la presencia de un motivo BH4 conservado en estas
proteinas (Kvansakul y cols., 2008).

La activaciéon de estas proteinas conduce a la permeabilizacién de la membrana
mitocondrial externa (figura 9) mediante la formacién del poro mitocondrial
(Rasola y cols., 2007). En condiciones normales, estas proteinas estdn presentes
como mondmeros inactivos, Bax en el citosol y Bak anclado en la membrana
mitocondrial externa. Una vez activadas Bax es traslocada a la membrana
mitocondrial externa y ambas sufren cambios conformacionales que les permiten

oligomerizar y formar el poro mitocondrial.
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Figura 9. Activacion de las proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2. Cuando Bax y Bak son
activadas, sufren un cambio conformacional que hace que se exponga el dominio BH3 a través del
cual dimerizan y dan lugar a la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial
(Modificado de Tait y cols., 2010).

Las proteinas s6lo-BH3 juegan un papel crucial como sensores del estrés celular y
como su nombre indica, s6lo presentan el dominio BH3. Este dominio, formado
por 9 aminoacidos, es necesario y suficiente para inducir apoptosis (Huang y cols.,

2000; Willis y cols., 2005; Shibue y cols., 2006). Miembros de esta subfamilia son las
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proteinas Bid, Bad, Bim, Puma, Noxa, Bmf, Hrk y Bik entre otras. Estas, a su vez
pueden interactuar con las proteinas antiapoptoéticas o bien con las multidominio.
Las que interacttian s6lo con las antiapoptoticas se llaman sensibilizadoras y/o de-
represoras. En cambio, las que pueden interactuar con ambas, antiapoptoéticas y
proapoptoéticas, se denominan activadoras directas (Bid, Bim y Puma), y son
capaces de inducir la activacién de Bax y Bak (figura 10). Estas proteinas estdn
muy reguladas, tanto a nivel transcripcional, como es el caso de Puma, Noxa y
Hrk, como a nivel post-transcripcional, como Bad y Bim. Algunas proteinas sélo
BH3 también pueden ser activadas por protedlisis como ocurre con Bid, que es
fragmentada por la caspasa-8 generando su forma activa tBid, el cual expone el
dominio BH3. Ademads, cada una de estas proteinas tiene un perfil tnico y
caracteristico de unién a las proteinas antiapoptéticas, lo que posiblemente
permite un control mds preciso y especifico en cada tejido y para cada estimulo

apoptotico (Chipuk y cols., 2010).

Bid
Bim ———
Al -Proteinas s6lo-BH3 activadoras
Puma Bcl-2 directas: Bid, Bim y Puma
Bel-w Bad -Proteinas s6lo-BH3
Bik sensibilizadoras/depresoras:
_ Hrk Bad, Puma, Bik, Bmf v Bik
Bmf Bcl-xL I— y
MCL-1 Noxa

Figura 10. Clasificaciéon de las proteinas s6lo-BH3 y patron de interaccion con las proteinas
antiapoptéticas. (Modificado de Chipuk y cols., 2010).

La activaciéon de las proteinas de la familia de Bcl-2 determina que se ejecute el
proceso apoptético en la célula. De todas estas proteinas, es la activacion de Bax y
Bak la que provoca la permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la
activacion de las caspasas, con el consiguiente desmantelamiento de la célula. La
activacion de Bax/Bak va a depender de las interacciones entre las proteinas Bcl-2

antiapoptoticas, las proteinas s6lo-BH3 y las propias proteinas Bax y Bak.
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-Familia p53

El gen P53, localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13), es uno de los
genes supresores de tumores mds importantes y mejor conocidos. Pertenece a una
familia de factores de transcripcion de la que forman parte también P63 y P73
(Levrero y cols., 2000). El gen P53 se encuentra mutado en el 50% de los canceres
humanos, por lo que ha sido objeto de numerosos estudios (Levine, 1997).

P53 codifica la fosfoproteina homotetramérica p53 (figura 11), cuyo nombre hace
referencia a su masa molecular aparente, debido a que en un gel SDS-PAGE migra
como proteina de 53kDa. Acttia como factor de transcripcién regulando la
expresion de genes involucrados en la parada del ciclo celular y en la apoptosis
como respuesta al dafio genémico o al estrés celular. No solo esta involucrada en
la induccion de la apoptosis sino también tiene un papel clave en la regulacion del
ciclo celular, diferenciacion, desarrollo, amplificacién génica, recombinaciéon del
DNA, segregacion cromosomica y senescencia celular, por lo que frecuentemente

se le ha denominado “guardian del genoma” (Lane, 1992).

1 94 204 320 360 363 393

Figura 11. Estructura de p53. p53 es una fosfoproteina formada por 393 amimodcidos y tres
dominios funcionales: un dominio amino-terminal (N-) implicado en la activacién transcripcional;
un dominio central que contiene la zona de unién al ADN especifica de la secuencia y que es la
region mas conservada de la proteina; y un dominio carboxilo-terminal (C-) donde hay una regién
flexible, una zona de tetramerizacién y un extremo basico.

Los factores de transcripciéon son proteinas que, sin formar parte de la ARN
polimerasa, intervienen en la regulacién de la transcripcion. Acttian reconociendo
y uniéndose a secuencias especificas del ADN en la regiéon promotora de los genes
conocidas como elementos de respuesta (RE). Para poder ejercer su funcion,
necesitan ser activados por sefiales citoplasmadticas, y una vez activos, se
translocan al ntcleo donde activan o reprimen la expresiéon de determinados genes
(Latchman, 1997).

Mutaciones en los genes que codifican a ciertos factores de transcripciéon hacen

que éstos se mantengan permanentemente activos, incluso en ausencia de sefiales
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externas. Estas mutaciones generan la sintesis descontrolada de proteinas
implicadas en el desarrollo del ciclo celular ocasionando la aparicién de tumores
(Libermann y cols., 2006).

En condiciones normales, la proteina p53 esta presente en su forma inactiva a muy
baja concentraciéon, mientras que en situaciones de estrés celular o de dafio en el
ADN, se produce su activacion y estabilizacion. Si el dafio es leve actta
deteniendo la progresiéon del ciclo celular para permitir asi su reparaciéon para
posteriormente reiniciarlo. Sin embargo, ante un dafio grave o irreparable, p53
activa el proceso de apoptosis, reduciendo de esta manera la posibilidad de que
células con mutaciones puedan sobrevivir y contribuir a la carcinogénesis (Rotter
y cols., 1994).

Para realizar su funciéon como factor de transcripcién, los complejos
homotetraméricos de p53, en su forma activa, se unen a secuencias especificas de
ADN dentro de la regiéon promotora de algunos genes. Los genes que regula,
positiva o negativamente, estdn implicados en la parada del ciclo celular,
reparacion de ADN dafado, inhibicion de la angiogénesis e induccién de
apoptosis (Xiong y cols., 1993; El-Deiry y cols., 1993; Tanaka y cols., 2000; Robles y
cols., 2001).

Las sefiales o sucesos que conducen a la activaciéon de p53 estan principalmente
asociados a dafos en el ADN (por radiacién ionizante o ultravioleta), hipoxia,
estrés celular y acciéon de oncogenes. Estas sefiales son detectadas por una serie de
sistemas de reconocimiento (ATM/ATR/ ADN-PK/ChK1/ChK2/JNK) que avisan
de la presencia de dicho dafio modificando postraduccionalmete (fosforilaciones,
ubiquitinaciones, metilaciones, acetilaciénes y sumolizaciones) algunos de los
dominios de pb53, principalmente el amino y el carboxilo terminal. Estas
modificaciones provocan la activacion de la proteina y el aumento de su
estabilidad (acumulacién de p53). Una vez activa, p53 forma un complejo
tetramérico con secuencias especificas de ADN de algunos genes implicados en la
parada ciclo celular, reparacion del dafio en el ADN, inhibicién de la angiogénesis

e induccién de la apoptosis (Kastan y cols., 1991) (figura 12).
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Figura 12. Activacion de p53. Consiste en tres pasos. 1) Estabilizacién de p53: modificaciones
postraduccionales generadas por sistemas de reconocimiento de dafio celular rompen su
interaccion con MDM2, aumentando asi su estabilidad y acumulacién. 2) Unién a secuencias
especificas de genes. 3) Regulacion de la maquinaria transcripcional. (Adaptado de Fahraeus y
cols., 2005).

En el caso que p53 no sea funcional, bien por tratarse de una forma mutada o bien
por estar formando complejos con proteinas virales (LTA del virus SV40, Elb de
adenovirus, E6 del virus del papiloma humano), permanece inactiva ante un dafio
celular, lo que puede conducir a una proliferacién celular descontrolada (Linzer y

cols., 1979; Sarnow y cols., 1982; Werness y cols., 1990) (figura 13).

Celula normal | Dafio/ADN =3 acti Reparacidn ADN
— .
p53 normal | S0 RERVE | S— Apoptosis

Celula normal
p53 mutado Dafo’ADN

PS3-prot. virales | ‘—- p53 inactivo _D-| Células tumorales

Figura 13. Influencia del dafio en el ADN en la activacién de p53. El paso de p53 a su estado
activo es necesario para que pueda generar algin tipo de respuesta (reparacion de ADN o
apoptosis) ante una sefial de estrés, como por ejemplo dafio en el ADN.
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3-Autofagia

La autofagia fue definida por primera vez como tal en 1963 por C. de Duve;
constituye un proceso de degradacion y reciclaje de los componentes celulares que
tiene lugar en respuesta a diferentes tipos de estrés, entre ellos la falta de
nutrientes. El término engloba al menos tres mecanismos diferentes:
macroautofagia (referida como autofagia y forma mas prevalente), microautofagia
y autofagia mediada por chaperonas.

La macroautofagia se caracteriza por la formacion de vacuolas de doble
membrana llamadas autofagosomas, las cuales secuestran el material
citoplasmatico que finalmente es degradado al fusionarse con los lisosomas. De la
fusién con los lisosomas surgen unas vesiculas llamadas autofagolisosomas o
autolisosomas, donde tanto la membrana interna como el contenido interno son

degradados por hidrolasas lisosomales.

3.1-Vias de sefializacién de la autofagia

La autofagia es un proceso critico para mantener la homeostasis celular que ocurre
constantemente en la célula; de hecho existe una autofagia basal. Sin embargo, este
proceso se regula rapidamente cuando las células necesitan nutrientes, en
periodos de escasez; por ejemplo, en ambientes con baja concentracién de
aminoacidos (Sato y cols., 2007).

La autofagia es fuertemente inhibida por la quinasa mTOR que fosforila a Atgl3 e
impide la formacion del complejo Atgl, necesario para la formaciéon del
autofagosoma. Si bien se ha sugerido que la autofagia también puede producirse
de modo independiente de mTOR (Mordier y cols., 2000; Kochl y cols., 2006), este

punto se considera clave en la regulacién del proceso.

Hasta el momento se han escrito unas 30 proteinas relacionadas con la autofagia,
la mayoria pertenecientes a la familia Atg. Estas proteinas tienen diversas
funciones, y encontramos entre ellas proteinas implicadas en el sistema de
conjugacion de ubiquitinas, proteina-quinasas o complejos PI3K especificos de

autofagia (Hamasaki y cols., 2010).
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Atin queda mucho por dilucidar sobre el proceso de formacién del autofagosoma.
Por ejemplo, se sabe que la beclina-1, un homoélogo en mamiferos de Atg6 y
esencial en la autofagia, forma un complejo con actividad quinasa.

La formaciéon del estado final del autofagosoma requiere de dos sistemas de
conjugacion tipo ubiquitina. El primero constituye el complejo Atg5-Atgl2, que
posteriormente interacttia con Atglé para formar un gran complejo multimérico
(Atgl2-Atgb-Atgl6) que se localiza en la superficie exterior de la membrana del
tagoforo, denominado de esta manera hasta que termina su formaciéon completa y
pasa a denominarse autofagosoma. El segundo sistema interviene en la

conjugacion de LC3 (figura 14).

aminoacidos

rapamicina

e
.

Alg1 kinase complex

(Class 1l PI3K complex )

Figura 14. Esquematizacién de la ruta molecular de la autofagia. Se piensa que la insulina es uno
de los principales inhibidores de la autofagia. En consecuencia, PI3K, PDK1, Rheb y mTOR inhiben
la autofagia y PTEN y TSC1/TSC2 la inducen. La actividad de mTOR puede estar también influida
por los niveles de aminoacidos y el ATP intracelular. Otros factores de crecimiento como la IL-3
también pueden inhibir la autofagia. Las funciones principales de las proteinas Atg es la formacién
del autofagosoma; sin embargo atin no se ha demostrado una relacién directa entre estas proteinas
y mTOR. (Mizushima, 2005).
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3.2-Formacién del autofagosoma

La formacion del autofagosoma consta de 4 fases (figura 15). La primera fase,
denominada de nucleacién o ensamblaje, es en la que empieza a formarse la
membrana pre-autofdgica. La siguiente fase es la de elongacién y formacién de la
vesicula denominada autofagosoma. Una vez formado el autofagosoma se fusiona
con el lisosoma para formar autolisosomas (o autofagolisosomas) y finalmente,
mediante la accién de las hidrolasas lisosomales, se degrada el material contenido
en su interior. A esta dltima fase se la conoce como la fase de degradacion.
Durante todo el proceso son numerosas las proteinas implicadas, entre ellas
proteinas de la familia Atg (Atg7, Atg9 y el complejo Atgl2-Atg5-Atgl6) o la
proteina LC3. Durante el proceso autofdgico, la proteina LC3 sufre una
modificacion lipidica y pasa de su forma soluble LC3-I a su forma LC3-1I
localizada en la cara interna del autofagosoma. Esta proteina es el marcador més
tiable de autofagia ya que una mayor relaciéon LC3-1/LC3-II es indicador de una

mayor cantidad de autofagosomas y por tanto una mayor actividad autofagica.
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Figura 15. Fases de la formacién del autofagosoma y su degradacion. (Adaptado de Suzuki y
cols., 2007).

3.3-Autofagia y muerte celular
La relaciéon funcional entre apoptosis y autofagia es compleja, en el sentido de que
la autofagia puede constituir una adaptacion al estrés y evitar la muerte celular

(inhibiendo la apoptosis) en determinadas condiciones, pero en otras
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circunstancias puede constituir una ruta alternativa de muerte celular denominada
muerte celular autofagica. El término “muerte celular autofagica” fue definido en
base a hechos morfolégicos, especificamente a la vacuolizacién masiva observada
por acumulacién de autofagosomas que acompafia en algunos casos la muerte
celular (Galluzzi y cols., 2007).

En la mayoria de los casos conocidos, la autofagia constituye un mecanismo
citoprotector que es activado en respuesta a diversos tipos de estrés y su inhibicion
acelera, méas que prevenir, la muerte celular (Galluzi y cols., 2012). Sin embargo,
hay estudios en los que la autofagia parece ser responsable de la muerte en
algunas células tumorales, especialmente en ausencia de algtn factor apoptotico
importante como Bax, Bak o caspasas, en respuesta a algunos agentes
quimioterapéuticos in vitro (Fazi y cols., 2008; Grandér y cols., 2009; Laane y cols.,
2009).

La interrelaciéon entre la autofagia y la muerte celular apoptética (e incluso
necrética) es compleja y no completamente comprendida. Se han identificado
numerosos niveles de interconexion entre la autofagia y la apoptosis que pueden
dividirse en 3 categorias (Eisenberg-Lerner y cols., 2009):

-Interaccion cooperativa: tanto la autofagia como la apoptosis pueden ser
ejecutadas en paralelo para contribuir a la muerte celular, o la autofagia puede
inducir apoptosis. En cualquiera de los casos, el objetivo de ambas vias es el
mismo: la eliminacién de la célula (figura 16A).

-Interaccion antagodnica: la autofagia no es parte del mecanismo de muerte celular.
En respuesta a diferentes tipos de estrés la célula activa la autofagia para
contrarrestar o retrasar la muerte celular en un intento final de sobrevivir y hacer
frente al estrés. La autofagia actta bloqueando la muerte celular y promoviendo la
supervivencia; en este caso ambos procesos tienen propdsitos contrarios. Por
ejemplo, en diversas situaciones de estrés reticular se ha demostrado que la
autofagia puede mantener la funciéon del RE a través de la degradacion de

agregados proteicos y de proteinas mal plegadas (Ding y cols., 2006) (figura 16B).
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-Interaccion facilitadora: la autofagia es parte del programa de apoptosis, y actta
tanto como ejecutora de la apoptosis como durante las etapas finales de la
apoptosis para colaborar en la eliminacién de los cuerpos apoptoéticos. En este
caso, la autofagia puede asistir a la apoptosis sin que conduzca a la muerte en si
misma, por lo que no interfiere con su ejecucién. Por ejemplo, la autofagia es la
responsable del mantenimiento de los niveles celulares de ATP que permite la
exposicion de fosfatidilserina, un proceso dependiente de ATP. De igual forma, la
formacion de blebs apoptoticos requiere ATP, que es proporcionada por la autofagia

(Quy cols., 2007) (figura 16C).
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Figura 16. Posibles interacciones entre la apoptosis y la autofagia cuando se induce muerte
celular. A) Interaccién cooperativa, los dos procesos cooperan para inducir la muerte de la célula y
en caso que uno de los procesos sea bloqueado el otro es suficiente para producir la muerte de la
célula. B) Interaccién antagénica, en este caso la autofagia representa un intento de la célula de
adaptarse a las condiciones que inducen muerte celular. C) Interaccién facilitadora, en este caso la
autofagia contribuye a la completa ejecucién de la apoptosis. (Modificado de Eisenberg-Lerner y
cols., 2009).
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III-HISTAMINA Y ANTIHISTAMINICOS

La histamina (2-(4-imidazolil)-etilamina) es una amina biogénica que se forma a
partir del aminodacido histidina por la enzima L-histidina descarboxilasa (HDC).
Fue aislada por primera vez en 1907 por Windaus y Vogt y fue en 1910 cuando
Dale y Laindlaw estudiaron su efecto biol6gico y descubrieron que son numerosas
las funciones fisiolégicas en las que estd implicada (Montes y cols., 2005). Se
encuentra en la mayoria de tejidos del cuerpo humano en concentraciones
variables, pero fundamentalmente en los pulmones, la piel y el tracto
gastrointestinal. La histamina interviene en la inflamacién, en la modulacion de la
respuesta inmune, en la secrecién gastrica y en la transmisién neural.

Su sintesis se realiza mayoritariamente por los baséfilos de la sangre y los
mastocitos o células cebadas del tejido conectivo mediante decarboxilacién en el
interior del aparato de Golgi. La histamina es almacenada en granulos
citoplasmaticos en conjuncién con una proteina acidica y macroheparina (Parsons
y cols., 2006; Blaya y cols., 2010) que se liberard al exterior tras la estimulacion
adecuada. La histamina liberada se degrada rdpidamente gracias a la accion de las
enzimas Histamina-N-metiltransferasa (HNMT) y diamina oxidasa (DAO), dando
lugar a los metabolitos inactivos acido imidazolacético y acido
telemetilimidazolico (figura 17). La enzima DAO se almacena en vesiculas de las
células epiteliales y se libera a la circulacion sanguinea. La enzima HNMT es una
proteina citosélica que s6lo puede metabolizar la histamina en el espacio
intracelular (Ogasawara y cols., 2006).

La histamina ejerce multiples funciones en el organismo y sus efectos biologicos
estin mediados por la activacion de receptores de histamina especificos

denominados H1, H2, H3 y H4.
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Figura 17. Sintesis y metabolismo de la histamina. (www.deficitdao.org)

1-Receptores de la histamina

La histamina produce una variedad enorme de acciones en distintas células y
organos. Al igual que ha ocurrido con otros ligandos endégenos, la aparicion de
sustancias andlogas de la histamina que mostraban preferencia por unos u otros
efectos ha permitido reconocer la existencia de 4 tipos fundamentales de
receptores histaminicos (H1, H2, H3 y H4), todos ellos pertenecientes a la
superfamilia de receptores con 7 dominios transmembrana acoplados a proteinas
G. Los tipos H1 y H2 son los responsables fundamentalmente de la mayor parte de
las acciones histaminicas conocidas, mientras que el receptor H3, que se encuentra
principalemente en el sistema nervioso, tiene, al parecer, un papel esencialmente
modulador de la liberaciéon de histamina y de otros neurotransmisores (Pazos,
1997). El descubrimiento del receptor H4 es relativamente reciente y atn se
investiga sobre el mismo aunque se sabe que su funcién esta regulada por la
producciéon de citocinas inflamatorias y esta implicado en los fenémenos de

activaciéon y migracion de mastocitos, eosinéfilos, células dendriticas, y células T
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(tabla 5) (Zhang y cols., 2007; Liu y cols., 2001; Nakamura y cols., 2000; Ling y
cols., 2004).

Tabla 5. Localizacion y funciones de los receptores de la histamina en los seres humanos.
(Montes y cols., 2005).

Receptor H1 Receptor H2 Receptor H3 Receptor
H4
) Medula 6sea,
Membrana de  células Membranas de células celulns
musculares lisas de vasos, parietales de la mucosa Vias respiratorias, hematopoyéti
bronquios gestrica, celulas tubo digestivo y cas,
Localizacion tracto gastrointestinal, musculares  lisas de SNC aparato
tejido de conduccion del VasOS: células digestivo  y
oy miocardicas bl
Funcion
fisiologica
desconocida
por el
Regula principalmente la STEE),
Loz vasodilatacién, secrecion de  acidos Inhibe liberacion de aunque o=
bronco-constriccion, géstricos, favorece la noradrenalina, sugiere que
disminuye al conduccién entrada de calcio al acetilcolina, podria ser el
Funcién del impulso cardiaco a i, iorior de las células del norepinefrina Y | sedutamicn
través  del nmodo AV, icardio y aumenta la serotonina. ® de @ik

ivacion del musculo liso. o2
activacion del mdsculo liso fuerza de contraccion. generadoras

de sangre
(hematopoyé

ticas) como

los

eosinofilos.

1.1-Receptores H1 (HRH1)

Los receptores H1 de la histamina fueron los primeros en ser identificados al
estudiarse la participacion de la histamina en las respuestas alérgicas. Son el
blanco de acciéon de los antihistaminicos cldsicos, antagonistas de los receptores
H1, utilizadas ampliamente en medicina. Estos receptores se encuentran
expresados en una gran variedad de tejidos, incluyendo el musculo liso de

bronquios, el intestino, las vias urinarias y los vasos sanguineos.
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Los HRHI1 se encuentran acoplados a proteinas Goq/11 y al ser activados inducen
la hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) por accién de la fosfolipasa C
(PLCP), generando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) como
segundos mensajeros. El IP3 se une a receptores presentes en el reticulo
endoplasmatico promoviendo la liberacion de Ca*? de los depésitos intracelulares.
Ademas, el vaciamiento de los depésitos de Ca*? genera la apertura de canales
situados en la membrana celular, denominados canales activados por depositos
(SOCs), lo cual produce la entrada de Ca*? desde el medio extracelular. Por su
parte, el DAG activa a la proteinkinasa C (PKC), implicada en procesos de
proliferacion y supervivencia celular (Ramos-Jimenez y cols; 2009). La histamina
produce muchos de los sintomas y signos de la alergia a través del receptor H1 de
la histamina.

Existen dos tipos de antihistaminicos comercializados: los antihistaminicos de
primera generacion y los de segunda generacion (tabla 6). Estos ultimos se
empezaron a sintetizar a finales de los afios 80 y tienen menor efecto sobre el SNC.
En la tabla siguiente se resumen los efectos mds generales de ambos grupos de

antihistaminicos, asi como algunos de sus representantes farmacolégicos.

Tabla 6. Antihistaminicos H1 comercializados. (Adaptado de Pazos y cols., 1997).

Primera generacién Efectos

-Difenhidramina Marcado efecto anticolinérgico y sedante, debido a la
-Dimenhidritano capacidad de atravesar la barrera hematoencefédlica (BHE).
-Clorfeniramina Escasa selectividad, por lo que intefieren con los receptores de
-Triplolidina adrenalina y serotonina del SNC y los hace ttiles para el
-Hidroxizina tratamiento del mareo asociado al movimiento.

-Prometazina

Segunda generacion Efectos

-Cetirizina

-Astemizol Poseen mayor especificidad por los receptores H1 periféricos
-Ebastina y atraviesan con mas dificultad la BHE, por lo que tienen
-Loratadina menos efectos secundarios asociados.

-Terfenadina
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Los antihistaminicos de tercera generacion son enantiémeros activos (como la
levocetrizina) o metabolitos activos (como la desloratadina y fexofenadina)
derivados de los antihistaminicos de segunda generacién. Su objetivo es aumentar
la eficacia sobre los sintomas alérgicos a la vez que disminuyen las reacciones
adversas. Por ejemplo, la fexofenadina presenta un menor riesgo de producir
arritmia cardiaca que la terfenadina. Sin embargo, hay escasa evidencia de alguna
ventaja de la levocetirizina o la desloratadina en comparacién con la cetirizina y la
loratadina respectivamente. Por todo ello, atin existe cierta controversia en la
utilizacion del término tercera generacion para referirse a los mismos (Camelo-

Nunes, 2006).

1.1.1-Terfenadina

La terfenadina es un antialérgico, antihistaminico H1 de segunda generacién de
larga duraciéon de accién derivado de la piperidina. Acttia como antagonista
competitivo de los receptores H1 de la histamina preferentemente a nivel
periférico, evitando que la histamina liberada acttie sobre las células efectoras. De
esta manera, se reducen o se previenen, pero no revierten, muchos de los efectos
tisiol6gicos de la histamina. No atraviesa la barrera hematoencefalica y carece de
propiedades sedantes clinicamente significativas. Fue el primer antihistaminico no
sedante que fue aprobado en el afio 1985.

Hoy en dia se encuentra retirado del mercado desde 2003 debido al potencial
peligro de provocar alteraciones en el ritmo cardiaco como son la prolongacién
del intervalo QT, taquicardia ventricular polimérfica y fibrilacién. Puede ser
inclusive mortal cuando se utiliza a dosis altas o asociada a otras drogas que se
metabolizan por via hepatica. Hasta hace poco se consideraba que los beneficios
de la terfenadina eran superiores a los riesgos, a pesar de los graves efectos

cardiacos al utilizarse de forma indebida (Olasifiska-Wisniewska y cols., 2014).
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1.1.2-Fexofenadina

La fexofenadina es el metabolito activo de la terfenadina. Acttia como antagonista
competitivo de los receptores H1 de la histamina y se utiliza en el tratamiento
sintomdtico de la rinitis alérgica estacional. Su comercializacién en Espafa es
relativamente reciente y se considera un antihistaminico de segunda generacion,
ya que a dosis terapéuticas no atraviesa la barrera hematoencefélica (y por tanto,
no acttia sobre el sistema nervioso central) ni produce sedacién (Pratt y cols.,
1999).

La terfenadina se metaboliza rapidamente en el higado, a través del citocromo
P450, transformandose en un metabolito activo, la fexofenadina, con propiedades
antihistaminicas pero sin efectos cardiacos (Gonzalez y cols., 1998). La
fexofenadina ofrece los beneficios terapéuticos de la terfenadina, evitando los
riesgos cardiotdxicos y las interacciones de ésta con otros farmacos, por lo que se

considera una alternativa relativamente segura a la terfenadina.

1.2-Receptores H2 (HRH2)

Los receptores H2 fueron identificados al estudiar el efecto de la histamina en la
secrecion acida del estémago (Black y cols., 1972); se expresan en una gran
variedad de tipos celulares, entre los cuales se encuentran las células parietales de
la mucosa géastrica, los vasos sanguineos y el corazon. A nivel periférico, los sitios
de alta expresion son el musculo liso vascular y pulmonar, los hepatocitos, los
condrocitos, las células endoteliales y epiteliales, los neutréfilos, los eosindfilos, los
monocitos, las células dendriticas y los linfocitos T y B. Con respecto a su
localizacion celular, a semejanza de los HRH1, los HRH2 son predominantemente
postsinapticos (Haas y Panula, 2003).

Estos receptores se encuentran acoplados a proteinas Gas, y su activaciéon estimula
la secrecién acida gastrica, vasodilatacion directa mas intensa que la producida
por los HRH1 y aumento de la frecuencia cardiaca (Jutel y cols., 2009). Han sido
caracterizados farmacolégicamente con varios agonistas y antagonistas selectivos.
Existen diversos antagonistas del HRH2, como la ranitidina, la famotidina, la

tiotidina y la yodoaminopentidina, uno de los mas potentes antagonistas
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disponibles. Varios de estos antagonistas se emplean con éxito en las
enfermedades &cido-pépticas, lo que confirma el papel relevante de estos
receptores en el control de la secrecién gastrica acida. Se han sintetizado también
agonistas altamente selectivos para los HRH2, como el dimaprit, la impromidina y

la amtamina (Hill y cols., 1997; Leurs y cols., 1995; Alexander y cols., 2008).

1.3-Receptores H3 (HRH3)

Los receptores H3 de la histamina fueron identificados farmacolégicamente en
1983 por Arrang y cols. como autorreceptores presinapticos que inhiben la
liberacién de la histamina en el cerebro de rata (Arrang y cols., 1983). La mayoria
de los HRH3 se encuentran en las neuronas del SNC, aunque también pueden
encontrarse en las terminaciones nerviosas periféricas del tracto gastrointestinal
(Coruzzi y cols., 2001; Prell y cols., 1996) y del corazén (Imamura y cols., 1995). Se
sabe que estos receptores inhiben la sintesis y liberaciéon de histamina en las
neuronas histaminérgicas del SNC, ademas de modular la liberacién de otros
neurotransmisores como la serotonina, noradrenalina, dopamina, acetilcolina y
acido y-aminobutirico (GABA).

Estos receptores se acoplan a proteinas Gai/o y su activacion induce una
disminucién en la concentraciéon intracelular de cAMP, inhibe la apertura de
canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo N, induce la liberacién de acido
araquidonico y activa la via de las MAPKs (Molina-Hernandez y cols., 2001;
Drutel y cols., 2001; Clark y cols., 1993; Oike y cols., 1992).

Se ha observado que los HRH3 se encuentran activos en ausencia de histamina.
Esta actividad constitutiva fue demostrada al observar que, en células
transfectadas con el HRH3, se inhibe la formacién de AMPc inducida por
forskolina. Algunos antagonistas, como la tioperamida, el clobenpropit y el
ciproxifan, revierten esta actividad constitutiva y se consideran agonistas inversos
del receptor (Rouleau y cols., 2002; Morisset y cols., 2000; Wieland y cols., 2001). El
primer antagonista selectivo de los receptores H3, la tioperamida, no ha podido

ser utilizado en humanos debido a su hepatotoxicidad; se han llevado a cabo sin
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embargo ensayos con otro farmaco denominado GT-2332 asi como con otras
moléculas que se encuentran todavia en fase de desarrollo (Bonaventure y cols.,

2007).

1.4-Receptores H4 (HRH4)

Los receptores H4 de histamina fueron identificados por varios grupos mediante
el analisis bioinformatico del genoma humano y la secuenciacién de HRH3. Estos
receptores, al igual que los HRH3, se acoplan a proteinas G0@i/o y se encuentran
principalmente en células de origen hematopoyético, como las células dendriticas,
los mastocitos, los eosinofilos, los monocitos, los baséfilos y las células T, lo que
indica su importante funcién en el sistema inmune. Parece que estos receptores
estdn implicados en los fenémenos de activaciéon, migracion y producciéon de
citocinas (Zhang y cols., 2007).

Los actuales medicamentos especificos de los receptores H1, H2 y H3 de la
histamina no bloquean la unién de la histamina al H4. Dado el importante papel
que tiene la histamina en las reacciones alérgicas, el receptor H4 podria aportar
nueva informacion a las enfermedades alérgicas, o incluso ser de utilidad en el

tratamiento de diferentes enfermedades autoinmunes en el futuro.

2-Histamina, antihistaminicos y cancer

En los dltimos afios la relaciéon entre la histamina y la progresion tumoral se ha
estudiado ampliamente. La histamina se ha considerado un mediador de la
proliferacion celular desde que los primeros autores Kahlson y Rosengren en 1960
estudiaran su sintesis en modelos de embrién de ratéon. A partir de estos trabajos
se realizaron numerosos estudios sobre la histamina y su implicaciéon en la
progresion tumoral, pero los resultados han sido a menudo contradictorios.

Se han detectado niveles elevados de histamina y de HDC en diferentes tejidos
con alta tasa proliferativa como en la cicatrizacion de heridas, en tejidos
embrionarios y en diferentes tumores (Jangi y cols., 2008; Sieja y cols., 2005).

Cabe destacar que la mayoria de lineas celulares tumorales y tumores

experimentales expresan HDC y contienen una alta concentraciéon de histamina
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endégena que puede ser liberada al medio extracelular. Mediante regulacion
autocrina o paracrina, la histamina puede regular diversas respuestas biol6gicas
relacionadas con el crecimiento tumoral (Barthoneyns y cols., 1985; Engel y cols.,
1996; Falus y cols., 2001; Garcia - Caballero y cols., 1994; P6s y cols., 2004; Rivera y
cols., 2000).

Estas respuestas bioldgicas incluyen la angiogénesis, la invasiéon celular, la
migracién, la diferenciacién, la apoptosis y la modulacién de la respuesta inmune,
lo que indica que la histamina puede ser un mediador fundamental en el
desarrollo y progresion del cancer.

Existen claras evidencias experimentales que establecen una relacién directa entre
la actividad de la enzima HDC y el crecimiento tumoral. Esta relacién se ha
demostrado en leucemias, melanomas, carcinoma de mama y carcinoma
colorrectal (Masini y cols., 2005; Cianchi y cols., 2005; Medina y cols., 2006; Blaya y
cols., 2010).

Nuestro grupo ha demostrado que las células de melanoma maligno expresan el
receptor H1 de la histamina en su membrana, que la histamina es un factor de
crecimiento para las células del melanoma (Blaya y cols, 2010), y que los
antagonistas del receptor H1 de la histamina (terfenadina, astemizol, triprolidina y
difenidramina) inducen muerte celular por apoptosis en el melanoma humano,
pero no en melanocitos normales (Jangi y cols, 2004, Jangi y cols, 2006).

Por otro lado, hemos realizado experimentos de crecimiento tumoral in vivo
utilizando ratones atimicos inoculados con células de melanoma humano y
tratados con terfenadina. Los resultados ponen de manifiesto su efecto
antitumoral, ya que el tratamiento disminuy6 la masa tumoral en un 60% (Blaya y
cols, 2010).

En resumen, todos estos datos sugieren que la terfenadina, sola o en combinacioén
con otros antineoplésicos, podria definir una nueva estrategia terapéutica para el
cancer. Para ello, es fundamental el conocimiento y estudio detallado de la
capacidad antitumoral de este farmaco a nivel celular para poder trasladarlo a

futuros estudios preclinicos.
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HIPOTESIS

Los dltimos informes sefialan al cancer como la primera causa de muerte en
Espafia. A pesar de los avances en el conocimiento del cancer y del desarrollo
significativo de las terapias antitumorales en los ultimos afios, los resultados
obtenidos en muchas neoplasias contindan siendo preocupantes. Por esta razén, el
conocimiento y la bisqueda de nuevas estrategias y agentes antineopldsicos son

de vital importancia.

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio hemos demostrado que las
células de melanoma maligno expresan el receptor H1 de la histamina en su
membrana, que la histamina es un factor de crecimiento para las células del
melanoma (Blaya y cols, 2010), y que los antagonistas del receptor H1 de la
histamina (terfenadina, astemizol, triprolidina y difenidramina) inducen muerte
celular por apoptosis en cuatro lineas celulares de melanoma humano, pero no en
melanocitos normales (Jangi y cols, 2004, Jangi y cols, 2006). Ademas, hemos
demostrado que, en las células de melanoma, el mecanismo de apoptosis inducido
por los antihistaminicos estd mediado por los niveles intracelulares de calcio,
induccioén de dafio en el ADN, activacion de las caspasa-2, -4 y -9 y alteraciones en

la funcién mitocondrial (Jangi y cols, 2008, Nicolau-Galmés y cols, 2011).

Estos resultados sugieren que la histamina es un factor de crecimiento importante
para las células de melanoma. Sin embargo, observamos que el tratamiento con
histamina previamente al de la terfenadina, no afecta a la actividad de la
terfenadina sobre el calcio citosélico ni sobre la inducién de apoptosis. Todo ello
indica que el efecto antitumoral de los antihistaminicos H1 estd mediado por una
ruta celular diferente a la relacionada con su receptor, independiente de la ruta de
sefializacion de la histamina. Los experimentos de RNA interferente realizados en
células de melanoma donde se bloque6 la expresion del receptor H1 de la
histamina, confirmaron este punto (Jangi y cols, 2008). Por tltimo, los

experimentos de crecimiento tumoral in vivo en ratones atimicos inoculados con
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células de melanoma humano demostraron que la terfenadina también presenta
actividad antitumoral in vivo puesto que el tratamiento disminuy6é la masa

tumoral un 60% (Blaya y cols, 2010).

A la luz de todos estos resultados, nos planteamos la cuestion de si el potencial
antitumoral de la terfenadina es extensible o no a otras estirpes tumorales
humanas. Ademaés, siendo la actividad antitumoral de la terfenadina
independiente de la ruta del receptor H1 de la histamina, la identificaciéon de su
diana molecular podria ser importante para el disefio de nuevas estrategias

terapéuticas contra el cancer.
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OBJETIVOS

Con los antecedentes anteriormente expuestos y continuando con esta linea de
investigacion, los objetivos concretos que nos planteamos en este estudio fueron:

1. Analizar, en diferentes lineas tumorales humanas, el efecto de la
terfenadina y de su metabolito activo, la fexofenadina.

2. Estudiar la implicacion de los receptores H1 y H4 de la histamina en el
efecto antitumoral de la terfenadina, en diferentes lineas tumorales
humanas.

3. Estudiar el mecanismo celular de apoptosis y autofagia inducidos por la
terfenadina en las diferentes lineas tumorales. Para realizar este trabajo
hemos ampliado el estudio a cuatro lineas de melanoma humano, dos
lineas de carcinoma de colon y mama, y una linea de neuroblastoma.

4. Identificar la diana molecular y la ruta intracelular a través de la cual actta

la terfenadina.
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I. MATERIALES

1.1-Tratamientos
* La TEF, la FEX, el DMSO, la Genisteina y la Rotenona fueron obtenidas de
Sigma-Aldrich Quimica, S.A. (Madrid, Espafia). El Clorulo de potasio (KCI)

se adquirié en Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona, Espana).

1.2-Anticuerpos primarios

Tabla 7. Anticuerpos primarios utilizados.

Anticuerpo Dilucion  Casa comercial/referencia

-Anticuerpo monoclonal de ratén

WB: 1:1000 Abcam!/ab22551
anti-H2A . X(pSer!¥)
-Anticuerpo monoclonal de ratén

WB: 1:250 Abcam/ab13654
anti-Noxa
-Anticuerpo policlonal de conejo

WB: 1:300 Abcam/ab51520
anti-LC3B
-Anticuerpo policlonal de conejo Cell Signalin

pop ) WB: 1:1000 8 &
anti-caspasa-3 Technology?/9661
-Anticuerpo monoclonal de ratén
PhosphoDetect™ anti-ATM IC: 1:400 Calbiochem3/DR1002
(pSer1981)
-Anticuerpo monoclonal de ratén
IC: 1:50 Calbiochem/OP109

anti-P73
-Anticuerpo policlonal de conejo

WB: 1:5000 Calbiochem/PC461
PhophoDetect™ anti-P53 (pSer!®)
-Anticuerpo de conejo anti-HRH1 Alpha Diagnostic

WB: 5:1000

International*/ H1R12-A
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Alpha Diagnostic

-Anticuerpo de conejo anti-HRH4 ~ WB: 5:1000
International / H4R41-A

-Anticuerpo de conejo anti-actina WB: 1:200 Sigma-Aldrich/ A2066

-Anticuerpo policlonal de conejo
WB: 1:1000 Abcam/ab11320
anti-gamma tubulina

IAbcam. Cambridge, Inglaterra, Reino Unido

2Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA
3Calbiochem, La Jolla, CA, USA

4Alpha Diagnostic International (ADI), San Antonio, Texas, USA

1.3-Anticuerpos secundarios

Tabla 8. Anticuerpos secundarios utilizados.

Anticuerpo Dilucién Casa comercial/referencia

-Anticuerpo secundario de cabra

1:8000 SouthernBiotech®/1032-05
HRP-F(ab’)z anti-raton IgG (H+L)
-Anticuerpo secundario de cabra
HRP-F(ab’)  anti-conejo  IgG 1:3000 Abcam/ab6721
(H+L)
-Anticuerpo secundario de cabra

Alexa Fluor® 488 anti-raton IgG 1:700 Invitrogen®/ A11001
(H+L)

5SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA
¢Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

1.4-Medios
* DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Sigma-Aldrich Quimica, S.A.;
Madrid, Spain)
* RPMI-1640 con GlutaMAX™ (Gibco/BRL. Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
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* McCoy’s 5A (Gibco/BRL. Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

» PBS: Phosphate buffered saline (Sigma-Aldrich Quimica, S.A.; Madrid, Espafia)

* SBF: Suero bovino fetal (Biochrom AG. Berlin, Alemania)

* TRYPSIN-EDTA (Sigma-Aldrich Quimica, S.A.; Madrid, Espafia)

¢ Penicillin-Streptomycin (Gibco/BRL. Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

* Gentamicin (Sigma-Aldrich Quimica, S.A.; Madrid, Espafia)

* L-Glutamina (Sigma-Aldrich Quimica, S.A.; Madrid, Espania)

* Medium-254 (Gibco/BRL. Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

* 1% Human Melanocyte Growth Supplement (Gibco/BRL. Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA)

II. METODOS

1-Cultivos celulares
1.1-Lineas celulares

* Melanoma A375: A375 es una linea de melanoma humano metastético que
fue establecida por Giard en 1973. Deriva de un melanoma maligno
localizado en la piel de una mujer de 54 afios. Es una linea hipotriploide con
un ndmero modal de 62 cromosomas. Fue obtenida de ATCC (American
Type Culture Collection), (ATCC CRL-1619).

* Melanoma HT144: Es una linea de melanoma humano metastasico aislada
por Fogh; deriva de una lesién metastasica localizada en el tejido
subcutdneo de un hombre caucasico de 29 afios. Puede ser hipotriploide o
hipertriploide, con anormalidades cromosémicas. Fue obtenida de ATCC,
(ATCC HTB-140).

* Melanoma Hs294T: linea celular de melanoma establecida por A. Creasey en
1969, a partir de un melanoma metastatico de un nédulo linfatico en una
mujer caucasoide de 56 afios de edad. Esta linea fue adquirida a través de la

ATCC, (ATCC HTB-140).
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* Melanoma MEL-JUSQO: es una linea de melanoma humano establecida a
partir del tumor primario de una mujer con melanoma de 58 afios en el afio
1977. Fue obtenida de Innoprot S.L. (Bizkaia, Espafia), (ACC74).

* Melanoma MEL-HO: es una linea de melanoma humano establecida a partir
del tumor primario de una mujer con melanoma en 1976. Fue obtenida de
Innoprot S.L. (Bizkaia, Espafia), (ACC62).

* Melanoma COLO-800: es una linea de melanoma humano establecida en
1990 a partir de un ndédulo subcutdneo de un chico de 14 afios con
melanoma. Fue obtenida de Innoprot S.L. (Bizkaia, Espafia), (ACC193).

* Melanoma RPMI-7951: linea de melanoma establecida en 1971 a partir de un
nédulo linfatico afectado de una mujer caucasica de 18 afios con melanoma
maligno. Fue obtenida de Innoprot S.L. (Bizkaia, Espafia), (ACC76).

* Adenocarcinoma de colon HCT8: es una linea de adenocarcinoma
colorrectal humano establecida a partir del tumor de un hombre de 67 afios.
Fue obtenida de ATCC, (ATCC CCL-244).

* Adenocarcinoma de mama MCEF?7: es una linea de cancer de mama humano
establecida a partir de un adenocarcinoma mamario de una mujer caucésica
de 69 afios. Fue obtenida de ATCC, (ATCC HTB-22).

* Neuroblastoma SMS-KCNR: es una linea de neuroblastoma humano
obtenida del Dr. C. Pat Reynolds (Texas Tech University, Amarilo, TX). Es
una linea celular establecida después de un tratamiento con quimioterapia.

* Leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T humanos CCRF-CEM: es una
linea obtenida a partir de la extracciéon de sangre periférica de una paciente
caucasica de 4 afos. Fue obtenida por el Dr. G.E. Foley y su equipo en 1964
y adquirida en el laboratorio por la ATCC, (ATCC CCL-119).

* Células embrionarias de rinén humano HEK-293: esta linea fue obtenida en
los afios 70 en el laboratorio del Dr Alex van der Eb a partir de la
transformaciéon de cultivos de células renales embrionarias humanas
normales con adenovirus. Su nombre es debido a las siglas de Human

Embrionic Kidney Cells, (ATCC CRL-1573).
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* Fibroblastos embrionarios murinos MEF: los fibroblastos fueron obtenidos
a partir de un embrion de ratén de 14 dias de gestaciéon y la linea fue
adquirida de la ATCC, (ATCC SCRC).

* Células CHO-M2: son células derivadas de ovario de hamster chino (Chinese
hamster ovary) que sobreexpresan el receptor muscarinico M2.

* Melanocitos HEM (P-10853): cultivo primario de melanocitos humanos
aislados de piel de un individuo neonato con baja pigmentacién. Esta linea
fue adquirida a través de la empresa Innoprot S.L. (Bizkaia, Espana).

* Melanocitos HEM 104-05n: cultivo primario de melanocitos aislados de piel
de un individuo neonato con alta pigmentacién. Esta linea fue adquirida a
través de la ECACC (European Collection of Cell Cultures). Nos referiremos a
ellos a lo largo del trabajo como HEM-2710.

* Melanocitos HEMn-DP (C-202-5C): cultivo primario de melanocitos aislados
de piel de un individuo neonato con alta pigmentaciéon. Esta linea fue
adquirida a través de Cascade Biologics/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA.

* Melanocitos HEMn-LP (C-002-5C): cultivo primario de melanocitos aislados
de piel de un individuo neonato con baja pigmentacion. Esta linea fue
adquirida a través de Cascade Biologics/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA.

* Mela-FD: Células aisladas a partir de un tumor de un ratén desnudo al que

se le inocularon células de melanoma A375 para que desarrollara el tumor.

1.2-Cultivo de células
Cada linea celular utilizada en el presente trabajo tiene unos requerimientos
nutricionales y un ritmo proliferativo diferente. Los medios de cultivos requeridos

por cada linea se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 9. Medios de cultivo requeridos por las diferentes lineas celulares utilizadas.

Medio de cultivo Lineas celulares
A375
Hs294T
DMEM + 10% SBF + PEN-STREP + RPMI-7954
L-Glutamina HCTS
MCEF7
MEF
MEL-JUSO
RPMI 1640 GlutaMAX™ + 10% SBF + RSO
PEN-STREP COWLL-D
SMS-KCNR
HEK-293
RPMI 1640 GlutaMAX™ + 10% SBF + CCRF-CEM
Gentamicina
McCoy’s 5A + 10% SBF + PEN-STREP HT144

+ L-Glutamina

Medio de cultivo para melanocitos HEM (P-10853)

Medium-254+ 1% Suplemento para HEMn-DP
melanocitos HEMn-LP
HEM-2710

Las células fueron rutinariamente cultivadas en frascos T-75 (75 cm? - Sarstedt,
Nuremberg, Alemania) en monocapa (a excepcion de las células CEM, que crecen
en suspension) y mantenidas en su correspondiente medio suplementado con 10%
de SBF, L-Glutamina 2mM y una solucién antibiética de 100 pg/ml estreptomicina
y 100 UI/ml de penicilina. Todas las lineas fueron incubadas en el interior de

incubadores con una atmoésfera himeda (saturada de vapor de agua al 95%) a
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37°C y al 5% de COz. Para su subcultivo las células fueron lavadas con PBS y
tripsinizadas con una solucién de Tripsina-EDTA durante 5 minutos a 37°C.
Transcurrido este tiempo la tripsina se inactivé con SBF y se centrifugé la soluciéon
a 200 g durante 5 minutos. A continuacién se retir6 el sobrenadante y se
resuspendio el pellet con medio nuevo. Se cont6 el nimero de células utilizando
una cdmara de recuento Burker (Blaubrand) y una relacién 1:1 de azul tripan
(Sigma-Aldrich). El azul tripan es un colorante vital capaz de atravesar las
membranas rotas de las células muertas, de manera que las células muertas
aparecen tefiidas de azul mientras que las vivas no lo incorporan y son
refringentes cuando se observan al microscopio invertido. Una vez calculado el
nimero de células totales y comprobado que la viabilidad celular sea siempre
superior al 95%, se siembra la cantidad deseada de células en un frasco de cultivo
nuevo para su mantenimiento. Para los experimentos siempre se utilizaron células
en fase de crecimiento exponencial.

La linea de leucemia linfoblastica CEM se mantuvo en cultivo en suspension, en
medio RPMI suplementado con 10% de SBF y 100 pg/ml de gentamicina. Para su
subcultivo las células se centrifugaron a 200 g durante 5 minutos, se decant6 el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en el volumen adecuado de medio. La

concentracion de subcultivo recomendada es de 2x105 células/ml.

1.3-Congelacion y descongelacién de lineas celulares
Para evitar problemas derivados del cultivo ininterrumpido de las lineas celulares
(alteraciones genéticas, contaminaciones, etc.), éstas se mantienen en cultivo
durante un ntimero determinado de pases (aproximadamente 20 pases). Tras este
periodo se retiran y se sustituyen por células nuevas. Por ello se mantiene un stock
de células congeladas de cada tipo celular que nos permite reponer la linea en
cualquier momento que se precise.
* Congelacion: Las células en crecimiento exponencial, una vez tripsinizadas y
habiendo realizado el contaje, se centrifugan a 200 g durante 5 minutos.
Una vez eliminado el sobrenadante, el pellet se resuspende a una

concentracion de 2-4x10¢ células/ml, dependiendo la linea celular, en SBF

73



Materiales y Métodos

con 10% de DMSO. Tras resuspender las células en el medio de
congelacién, se pipetea 1 ml de la suspension por criovial y se introducen
los crioviales en un “Mr. Frosty” (Nalgene® Labware/Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) para mantenerlos a -80°C durante 24h en un
ultracongelador. El Mr Frosty es un recipiente que contiene isopropanol y
permite un descenso gradual de la temperatura hasta la congelacién,
minimizando la formacion de cristales y por tanto, el dafio y muerte celular
durante este proceso. Finalmente, tras 24h a -80°C, los crioviales se
almacenan en nitrégeno liquido donde se mantienen a -196°C hasta su
utilizacion.

* Descongelacién: A diferencia de la congelacion, la descongelacion debe ser
lo més rapida posible, para ello los crioviales se ponen en un bafio a 37°C
hasta la descongelaciéon del contenido. A continuacién, se siembra el
contenido del vial en un frasco de cultivo T-25 con medio nuevo y
suplemetado con SBF. Como las células utilizadas son adherentes, se espera
5-8 horas y se verifica si las células se han adherido al fondo del frasco. En
caso positivo, se cambia el medio para eliminar el contenido en DMSO y
restos de células muertas. En el caso de las células de leucemia linfoblastica
aguda CEM, una vez descongelado el vial, se afiaden las células a un tubo
falcon con unos mililitros de medio y se centrifuga a 200 g para eliminar el
DMSO. Se retira el sobrenadante y el pellet de células se resuspende con

medio suplementado con SBF y se siembra en el frasco de cultivo.

2-Ensayo de viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular se emple6 un kit estandarizado XTT (Roche
Molecular Biochemicals, IN, USA). Este ensayo esta basado en la capacidad de las
células viables de transformar la sal de tetrazolio XTT, de color amarillo, en
formazén, de color naranja, en presencia de un reactivo reductor. El proceso
ocurre unicamente en células viables, metabdlicamente activas, mediado por el
sistema “succinato-tetrazolio reductasa”, que transforma la sal de tetrazolio en

formazan. La cantidad de formazan y, por tanto, de colorante naranja formado, es
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facilmente cuantificable mediante un espectrofotémetro de placas midiendo la
absorbancia a 490 nm.

Para este ensayo, las células se siembran en placas de 96 pocillos de fondo plano
con la densidad apropiada segutn la linea celular en 100 pl de medio de cultivo y se
dejan toda la noche en la estufa para que se adhieran al pocillo. Al dia siguiente se
retira en medio de cada pocillo y se incuban las células con las concentraciones
deseadas de los productos quimicos testados y durante los tiempos de tratamiento
establecidos.

La viabilidad celular se determina a través del ensayo colorimétrico XTT, de
acuerdo a las indicaciones del suministrador: después de afiadir la mezcla del
reactivo reductor y XTT a los pocillos en una proporcion 1:50, se incuba la placa
durante 4 horas en el incubador y se procede a la lectura de las absorbancias a 490
nm mediante un espectrofotometro de placas (SynergyTM HT, BioTek). La
viabilidad celular se calcula como el porcentaje de la viabilidad celular respecto a
las células control de la siguiente forma:

Absorbancia experimental
IR0

Absorbancia control

La concentracién inhibitoria del 50% de la viabilidad celular (ICso) para la TEF y la
FEX en las diferentes lineas celulares fue calculada con el programa GraphPad

Prism.

3-Extraccion y cuantificacion de proteinas

3.1-Extraccién de lisados celulares

Como procedimiento general, las células se recogen mediante tripsinizacion, se
lavan dos veces con PBS (Sigma-Aldrich) frio y se centrifugan a 200 g a 4°C
durante 5 minutos. Para la obtencion de los extractos de proteina se resuspende el
pellet de células a una concentraciéon de 5x10°¢ células por cada 250 pl de tampon
de lisis RIPA (NaCl 150 mM, NP-40 1%, desoxicolato 0.5%, SDS 0.1% y Tris-HCL
80 mM pH 8) junto con el céctel de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich). Tras

resuspender energéticamente las muestras (debido a su gran viscosidad), los
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lisados celulares se pasan a través de una aguja de insulina varias veces con el fin
de romper el ADN responsable de la viscosidad de las muestras. Finalmente, se
centrifugan los extractos a 15.000 g a 4°C durante 10 minutos, se recoge el
sobrenadante, se alicuota y se almacena a -20°C hasta su utilizacién.
3.2-Cuantificacion de proteinas

Para determinar la concentracién total de proteinas se utiliz6 el ensayo del acido
bicinconinico (BCA), utilizando albimina sérica bovina (BSA) como patrén de
proteinas (Smith y cols., 1985) (tabla 10). Este ensayo se emplea para la
cuantificacion de proteinas mediante colorimetria. El método combina la
reduccion del i6n caprico (Cu*?) a i6n cuproso (Cu*l) en un medio alcalino
(reaccion de Biuret) y la deteccién de este catiéon (Cu*?) usando un reactivo que
contiene acido bicinconinico. El producto final de la reaccién es de un color
purpura formado por la unién de dos moléculas de BCA con una del ién cuproso
(Smith y cols., 1985). Este complejo hidrosoluble puede ser detectado mediante

absorbancia a una longitud de onda de 562 nm.

Proteina + Cu?t — Cul*

Cu'*+ BCA > complejo parpura BCA-Cul*

Para llevar a cabo este ensayo se preparan 50 pl de las muestras a cuantificar,
diluidas en H>O miliQ. Se realiza una recta patrén con 6 concentraciones
conocidas y crecientes de BSA (tabla 10). Una vez preparadas las muestras y la
recta patron, se prepara la mezcla de la reacciéon, compuesta por una solucién de
CuSOs al 4% y &cido bicinconinico en una relaciéon 1:50. Se afiade 1ml de esta
mezcla a cada muestra problema y a cada muestra de la recta patrén, y se incuban

durante 30 minutos a 37°C en oscuridad.
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Tabla 10. Concentraciones de BSA utilizadas en la recta patréon para la cuantificaciéon de
proteina.

BSA (1 mg/ml) 0Opl 10ul 20ul  30ul  40ul 50 ul
H>0 miliQ 50ul  40pul  30pul  20pul 10 ul O pl
[BSA] (mg/ml) 0 2 4 6 8 10

Tras la incubacién se procede a la lectura de las absorbancias a 562 nm en un
espectrofotometro (SmartSpec™ Plus Spectrophotometer, Bio-Rad). Se utiliza
como blanco la muestra de la recta patrén nimero uno, la cual no contiene BSA, y
se miden las muestras.

A partir de las absorbancias obtenidas para las muestras con concentraciones
conocidas de BSA, se elabora la recta patrén, y mediante la comparacién de las
absorbancias, se determina la concentraciéon correspondiente a las muestras de

concentraciéon desconocida, teniendo siempre en cuenta el factor de dilucion.

4-Western Blot

El western blot es una técnica analitica ampliamente utilizada para el estudio de
proteinas. Este método, descrito por primera vez por Towbin y cols. en 1979,
permite la deteccion de una sola proteina dentro de una muestra biolégica. La
especificidad de la técnica se logra mediante la utilizacion de un anticuerpo que
reconoce y se une a un epitopo anico de la proteina de interés. Con esta técnica se
puede estimar el tamafio de wuna proteina, confirmar la presencia de
modificaciones post-traduccionales como la fosforilaciéon, y puede ser utilizada
para comparar semi-cuantitativamente los niveles de proteina entre diferentes

muestras.

4.1-Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

La técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970) permite separar proteinas desnaturalizadas en geles con una
matriz de poliacrilamida. Las proteinas son sometidas a un campo eléctrico de

forma que se separan de manera proporcional a su masa.
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Las muestras son desnaturalizadas mediante calor en presencia de agentes
desnaturalizantes. Para la separacién de las proteinas se utilizaron geles con un
porcentaje de poliacrilamida en funcién del peso molecular de la proteina buscada

(tabla 11). La mayoria de las proteinas se separan bien en el rango 5-15%.

Tabla 11. Porcentaje de poliacrilamida utilizado en funcion de la proteina de interés.
% Acrilamida 15% 10% 7.5% 5%
Rango KDa 12-43 16-68 36-94 57-212

Para el montaje, elaboracion de los geles y la posterior electroforesis utilizamos la
unidad de electroforesis “MiniProtean II” (BioRad). El gel de acrilamida est4
compuesto por dos partes: el running gel (separador), que es la parte del gel en la
que realmente se separan las proteinas (tabla 12), y el stacking gel (concentrador),
que es la parte inicial del gel donde las proteinas se concentran para iniciar la

electroforesis (tabla 13).

Tabla 12. Composicién del running gel Tabla 13. Composicion del
segln su porcentaje de acrilamida stacking gel al 4% acrilamida
Running gel 7.5% 10%  12% 15% Stacking gel 4%
30% Acry-bis 38ml 5ml 6ml 7.5ml 30% Acry-bis 1 ml
2M Tris-HCL - sl | 2 3 ml 0.5M Tris-HCL A7
(pH 8.8) (pH 6.8)

H,O miliQ 9ml 7 ml 6 ml 4.5 ml 5,0 miliQ 5.75 ml
20% SDS 75 ul 75ul 75l 75 ul 20% SDS 375 ul
10% APS 75ul - 75ul  75ul 754l 10% APS 62.5 ul
TEMED 5 ul 5ul  5ul 5ul TEMED 6.25 ul
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Tabla 14. Componentes del gel de poliacrilamida con SDS y su funcidn.

Reactivo Funcion
Acrilamida Moléculas que polimerizan para formar cadenas
Formar uniones con las cadenas de acrilamida para formar
Bisacrilamida
el entramado
Dodecilsulfato Mantener la linearidad y la uniformidad de carga de las
soédico (SDS) proteinas
Tampon Tris Mantener el pH adecuado
Persulfato de Generar radicales libre que catalizan la reaccion de
Amonio (APS) polimerizaciéon
Aumentar la generacién de radicales libres por el
TEMED

persulfato de amonio

Para la elaboracion de los geles se mezclan los componentes (tabla 14) segun las
cantidades y en primer lugar se afade la mezcla del running gel entre los cristales
del soporte evitando la formacién de burbujas. Se rellena el espacio sobrante con
agua o isopropanol y se deja polimerizar. Al polimerizar el running gel aparece
una linea entre el gel y el agua; esto indica que el gel ha polimerizado y se retira el
agua o isopropanol volcando el soporte. A continuacion se afiade la mezcla del
stacking gel y se colocan los peines, evitando las burbujas y se dejan polimerizar
nuevamente. Una vez polimerizado se colocan los cristales con los geles en la
cubeta de electroforesis, se retiran los peines y se lavan los pocillos con tampén de
electroforesis.

Por lo general se cargan 50 ug de proteina por muestra y pocillo. Cada muestra se
mezcla con DTT y tampoén de carga Laemmly y se completa con tampoén de lisis
RIPA hasta un volumen final de 20 pl. Se hierven las muestras durante 5 minutos a
95°C y se cargan los pocillos con las muestras. El primer pocillo del gel se reserva
para cargar 4 pl del marcador de pesos moleculares “Precision Plus Protein™
Standards” (BioRad, Hercules, CA, USA). Una vez cargadas las muestras se afiade

mas tampon de electroforesis y se conecta la fuente de alimentacién “Power Pac
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Basis Power Supply” (BioRad, Hercules, CA, USA) (figura 18) bajo las siguientes
condiciones:
* 100V y 15 mA/gel durante 10 minutos. Premigracién en el stacking gel.
* 180V y 20 mA/gel durante 1 hora aproximadamente. Migracién del

running gel.

i

\\

Figura 18. Representacién esquematica de la electroforesis en acrilamida con SDS.

4.2-Transferencia

La transferencia consiste en transferir las proteinas del gel a una membrana de
nitrocelulosa (Whatman GmbH-GE Healthcare, Dassel, Alemania) aplicando
voltaje. La transferencia se realiza en un medio hiimedo y para ello se emplea la
unidad de transferencia “Mini TransBlot” (BioRad). Este sistema consiste en la
elaboracién de un “sandwich” simétrico que se compone de dos capas de papel de
filtro y una esponja. Previamente a comenzar la transferencia, la membrana de
nitrocelulosa, los papeles de filtro y las esponjas se sumergen en una cubeta con

tampon de transferencia (tabla 15) durante al menos 20 minutos.
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Tabla 15. Composicion del tampodn de transferencia.

Tampon de Transferencia

Tris 58¢g
Glicina 29¢g
SDS lg
Metanol 200 ml

Completar hasta 1 litro con H2O miliQ

Una vez preparado el “sandwich” se introduce en el cassette de transferencia y se
coloca en la cubeta con el tampoén de transferencia, teniendo en cuenta que las
proteinas migran hacia el danodo (figura 19). La transferencia se realiza bajo
corriente eléctrica de 300 mA durante 3 horas a temperatura ambiente.
Alternativamente también puede realizarse durante toda la noche a 4°C a menor

voltaje, 40 voltios.

Figura 19. Representacién esquematica de la transferencia de proteinas a membrana de
nitrocelulosa en medio himedo.

Una vez finalizada la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se tifie con una
solucion de rojo Ponceau durante 2 minutos en agitacion (Rojo Ponceau al 0.1%
(p/Vv) y acido acético glacial 1% (v/v)) y se lava con TBS hasta visualizar las
bandas. Asi se comprueba que la transferencia se ha realizado adecuadamente.
Una vez visualizadas las bandas continuamos con los lavados de la membrana con

TBS hasta la eliminacién del colorante.
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4.3-Inmunomarcaje

El bloqueo se llev6 a cabo incubando la membrana con una solucién disefiada para
reducir los lugares de unién no especificos al anticuerpo. Las soluciones de
bloqueo habituales son la leche desnatada en polvo o albimina de suero bovino
(BSA). La primera eleccion fue la utilizacién de leche desnatada en polvo, pero
debido a la presencia de biotina en las fosfoproteinas es preferible la BSA cuando
los anticuerpos que se van a utilizar son fosfoespecificos. En la tabla 16 se

muestran los porcentajes utilizados en las soluciones de bloqueo.

Tabla 16. Composicion de la soluciones de bloqueo.

Leche desnatada en polvo Albtmina de suero bovino (BSA)

5% de leche en TBS 1% de BSA + 0.1% de azida s6dica en TBS

Tras incubar la membrana durante una hora a temperatura ambiente con el agente
bloqueante, se incubaron las membranas con el anticuerpo primario durante toda
la noche a 4°C a la dilucién apropiada (tabla 7). Tras la incubacion se lavaron las
membranas 10 minutos con TBS, 15 minutos con TBS-Tween 0.1% y 10 minutos
con TBS. A continuacion se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente
(anti-rabbit o anti-mouse conjugado con peroxidada, en funciéon del origen del
anticuerpo primario) a la dilucién apropiada (tabla 8) durante 2 horas a
temperatura ambiente y en agitacion (figura 20). Finalmente se realizaron 3
lavados con TBS y TBS-Tween 0.1% como se ha indicado anteriormente y se

procedi6 al revelado de la membrana.

161'105
-——.;
Biockmg
agent ‘ Secnndary
antibody
Prestained molecular Primary antibody Primary annbndy with
weigh! marker Conjuga{e

Figura 20. Representacién esquematica de la hibridacién de la membrana de nitrocelulosa con
los anticuerpos primario y secundario.
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4.4-Revelado

La deteccién de las proteinas fijadas en la membrana de nitrocelulosa y marcadas
con anticuerpos especificos, se realiz6 utilizando el método de
quimioluminiscencia ECL (Enhanced Chemiluminiscence assay), SuperSignal®
West Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific). Este kit emplea el
luminol como sustrato del enzima peroxidada conjugado al anticuerpo secundario
(figura 21). Para ello se mezclaron volimenes iguales de solucién 1 y solucion 2
del kit ECL, en cantidad suficiente para cubrir la membrana. La membrana fue
incubada durante 1 minuto a temperatura ambiente; las imagenes se revelaron en
un documentador de geles (G:BOX, SYNGENE, Cambridge, Reino Unido) con el
programa GeneSnap de Izasa (L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona), de forma que

las imdgenes quedaron digitalizadas.

substrate y
secondary antibody light
HRP conjugate
\. / ¥> oxidized products

N
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to the membrane
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Figura 21. Representacién esquematica de la deteccion quimioluminiscente de las bandas de
proteinas.

5-Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia es una técnica basada en la fluorescencia que nos
permite visualizar pardmetros relacionados con caracteristicas antigénicas de las
células. Para ello se marcan las células con moléculas fluorescentes, fluorocromos
(como el 4’-6’diamine-2-phenylindole dihydrochloride, DAPI) o con anticuerpos
primarios especificos de antigeno y secundarios conjugados con fluorocromos, que
reconocen a los primarios (inmunofluorescencia indirecta). Las moléculas

fluorescentes absorben la luz de una determinada longitud de onda y emiten luz
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de otra longitud de onda mas larga. Si un fluorocromo es iluminado a su longitud
de onda absorbente y visualizado a través de un filtro que s6lo permita pasar la
luz de longitud de onda igual a la de la luz emitida, el componente aparece
brillante sobre un fondo oscuro. La intensidad y el color de la luz es una
propiedad caracteristica de la molécula fluorescente utilizada. Para analizar el
marcaje se emplean microscopios de fluorescencia, que tienen lamparas capaces de
excitar las muestras y filtros que seleccionan la longitud de onda de emisién del

fluorocromo.

5.1-Preparacion del soporte para la inmunoflurescencia

Se utilizaron cubreobjetos redondos de 12 mm & como soporte para realizar las
inmunofluorescencias, esterilizados previamente con etanol al 70%. Tras
depositarlos en los pocillos de las placas de 24 pocillos, se sometieron a luz
ultravioleta durante 20 minutos para completar su esterilizaciéon. A continuaciéon

se lavaron con abundante PBS estéril y se sembraron las células sobre ellos.

5.2- Reaccion de inmunofluorescencia

Las células depositadas en los pocillos se incubaron en la estufa durante 24 h para
permitir su adhesiéon a los cubreobjetos. Tras realizar los tratamientos
experimentales correspondientes, las placas se centrifugaron a 300g durante 2
minutos para evitar la pérdida de células que pudieran haber perdido su
adhesividad tras los tratamientos. A continuacién se fijaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente incubandolas con una solucién fijadora compuesta por
paraformaldehido al 4% en PBS. Tras varios lavados con PBS, se permeabilizaron
las membranas celulares con Tritén X-100 al 0.1% en PBS durante 1-4 minutos y se
procedié a su marcaje con anticuerpos. La unién de los anticuerpos a lugares
inespecificos se bloqueé mediante la incubacién con BSA al 1% diluido en PBS y
ajustado su pH a 7.5 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se diluyeron los
anticuerpos primarios en las mismas condiciones que la solucién de bloqueo, a las
concentraciones mostradas en la tabla 7, y se incubé durante 60 minutos a

temperatura ambiente. A continuacién se lavaron los cubreobjetos con PBS y

84



Materiales y Métodos

procedimos a incubar el anticuerpo secundario durante 1 hora en PBS en
oscuridad. Tras realizar tres lavados con PBS, se contrastaron los ntucleos con
DAPI en PBS durante 10 minutos en oscuridad a una concentraciéon de 1 png/ml y
de nuevo volvimos a lavar con PBS. Por tltimo montamos los cubreobjetos con las
células en portaobjetos sobre una gota de Fluoromount-G (Soutern-Biotech) y
examinamos las muestras mediante un microscopio de fluorescencia (Zeiss

Axioskop).

6-Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que nos permite el recuento y clasificacion de
las células segiin sus caracteristicas morfologicas (tamafio, complejidad de su
ndcleo y citoplasma) asi como la cuantificacion, mediante fluorocromos, de
parametros relacionados con las caracteristicas antigénicas de cada célula. Es una
técnica que permite obtener informacién sobre poblaciones celulares a partir de un
estudio individualizado de un gran namero de células, que por tanto serdn una
muestra representativa del conjunto poblacional. El fundamento de la citometria
de flujo se basa en hacer pasar una suspension de células alineadas, de una en una,
por delante de un haz de laser. El impacto de cada célula con el rayo de luz
produce sefiales que corresponden a diferentes parametros de la célula y dichas
sefiales son las que, tras ser digitalizadas, ofrecen informacién en forma de

histogramas.

6.1-Deteccion de apoptosis

Para discriminar entre el tipo de muerte celular (apoptosis vs. necrosis) se utiliz6 el
método de la Anexina V-FITC Apoptosis Detection kit (Calbiochem) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este método se basa en la traslocaciéon de la fosfatidil
serina de la membrana celular desde la cara interna (donde se localiza en las
células sanas) a la parte externa de la misma (proceso caracteristico de las fases
iniciales de la apoptosis). Esta externalizacién se produce antes de que la
membrana sea permeable al yoduro de propidio (YP). Debido a que el YP es un

marcador vital, solamente penetra en aquellas células que han perdido la
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integridad de su membrana plasmaética; en consecuencia, la tinciéon simultanea con
anexina V-FITC y YP, permite, mediante un analisis biparamétrico, discriminar
entre las células sanas (anexina -, YP -), apoptéticas tempanas (anexina +, YP -) y
apoptoticas tardias o necréticas (anexina +, YP +).

Las muestras tefiidas se analizaron con un citémetro de flujo (Gallios™ Flow
Cytometer-Beckman Coulter); la distribucion de las células en base a su marcaje se

analiz6 con el programa Summit v4.3

7-Analisis de la expresion de los receptores de la histamina mediante PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en
inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica cuyo objetivo es obtener un gran
namero de copias de un fragmento de ADN concreto. Esta técnica se basa en la
propiedad natural de las enzimas ADN polimerasas para replicar hebras de ADN,
para lo cual se emplean ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas para
separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase de replicacién y,
a continuacién, dejar que las hebras de ADN vuelvan a unirse para poder
duplicarlas nuevamente. La PCR fue perfeccionada por Kary Mullis en la década
de 1980. Esta técnica se ha ido perfeccionando y modificando hasta desarrollar
distintas variantes de la misma. En el caso de que el 4cido nucleico a analizar sea
el ARN, es necesario afiadir un paso previo conocido como retrotranscripcion, que
consiste en sintetizar ADN complementario (ADNc) de doble cadena a partir de

ARN monocatenario por la accién de la enzima transcriptasa reversa.

7.1-Extraccién y purificacién de ARN

Para la extraccion de ARN de la lineas celulares se utiliz6 el kit RNeasy Mini kit
(Quiagen) y se procedi6 seguin las instrucciones del fabricante. Todo el proceso se
realiz6 a temperatura ambiente y con material estéril. Las células en cultivo fueron
tripsinizadas con una solucién de Tripsina-EDTA durante 5 minutos a 37°C.
Transcurrido este tiempo la tripsina se inactivé con SBF y se centrifug6 a 200 g
durante 5 minutos. A continuacion se retir6é el sobrenadante y se resuspendi6 el

pellet con PBS. Se cont6 el nimero de células y se separaron 1x107 células para
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llevar a cabo la extraccién de ARN. Se centrifugaron a 200 g durante 5 minutos y
se retir6 el PBS. El pellet se resuspendi6 con 600 pl de una solucién que se compone
de 1 ml de tampén RLT y 10 pl de B-mercaptoetanol. Para que la lisis celular fuera
completa y homogénea, se pasé la muestra 10 veces a través de una jeringuilla con
una aguja de 20 g. Se afadieron 600 ul de etanol al 70% y se pipeted
vigorosamente (en ninglin caso se centrifuga en este paso). A veces puede
formarse un precipitado que no afecta al proceso. Se transfirieron 700 pl de la
muestra a una “columna de separacion RNeasy” y se centrifugé a 8.000 g durante
15 segundos. Se deseché el eluido y se colocé la columna en el mismo tubo
colector. Este paso se repitié tantas veces como fue necesario para recoger la
muestra en su totalidad. A continuacion se anadieron 700 pl de tampén RW1 en la
columna para limpiarla y se centrifugé a 8.000 g durante 15 segundos. Se volvié a
desechar el eluido y se procedié al tratamiento con DNAsa, para lo cual se
afiadieron 80 pl de una solucién que contenia 10 ul de DNAsa y 70 pul de tampén
RDD. Es importante mezclar bien esta solucion antes de afiadirla hasta que esté
homogénea. Se incubé 15 minutos a temperatura ambiente (20-30°C) y a
continuacion se afiadieron 700 pl de tampén RW1 y se centrifugd durante 15
segundos a 8.000 g. Se desech¢ el eluido y se transfiri¢ la columna a un nuevo tubo
colector. A continuacion se realizaron dos lavados con 500 pl de tampoén RPE cada
uno, centrifugando a 8.000 g durante 15 segundos en el primer lavado y durante 2
minutos en el segundo. Finalmente se transfiri6 la columna a un tubo Eppendorf
de 1,5 ml y se eluy6 el ARN anadiendo 50 pl de agua DEPC (Ambion® Inc., Foster
City, CA, USA), mediante centrifugacién a 8.000 g durante 1 minuto. Las muestras
se etiquetaron y se almacenaron a -80°C hasta su uso para asegurar la integridad

del ARN.

7.2-Cuantificacién y verificacién del estado del ARN

Para la cuantificacion de la concentracion de ARN utilizamos un
espectrofotémetro de placas (SynergyTM HT, BioTek Inc. Winooski, VT, USA)
provisto del accesorio Take3 Micro-Volumen Plate (BioTek). Este sistema nos

permite medir la concentracién de la muestra sin diluirla utilizando Gnicamente 2
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ul de la muestra. En primer lugar se utiliza agua DEPC como referencia y se
procede a la medida de las muestras por duplicado. La concentraciéon de ARN se
obtuvo a partir de 1x107 células en cultivo y para comprobar el estado del ARN y
verificar su integridad, se realiz6 una electroforesis en un gel al 2% de agarosa con
GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, Hayward, CA, USA) en el que se cargé 1 pg
de ARN. Tras 20 minutos de electroforesis se comprueba bajo la luz ultravioleta la
presencia de las dos bandas 28S y 18S del ARN ribosomal, las cuales garantizan

que el ARN extraido no esta degradado.

7.3-Retrotranscripcion

La retrotranscripcién o transcripcion inversa es un proceso que implica la sintesis
de una cadena de ADN de doble hebra a partir de una cadena simple de ARN.
Este proceso estd mediado por varias enzimas, pero es la enzima transcriptasa
inversa la encargada de la sintesis del ADN. Para realizar la retrotranscripcion se
utiliza el iScript™ cDNA Synthesis kit (BioRad) siguiendo las instrucciones
suministradas por el fabricante y la reaccién tiene lugar mediante incubacién en
un termociclador (iCycler MyiQ™ Single Color Real-Time PCR Detection System;
BioRad). A continuacion se detallan los componentes y volimenes utilizados en el

kit (tabla 17), asi como el programa utilizado en el termociclador (figura 22).

Tabla 17. Voliimenes necesarios para la reaccién de retrotranscripcién con iScript™

ARN 1pg
5x iScript Reaction Mix 4 nl
iScript Reverse Transcriptase 1pl

Afadir hasta completar un
Agua DEPC
volumen final de 20 ul
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42°C
30 min

Figura 22. Ciclo de temperaturas para la reaccion de retrotranscripcién con iScript™

7.4-Disefio de cebadores

Un cebador o primer es un oligonucleétido de secuencia corta de alrededor de 20
bases de longitud necesario para que la ADN polimerasa comience a afiadir
nucleétidos por el extremo 3’. Los cebadores poseen una secuencia de bases
complementarias a la del fragmento de ADN que se desea amplificar.

Para que los cebadores tengan una buena eficiencia en la amplificaciéon de la
secuencia deseada es importante su correcto disefio. Para ello lo primero es buscar
la secuencia del gen a estudiar en las bases de datos UCSC Genome Browser
(http:/ /genome.ucsc.edu/) o NCBI National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbinlm.nih.gov/). Se descarga la secuencia en
formato FASTA vy utilizando el programa Primer3 v. 4.0 (http:/ /primer3.ut.ee/) se
procede a disefar los cebadores intentando ajustarse al maximo a las siguientes
condiciones: longitud entre 19 y 24 nucleétidos, temperatura de anillamiento
6ptimo entre 58 y 60°C, que en las dltimas cinco bases del extremo 3" no haya mas
de dos G 6 C, que el contenido CG esté entre 40 y 60% y que no presente
repeticiones del mismo nucleétido cuatro veces (tabla 18).

Una vez disefiados los cebadores se comprueban en la base de datos UCSC
Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?’command=start), que
permite realizar una PCR in silico y de esta manera verificar que los cebadores
disefiados son especificos para la secuencia del gen a estudiar y no muestran

homologias con otras regiones.
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Tabla 18. Cebadores utilizados para PCR convencional.

Tamano del
Tm

Gen Secuencia de los cebadores amplicon ¢0)

(pb)
Fw 5'-TAAGCTGAGGCCAGAGAACC-3'

HRH1 492 59°C
Rv 5'-TACTGTCTTGAATGCGAGCG-3'

Fw 5'-GGTACATCCTTGCCATCACATCAT-3'
HRH4 396 59°C
Rv 5'-ACTTGGCTAATCTCCTGGCTCTAA-3'

B- Fw 5'-AGATGACCCAGATCATGTITTGAG-3'
actina Rv 5'-GTCACCGGAGTCCATCACG-3'

119 59°C

7.5- PCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador (iCycler MyiQ™
Single Color Real-Time PCR Detection System; BioRad). La mezcla de reaccion se
constituy6é con 12,5 pl de ImmoMix Red (Bioline), 9,5 ul de agua DEPC, 1 pl de
cada cebador (dilucién 1:5 de un stock de concentracién de 10 pM) y 1 ul de

ADNCc. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes (figura 23):

95°C 95°C 72°C 72°C
10 min 30s 30s 10 min

™™
30s

4°C

o Y °°

Figura 23. Condiciones de amplificacién para la PCR

A continuacion se realizé una electroforesis con los productos obtenidos de la
amplificacion por PCR en un gel al 2% de agarosa con GelRed Nucleic Acid Stain

(Biotium, Hayward, CA, USA). Se afadié6 un marcador de pesos moleculares
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(HyperLadder II. Bioline) para comprobar que los productos amplificados son del
tamafio correspondiente a los pares de bases. Tras 20-25 minutos de electroforesis
se comprobo bajo la luz ultravioleta la presencia de las bandas correspondientes a

los amplificados.

8-Expresion de receptores muscarinicos en lineas celulares y estudio de la
afinidad de la terfenadina por dichos receptores

El estudio autorradiografico se realizé siguiendo, en lineas generales, la
metodologia descrita por Cortés (Cortés y cols, 1984), con pequefias
modificaciones (Rodriguez-Puertas y cols., 1997). Los microarrays de membranas
celulares se dejaron secar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez
transcurrido este tiempo se comenzé el ensayo con la incubaciéon de los
microarrays durante 60 minutos a 30°C en tampon fosfato 50 mM (HNazPOs,
H>NaPOg; pH 7.3) con [*H]N-metilescopolamina ([*H]-NMS) (3 nM) en ausencia y
presencia de concentraciones crecientes de terfenadina. La fijacién no especifica se
determiné con atropina (10 pM). Después, se realizaron dos aclarados rapidos con
el tampon fosfato a 4°C, tras lo cual las secciones se lavaron dos veces en tampoén
frio durante 5 minutos cada vez. Transcurrido este tiempo, se realizé una doble
inmersioén rdpida en agua destilada fria y se dejaron secando bajo una corriente de
aire frio (4°C). Posteriormente, las secciones de tejido se expusieron a una pelicula
radiosensible (Kodak Biomax MR) durante 4 meses, que se revel6 de forma similar
a una pelicula fotografica. El marcaje se cuantificé transformando las diferentes
densidades de grises a fmol/mg proteina. Para ello, cada pelicula se expuso junto
con estandares comerciales, [3H]-microescalas, previamente calibrados

(Amersham).

9- Desplazamiento de la fijaciéon de [3H]-Dihidrorotenona por terfenadina en
microarrays de membranas aisladas de lineas celulares.

El estudio autorradiografico se realizd siguiendo en lineas generales la
metodologia descrita por Greenamyre (Greenamyre y cols., 1992, Higgins y cols.,

1996), con pequefias modificaciones.
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Los microarrays de membranas celulares se dejaron secar durante 15 minutos a
temperatura ambiente (t.a.) tras lo cual se realiz6 una preincubacién de 30 minutos
en tampoén Tris-HCl 25 mM (pH 7,6). Una vez transcurrido este tiempo se
comenzo el ensayo con la incubacion de los microarrays durante 120 minutos a t.a.
en Tris-HCl 50 mM (BSA 1%; NADH 200uM; pH 7,6) con [*H]-DHR 5 nM en
ausencia y presencia de concentraciones crecientes de terfenadina. La fijacién no
especifica se determindé con rotenona (100 pM). Después, se realizaron dos
aclarados répidos con el tampoén Tris-HCl 50 mM (BSA 1%; pH = 7,6) a 4°C y se
dejaron lavando durante 60 minutos en dicho tampén a 4°C. Posteriormente los
microarrays se lavaron dos veces en tampén Tris-HCI 25 mM frio durante 5
minutos cada vez y a continuacion se realizé una doble inmersién rapida en agua
destilada fria. Los microarrays se dejaron secando bajo una corriente de aire frio
(4°C) y una vez secos se expusieron a una pelicula radiosensible (Kodak Biomax
MR) durante 3 meses, que se revel6 de forma similar a una pelicula fotografica. El
marcaje se cuantificé transformando las diferentes densidades de grises a
pmol/ng proteina. Para ello, cada pelicula se expuso junto con estandares

comerciales, [3H]-microescalas, previamente calibrados (Amersham).

10-Determinacion de la actividad NADH deshidrogenasa (Complejo I)

La deteccion de la actividad del Complejo I se llevé a cabo realizando algunas
modificaciones en el protocolo descrito por Janssen y cols. (Janssen y cols., 2007).
La actividad se determiné a temperatura ambiente midiendo la absorbancia a 595
nm cada 10 segundos durante 40 minutos en un Multiskan microtiter plate reader
(Thermo Scientific). La mezcla de reaccién incluia 25 mM tampoén fosfato (pH 7.4),
3 mg/ml seroalbtimina bovina (BSA) (Sigma), 60 uM decilubiquinona (Sigma), 160
uM 2,6-dichloroindophenol (DCIP) (Sigma), 0.7 mM NADH (Sigma) y 5 pM
antimicina-A (Sigma). Asimismo, la inhibicién de la actividad del complejo I se
determiné afiadiendo 100 pM de terfenadina y 10 uM de rotenona (Sigma). Para

dar comienzo a la reaccién se afiadieron las membranas de corazén de rata Sprague
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Dawley a una concentracién final de 0.1 pg/pl. Se realizaron diferentes controles

de la reaccion para descartar posibles interacciones.

11-Determinacién de la actividad CcO (Complejo IV)

El ensayo de la Citocromo ¢ Oxidasa (CcO) se realiz6 siguiendo el protocolo
descrito por Wong-Riley (Wong-Riley, 1979) con algunas modificaciones. La
determinacion se realiz6 a temperatura ambiente mediante medicion de la
absorbancia en el espectrofotdémetro Multiskan microtiter plate reader (Thermo
Scientific) a dos longitudes de onda (595 y 620 nm) cada 10 minutos durante 16
horas (10-960 min). La solucién de reaccion se realizé en tampoén fosfato (PB) 0,1 M
a pH 74 y se utiliz6 3,3'-diaminobenzidina (DAB) (Sigma) 1.3 mM como
cromoégeno. Asimismo, dependiendo de la condicién a estudio, se afiadi6 NADH
(Sigma) a una concentracion final de 0.7 mM, el inhibidor rotenona (Sigma) a una
concentracion final de 10 uM y el antihistaminico terfenadina a una concentracion
final de 100 uM. De este mismo modo, se realizaron diferentes controles de la
reaccion para descartar posibles interacciones. La solucién de reaccion se prepard
en el momento de uso y se evité la exposicion a la luz. La concentraciéon de las
membranas de los tejidos empleada fue de 0,1 pg/pl y se obtuvieron a partir de

corazon de ratas Sprague Dawley.

12-Analisis del calcio intracelular

Para analizar los cambios en los niveles de calcio intracelular, utilizamos la sonda
fluorescente Fluo-4 AM (Invitrogen). Esta sonda en el interior de la célula pierde el
grupo acetoximetilo (AM) y se une al calcio, actuando como indicador de las
variaciones intracelulares del mismo en las células. La excitacion de Fluo-4 se
produce a 488 nm.

Para este ensayo utilizamos placas de 35 mm de diametro con el fondo de vidrio.
Sembramos las células en un volumen final de 2 ml y una densidad de 600.000
células/placa. Al dia siguiente afiadimos la sonda Fluo-4 al 1 X diluida en medio
(el stock se encuentra preparado al 1.000 X) y la incubamos en la estufa durante 30

minutos. A continuacién retiramos el medio y lavamos durante 20 minutos con
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medio de cultivo. A continuacién realizamos un time-lapse mediante microscopia
confocal, afiadiendo el tratamiento momentos antes de empezar la captura de

imagenes. Las imagenes se analizaron y trataron con el shoftware Image].

13-Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados fue realizado mediante la prueba t de
Student. P<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo, P<0.01 fue
considerado como estadisticamente muy significativo y P>0.05 fue considerado

estadisticamente no significativo.
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1.-EFECTO DE LA TERFENADINA Y FEXOFENADINA
SOBRE DIFERENTES LINEAS TUMORALES HUMANAS

1.1.-La terfenadina induce citotoxicidad en las células de melanoma,
adenocarcinoma de colon, mama y neuroblastoma.

En primer lugar, determinamos el efecto citotéxico de la terfenadina en 4 lineas de
melanoma humano (MEL-JUSO, MEL-HO, COLO-800 y RPMI-7951) mediante el
ensayo de viabilidad XTT. Las células se trataron durante 24 horas con
concentraciones crecientes de terfenadina desde 5 uM hasta 20 uM.

Como se puede observar en la figura 24, la terfenadina indujo una disminucién de
la viabilidad celular en todas las lineas analizadas donde, a la concentracién mas
elevada se obtienen valores de viabilidad cercanos a cero. La concentracion
inhibitoria del 50% de la viabilidad (ICso) a las 24 horas de tratamiento fue similar
en las lineas MEL-JUSO, MEL-HO y COLO-800, siendo cercana a 10 pM (tabla 19),

mientras que para la linea RPMI-7951 fue ligeramente mas alta.

‘ ——MEL-JUSO —=— MEL-HO —— COLO-800 RPMI-7951

[y
N
o

+—

Viabilidad celular
(% respecto al control)

N W N x
o o o o o
| | | |

5 10 15 20
Concentracion de TEF en uM (24 h)

o

Figura 24. Efecto de la terfenadina sobre la viabilidad de células de melanoma humano. Las
lineas celulares MEL-JUSO, MEL-HO, COLO-800 y RPMI-7951 fueron tratadas con diferentes
concentraciones de terfenadina durante 24 horas. La viabilidad celular se evalué mediante el

ensayo XTT. Los datos corresponden a la media + SD de al menos 3 experimentos independientes
donde cada condicién se ensay6 por cuadruplicado (n=12).
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A partir de estos resultados, analizamos si el efecto de la terfenadina era exclusivo
de lineas de melanoma o podria ser similar en otros tipos tumorales.
Determinamos la viabilidad en células de adenocarcinoma de colon (HCTS),
adenocarcinoma de mama (MCF7) y neuroblastoma (SMS-KCNR) tratadas
durante 24 horas con terfenadina a diferentes concentraciones (5 - 25 uM). Los
resultados (figura 25) mostraron que la terfenadina también produce un efecto
citotoxico en las tres lineas celulares. En el caso de las células HCT8 y MCF7
(adenocarcinoma de colon y mama, respectivamente), la viabilidad celular fue
inferior al 20% con la dosis de 20 uM de terfenadina, mientras que la linea de
neuroblastoma SMS-KCNR se mostr6 un poco mads resistente a la droga,
manteniéndose la viabilidad a niveles un poco mayores. Para todas estas lineas
celulares, los valores ICso fueron mas elevados que los obtenidos para el melanoma

humano (tabla 19) si bien en ningtin caso fueron superiores a 20uM.
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Figura 25. Efecto de la terfenadina sobre la viabilidad de células HCT8 (A), MCF7 (B) y SMS-
KCNR (C). Las células HCT8, MCF7 y SMS-KCNR fueron tratadas con diferentes concentraciones
de terfenadina durante 24 horas. La viabilidad celular se evalu6é mediante el ensayo XTT. Los datos
corresponden a la media £ SD de al menos 3 experimentos independientes donde cada condicién
se ensay6 por cuadruplicado (n=12).
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Tabla 19. Efecto de la terfenadina y la fexofenadina en la viabilidad celular en 7 lineas
tumorales. Calculo del IC50. Los valores de la ICs fueron calculados con el programa GraphPad
Prism.

Valores de ICso (uUM)

TEF FEX
MEL-JUSO 91 >100
MEL-HO 9,9 >100
COLO-800 9,6 >100
RPMI-7951 12,25 >100
HCTS8 15,45 >100
MCF7 15,22 >100
SMS-KCNR 21,75 >100

1.2- La fexofenadina, metabolito activo de la terfenadina, no tiene

actividad antitumoral.

Para evaluar si la fexofenadina, el principal metabolito activo de la terfenadina,
ejerce un efecto citotoxico sobre las diferentes estirpes tumorales, las células en
cultivo se trataron con concentraciones de 5 a 100 uM de fexofenadina durante 24
horas. Los resultados no evidenciaron diferencias de viabilidad celular respecto al
control en ninguna de las lineas celulares analizadas (figura 26), lo cual indica que
la citotoxicidad es inducida por la terfenadina y no a través de los productos

derivados de su metabolismo.
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Figura 26. Efecto de la fexofenadina y de la terfenadina sobre la viabilidad de células HCTS (A),
MCF7 (B), SMS-KCNR (C) y MEL-HO (D). Las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de fexofenadina y terfenadina durante 24 horas. La viabilidad celular se evalué
mediante el ensayo XTT. Los datos corresponden a la media £ SD de al menos 3 experimentos
independientes donde cada condicién se ensay6 por cuadruplicado (n=12).
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1.3.- La terfenadina induce apoptosis y autofagia en células de
adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma de mama, neuroblastoma
y melanoma

Para comprobar si el efecto citotéxico de la terfenadina esta relacionado con su
capacidad para inducir apoptosis y/o autofagia, analizamos mediante western
blot, la activacion de las proteinas caspasa-3 y LC3B, implicados en la apoptosis y
el proceso autofdgico respectivamente.

Como se observa en la figura 27, la activacion de la caspasa-3 es evidente a partir
de las 24 horas de tratamiento. Sin embargo, la activacién de la proteina LC3B y su
fragmentacion en LC3B-I y LC3B-II se aprecia desde las primeras 4 horas de
tratamiento con la terfenadina en las cuatro lineas tumorales. Los resultados
sugieren por tanto, que la autofagia se produce simultdineamente a la induccion

del proceso apoptético.

LC3B-1
LC3B-II
Caspasa-3
Actina —_— ’ — .b —
Control 4h  8h 16h 24h 30h Control  4h  8h 16h  24h  30h
TEF 15uM TEF 15uM
LC3B-1
LC3B-1I
e R * | Caspasa-3 e T 8 e
— | Actina
Control 4h  8h 16h 24h 30h Control  4h 8h 16h 24h  30h
TEF 20 uM TEF 10 uM

Figura 27. Participacion de la apoptosis y autofagia en la muerte inducida por terfenadina. Las
células de adenocarcinoma de colon (A), carcinoma de mama (B), neuroblastoma (C) y melanoma
(D) fueron tratadas con terfenadina durante diferentes tiempos a la concentracién correspondiente
a su ICsp. Las proteinas de los lisados celulares (50 ng) fueron separadas por electroforesis y la
expresion de caspasa-3 y LC3B fueron analizadas mediante western blot. La deteccién de actina se
empled como control de carga. Imagenes representativas de 3 experimentos realizados de manera
independiente.
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Adicionalmente demostramos, mediante tincién nuclear fluorescente con DAPI la
condensaciéon y marginacion de la cromatina y la fragmentacion nuclear

caracteristicas del proceso apoptético (figura 28).

Control TEF 16h

Figura 28. Imagenes de microscopia de fluorescencia de las lineas celulares tratadas con
terfenadina. Las células de adenocarcinoma de colon (A), carcinoma de mama (B), neuroblastoma
(C) y melanoma (D) fueron tratadas con terfenadina a la concentracién correspondiente a su ICsp.
Tras 16 horas de tratamiento fueron tefiidas con DAPI y observadas mediante microscopia de
fluorescencia. Las flechas blancas sefialan nticleos de células apoptéticas. Imagenes representativas
de 3 experimentos realizados de manera independiente. Barra= 50 pm.
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1.4.-La terfenadina produce dafio en el ADN de las células de
adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma de mama, neuroblastoma
y melanoma

Estudiamos, mediante western blot, el efecto de la terfenadina sobre el ADN.
Concretamente analizamos la expresion de la forma fosforilada de la histona
H2A.X (en la Ser139), denominada yH2A.X. Esta fosforilacion tiene lugar cuando
se producen en el ADN roturas de doble cadena (DSBs) (Rogakou y cols., 2000) y
representa, por lo tanto, dafio genémico. Tal y como se muestra en la figura 29, la
terfenadina aumenta la expresion de yH2A.X fosforilada. Observamos que, en
todas las lineas analizadas, la fosforilacion de la histona aumenta de forma

significativa a partir de las 16-24 horas de tratamiento con terfenadina.
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| —— | yH2AX (pSer'®)| ——— |

| _---—,.—_| Actina | ---——|

Control 4h 8h 16h 24h 30h Control 4h 8h 16h 24h 30h
TEF 15 uyM TEF 15 uyM

C D

—-_— —- YH2AX (pSeriss) | = s s m-
Actina

Control 4h  8h 16h 24h 30h Control  4h 8h 16h 24h 30h

TEF 20 uM TEF 10 uM

Figura 29. Dafio en el ADN inducido por la terfenadina en diferentes lineas tumorales. Las
células de adenocarcinoma de colon (a), carcinoma de mama (b), neuroblastoma (c) y melanoma
(d) fueron tratadas con terfenadina durante diferentes tiempos a la concentracién correspondiente
a su ICsp. Las proteinas de los lisados celulares (50 pg) fueron separadas por electroforesis y la
expresion de H2AX fue analizada mediante western blot. La deteccion de actina se empleé como
control de carga. Imagenes representativas de 3 experimentos realizados de manera independiente.

A continuacién analizamos la quinasa ATM, una proteina que se activa por
fosforilacion en la Ser!®®! en respuesta a la induccién de DSBs en el ADN y que

constituye el componente clave de las vias de transduccién de sefiales iniciadas a
partir de DSBs (Kastan y cols., 2000). Mediante inmunofluorescencia, estudiamos

la activacion y localizacion de la forma activa de ATM. Como puede observarse en
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la figura 30, la ATM fosforilada se localiza predominantemente en el citoplasma
de las células sin tratar. Sin embargo, el tratamiento con terfenadina induce un
cambio de patrén caracterizado por la localizacion de la fluorescencia en el interior
del ntacleo con una distribucién difusa o punteada. Esta distribucién nuclear de la
ATM activa representa su translocacion al interior del nacleo y la formacién de

focos en los sitios dafiados del DNA (Yang y cols. 2003)

A

TEF 16 h

B
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C
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D
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Figura 30. Activaciéon de ATM inducida por terfenadina. Las células de adenocarcinoma de colon
(A), carcinoma de mama (B), neuroblastoma (C) y melanoma (D) fueron tratadas con terfenadina a
su concentracién de ICsp correspondiente durante 16 horas, fueron incubadas con un anticuerpo
primario anti-ATM y luego con un anticuerpo secundario (verde). Los ntcleos fueron tefiidos con
DAPI (azul). Las células fueron visualizadas y analizadas mediante microscopia de fluorescencia.
Imégenes representativas de 3 experimentos realizados de manera independiente. Barras=50 pm.
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1.5.-Activacién de la via de sefializacion p53/p73

La via de sefalizacion p53/p73 es una de las rutas intracelulares implicadas en la
induccion del proceso apoptético iniciado por lesiones en el ADN. Debido a que la
terfenadina induce dafio en el ADN, estudiamos esta ruta analizando la expresion
de tres de sus componentes mas representativos: p53, NOXA y p73. Los ensayos
de western blot demostraron, en las cuatro lineas tumorales, que la terfenadina

incrementa de forma significativa la expresion de p53 y NOXA (figura 31).

P53 (pSer?®)
NOXA
|——-- ~~<——| Actina | _'-————-|
Control  4h 8h 16h 24h 30h Control  4h 8h 16h 24h  30h
TEF 15uM TEF 15uM

C
R - ——
P ———

Actina

Control  4h 8h l6h 24h  30h

TEF 20uM TEF 10uM

Figura 31. Activacion de la expresion de p53 y NOXA inducida por terfenadina. Las células de
adenocarcinoma de colon (A), carcinoma de mama (B), neuroblastoma (C) y melanoma (D) fueron
tratadas con terfenadina durante diferentes tiempos a la concentracién correspondiente a su ICsp.
Las proteinas de los lisados celulares (50 pg) fueron separadas por electroforesis y la expresiéon de
p53 v NOXA fueron analizadas mediante western blot. La deteccién de actina se emple6 como
control de carga. Imagenes representativas de 3 experimentos realizados de manera independiente.
La activacion del factor de transcripcion p73 se llevé a cabo mediante
inmunofluorescencia. En la figura 32 se observa que p73 presenta una localizacién
predominantemente citoplasmatica en las células control. Por el contrario, en las
células tumorales tratadas con terfenadina durante 16 horas, p73 se localiza

también en el ndcleo. El aumento de intensidad de la sefial fluorescente y la

translocacion nuclear reflejan el aumento de expresion y la activacion de p73.
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Control

TEF 16 h

Figura 32. Localizacién de la proteina p73 tras el tratamiento con terfenadina. Las células de
adenocarcinoma de colon (A), carcinoma de mama (B), neuroblastoma (C) y melanoma (D) fueron
tratadas con terfenadina a su concentracién de ICso correspondiente durante 16 horas. Las células
fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-p73 y luego con un anticuerpo secundario
(verde). Los nicleos fueron tefidos con DAPI (azul). Las células fueron visualizadas y analizadas
mediante microscopia de fluorescencia. Imagenes representativas de 3 experimentos realizados de
manera independiente. Barras=50 pm.

109



Resultados

2.-ESTUDIO DE LAS DIANAS MOLECULARES DE LA
TERFENADINA.

2.1.-Expresion de los receptores H1 y H4 de la histamina en las
diferentes lineas tumorales

En estudios previos realizados en el grupo demostramos que la terfenadina induce
muerte celular por apoptosis en lineas celulares de melanoma y de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) y que este efecto es independiente de la expresion de los
receptores H1 de la histamina (Jangi y cols., 2004; Jangi y cols., 2008). Para analizar
si este hecho se repite en otros tipos de células tumorales, decidimos analizar la
expresion del receptor H1 de la histamina en otras lineas de melanoma, en los
adenocarcinomas de colon y mama y en el neuroblastoma. Ademads, también
valoramos la posible implicacién del receptor H4 en la muerte inducida por

terfenadina.

En primer lugar analizamos la expresion de los receptores H1 y H4 de la histamina
mediante western blot y PCR. En este estudio se incluyeron dos lineas mas de
melanoma humano (A375 y HT144) y la linea de leucemia linfoblastica aguda
CEM, ademas de las lineas tumorales de colon, mama y neuroblastoma. Los
resultados evidenciaron que, sorprendentemente, sélo las lineas de melanoma
A375y HT144 expresan el receptor H1 de la histamina, mientras que en el resto de
lineas celulares la expresién es inexistente o muy leve (figura 33). En cuanto al
receptor H4 de la histamina, también fueron las lineas A375 y HT144 las que
mayoritariamente expresaron este receptor; sin embargo, fue mas evidente la
ausencia de expresion del receptor H4 en las lineas MEL-HO y CEM, y la muy
débil expresion del mismo en las lineas MCF7, HCT8 y SMS-KCNR.
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Figura 33. Expresion de los receptores H1 y H4 de la histamina en diferentes lineas tumorales.
Las proteinas de los lisados celulares (50 pg) de 7 lineas tumorales diferentes (A375, HT144, MEL-
HO, MCF7, HCTS8, SMS-KCNR y CEM) fueron separadas por electroforesis y la expresion de los
receptores H1 y H4 fue analizada mediante western blot. La deteccién de y-tubulina se empled
como control de carga. Imagen representativa de 3 experimentos realizados de manera
independiente.

Mediante PCR pudimos observar que, a diferencia de la expresiéon a nivel de
proteina, todas las lineas expresan ARNm del receptor H1 con diferente
intensidad, excepto la linea de melanoma MEL-HO, donde fue précticamente
inexistente (figura 34). La expresion de ARNm del receptor H4 de la histamina fue

mas homogénea en todas las lineas celulares estudiadas, aunque en la linea de

neuroblastoma la expresién fue mayor.

HRH1

HRH4

B-actina

A375 HT144 MEL MCF7 HCI8 SMS- CEM
-HO KCNR

Figura 34. Expresion del ARNm de los receptores H1 y H4 de la histamina en las lineas celulares.
Imagen representativa de 3 reacciones de PCR realizadas de manera independiente a partir de
ARNm extraido de las lineas celulares en pases diferentes. Como control endégeno de carga se
utilizo la B-actina.
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A pesar de que la PCR no es una técnica cuantitativa, decidimos realizar una
cuantificacién relativa mediante densitometria con el software de imagen Image]
tras una reaccién de PCR que se detuvo en el ciclo 28 cuando se encontraba en fase
exponencial de amplificacion. Para ambos receptores elegimos como referencia la
linea celular MEL-HO, ya que en ambos casos fue la linea que en menor medida
expreso el receptor H1 y H4 y por ello se le asigné el valor 1. Los valores relativos
de las restantes lineas fueron asignados en base a MEL-HO. Como podemos
observar en la tabla 20, en la que se muestran los valores obtenidos por
densitometria y los valores relativizados, en el caso del receptor H1 las lineas
MCF7 y SMS-KCNR fueron las que méas expresion mostraron (163,22 y 148,86;
respectivamente). Sin embargo, esta expresion elevada no se reflej6 a nivel de
proteina (figura 33). Por otro lado, las lineas A375 y HT144, que fueron las tnicas
que a nivel de proteina expresaron el receptor H1, a nivel de ARN mostraron

valores medios (82,54 y 61,6 veces mas que MEL-HO respectivamente).

Tabla 20. Cuantificacion relativa de la expresion de HRH1 y de HRH4.

Cuantificacién relativa Cuantificacion relativa

del receptor H1 de la del receptor H4 de la
histamina histamina

Valores por Valores Valores por Valores

densitometria relativos densitometria relativos
A375 223,85 82,54 45,67 1,56
HT144 167,78 61,64 37,80 1,29

MEL-HO 2,71 1 29,19 1

MCF7 442,65 163,22 52,10 1,78
HCT8 127,11 46,87 52,40 1,79
SMS-KCNR 403,71 148,86 329,62 11,29
CEM 50,42 18,59 94,52 3,24
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En relacién al receptor H4, observamos valores muy bajos de expresién a nivel de
ARN, siendo la linea SMS-KCNR la mas destacada expresando 11,29 veces mas
receptor que MEL-HO (tabla 20). En este caso los datos de expresién a nivel de
ARN tampoco se correspondieron con los datos obtenidos a nivel de proteina.

En su conjunto, los resultados sugieren que ninguno de los receptores de la
histamina estudiados, H1 y H4, participan en la muerte inducida por terfenadina
puesto que la expresion de las mismas es inexistente en algunas lineas sensibles.
Ademas, existen diferencias de expresion entre las distintas lineas tumorales que

no se relacionan con la respuesta de las mismas a la terfenadina.

2.2.-La apoptosis inducida por terfenadina depende de la actividad

tirosina quinasa, pero no de los receptores tirosina quinasa

A continuacién estudiamos si la muerte inducida por terfenadina implica la
activacion de tirosinas quinasas. Con este objetivo utilizamos la genisteina, una
isoflavona que, ademds de funcionar como antioxidante y antihelmintico, actta
como inhibidor de la actividad tirosina quinasa.

En primer lugar analizamos la toxicidad de la genisteina en ausencia de suero en
el medio para averiguar las dosis no toxicas a las que se puede utilizar en ensayos
de inhibicién. Para ello tratamos las células MEL-HO y SMS-KCNR con diferentes
dosis de genisteina (3, 6, 12, 25 y 50 pM) durante varios tiempos de tratamiento (2,
4, 6 y 8 horas). Como se aprecia en la figura 35, ninguna de las dosis utilizadas, ni

siquiera la dosis mayor de 50uM, resulté toxica para las células.
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Figura 35. Ensayo de citotoxicidad de la genisteina en SMS-KCNR (A) y MEL-HO (B). Las
células fueron tratadas durante 2, 4, 6 y 8 horas con diferentes dosis de genisteina en medio libre de
SBEF. La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo XTT. Los datos corresponden a la media *
SD de al menos 3 experimentos independientes donde cada condicién se ensay6 por cuadruplicado
(n=12).

A continuacion evaluamos el efecto de la terfenadina en medio sin suero durante 4
horas de tratamiento y obtuvimos el valor de la ICsy para cada linea celular. Para
ello, tratamos las células HCT8, MCF7, SMS-KCNR y MEL-HO durante 4 horas
con diferentes concentraciones de terfenadina (2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20 y 25 uM).
Como observamos en la figura 36 y en la tabla 21, los resultados obtenidos fueron
los esperados, ya que el efecto de la terfenadina y los valores de la ICsp fueron

muy semejantes a los obtenidos en medio completo con suero.
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Figura 36. Efecto de la terfenadina sobre la viabilidad de células HCT8, MCF7, SMS-KCNR y
MEL-HO. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de terfenadina durante 4
horas en ausencia de suero en el medio. La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo XTT.
Los datos corresponden a la media + SD de al menos 3 experimentos independientes donde cada
condicién se ensay6 por cuadruplicado (n>12).

Linea Valor IC5q
celular (uM)
HCTS 14,9

Tabla 21. Efecto del tratamiento con terfenadina y
MCE7 165 fexofenadina en la viabilidad celular en 4 lineas tumorales
’ en medio sin SBF. Calculo del IC50. Los valores de la ICso

fueron calculados con el programa GraphPad Prism.
SMS-KCNR 19,5

MEL-HO 9,5

Una vez ajustada la concentraciéon de uso tanto de la genisteina como de la
terfenadina, las células fueron preincubadas con dosis crecientes de genisteina
durante 2 horas y a continuacién afiadimos terfenadina a una concentracion de 10
uM en el caso de MEL-HO y de 15 uM para HCT8. Como podemos observar en la
tigura 37, la genisteina bloque6 parcialmente el efecto citotoxico de la terfenadina
de forma dosis-dependiente en ambas lineas celulares. Concretamente, la
inhibicion de la pérdida de viabilidad causada por la terfenadina fue significativa

a concentraciones de genisteina de 25 y 50 uM lo que indica que la actividad
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tirosina quinasa puede participar en la apoptosis inducida por terfenadina, pero

no es la tinica causa.
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Figura 37. Efecto de la genisteina sobre la citotoxicidad inducida por terfenadina. Las células
MEL-HO (A) y HCT8 (B) fueron incubadas con diferentes dosis de genisteina (3, 6, 12, 25 y 50 pM)
durante 2 horas antes de la adicién de la terfenadina, a 10 pM en el caso de MEL-HO y a 15 uM en
el caso de HCT8 pM, durante 4 horas en el medio libre de SBF. La viabilidad celular se evalué
mediante el ensayo XTT. Los datos corresponden a la media + SD de al menos 3 experimentos
independientes donde cada condicién se ensayé por cuadruplicado (n=12). *P<0,05; **P<0,01
respecto a TEF 4h.

Paralelamente, analizamos la implicaciéon de los receptores con actividad tirosina
quinasa (RTKs) en la muerte inducida por terfenadina. Nos centramos en 3 de los

receptores tirosina quinasa més abundantes en las células tumorales: el receptor 1
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del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR1), el receptor del factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). Utilizamos inhibidores especificos (SU5402 para FGFR1, AG
538 para IGF-1 y Compound 56 para EGFR) para bloquear la actividad de los
mismos y comprobar su participacion en el efecto apoptético de la terfenadina.
Los resultados indicaron que ninguno de los inhibidores era capaz de modular el
efecto de la terfenadina (datos no mostrados), lo que sugiere que ninguno de los
tres receptores estudiados acttian como diana molecular de la terfenadina en las
lineas tumorales analizadas, si bien es evidente por los resultados obtenidos con la
genisteina que la actividad tirosina quinasa contribuye en alguna medida a su

actividad antitumoral.

2.3.-Analisis de la implicacién de los receptores muscarinicos en la

muerte inducida por terfenadina

El receptor H1 de la histamina es un receptor acoplado a proteina G; por este
motivo decidimos valorar otros receptores acoplados a proteinas G, como son los
receptores muscarinicos, potenciales receptores diana de la terfenadina.
Estudiamos la expresién de los receptores muscarinicos mediante un microarray
de membranas celulares obtenidas de las diferentes lineas tumorales; sobre las
mismas realizamos ensayos de desplazamiento con el antagonista de los
receptores muscarinicos NMS (N-metilescopolamina) tritiada ([3H]-NMS), en
presencia de terfenadina. Las lineas tumorales incluidas en este estudios fueron
MCF7 (adenocarcinoma de mama), HCT8 (adenocarcinoma de colon), CEM
(leucemia linfoblastica aguda), SMS-KCNR (neuroblastoma), A375 (melanoma),
HT144 (melanoma), melanoma o Mela-FD (melanoma A375 inoculado en ratén
desnudo) y lineas celulares control como MEF (fibroblastos embrionarios de
ratén), asi como melanocitos normales de piel humana (HEM (P-10853)). Se
incluy6 la linea celula CHO-M2 (carcinoma de ovario) como control positivo de

expresion del receptor muscarinico M.
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Las membranas procedentes de las lineas celulares ensayadas mostraron una
tijacién buena a los microarrays, aunque algunas de ellas presentaron una mayor
concentracion de proteinas a pesar de que en su elaboracion se utilizé la misma
concentracion inicial. Esta diferencia en la eficiencia de fijacién puede ser debida al
ratio proteina/lipido de cada tipo de muestra/linea celular (figura 38). En
cualquier caso, en el microarray se incluyeron microdepodsitos de membranas
procedentes de corteza cerebral de rata a diferentes concentraciones conocidas, lo
que permitié6 calcular la concentracién real de proteinas presente en cada

microdepdsito del microarray.
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Figura 38. Imagen representativa de un microarray de membranas tefiido con Bradford (A), del
autorradiograma obtenido tras la incubacién con el radioligando [3H]-NMS (B) e histograma con
la densidad de lugares de unién para la [FH]-NMS(C). Cada una de las lineas celulares y tejidos
incluidos en el microarray fueron normalizados en base a la concentracién de proteinas
determinada mediante el método Bradford. Imédgenes representativas de 3 experimentos realizados
de manera independiente. Los datos corresponden a la media + SD de al menos 3 experimentos
independientes donde cada condicién se ensay6 por cuadruplicado (n>12).

El ensayo de fijacion del antagonista de los receptores muscarinicos [3H]-NMS al
microarray indicé que tnicamente las membranas procedentes de la corteza
cerebral, de células de melanoma y de células CHO-M2 (que sobreexpresan el
receptor muscarinico Mz) presentan lugares de unién para la [?H]-NMS. Es mas,
esta fijacion de la escopolamina a los receptores muscarinicos fue bloqueada por la
terfenadina en los tres casos, de manera concentraciéon-dependiente (figura 39).
Los IC50, sin embargo fueron diferentes, siendo las células de la corteza cerebral y
las CHO-M2 las que presentaban un IC50 madas pequefio (entre 30-50uM) a
diferencia de las células de melanoma cuyo IC50 es de 136puM. En cualquier caso,
la ausencia de fijacion del antagonista a membranas derivadas de células sensibles
a la terfenadina indica que la terfenadina no induce muerte celular a través de su

unién a los receptores muscarinicos.
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Figura 39. Autorradiograma y curvas representativas del desplazamiento de la fijacién del
antagonista de los receptores muscarinicos [3H]-NMS en presencia de concentraciones crecientes
de terfenadina. En la grafica superior se representan los datos obtenidos en los microdepésitos
realizados a diferentes concentraciones de corteza cerebral de rata, una vez normalizados. Como
era de esperar, las ICsp obtenidas en corteza son similares entre si (ICs0= 30-50 uM). En la grafica
inferior se muestra el desplazamiento de la fijacién de [*H]-NMS inducido por la terfenadina en
membranas de células que sobreexpresan el receptor muscarinico M (CHO-M») y de melanoma,
con unos ICsp de 37 £ 5pM y 136 + 53uM respectivamente. Imdagenes representativas de 3
experimentos realizados de manera independiente. Los datos corresponden a la media + SD de al
menos 3 experimentos independientes donde cada condicién se ensay6 por cuadruplicado (n>12).
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2.4.-Canales hERG y su posible papel en la muerte celular inducida

por terfenadina

En los afios 90 la terfenadina se administraba como antihistaminico H1 para el
tratamiento de procesos alérgicos y posteriormente fue retirado del mercado
debido a que producia alteraciones en el funcionamiento de los canales de potasio
en el corazon. Los canales hERG son canales de potasio encargados de repolarizar
la membrana de la célula después de un potencial de accién, y en general
participan en la regulacién del ciclo celular, proliferacion y apoptosis, tanto en el
desarrollo embrionario como en el cancer. En tejidos normales, la expresién de los
canales hERG es baja o inexistente pero las células tumorales a menudo muestran
una sobrerexpresion de las mismas (Dolderer y cols., 2010). En consecuencia,
pensamos que los canales de potasio presentes en la membrana de las células
tumorales podrian ser una posible diana para la terfenadina y que de su activacion
podria derivarse su efecto antitumoral. Por ello, nos propusimos estudiar la
posible implicacién de los canales hERG en la muerte celular inducida por

terfenadina.

En primer lugar utilizamos células embrionarias de rifion humano HEK-293 que
carecen de canales hERG y analizamos el efecto de la terfenadina sobre éstas.
Tratamos las células HEK-293 con diferentes dosis de terfenadina durante 24 horas
y, en contra de lo esperado, observamos que la terfenadina si ejerce un efecto
citotéxico sobre las mismas. De hecho, son células muy sensibles puesto que a

10uM la terfenadina induce la muerte celular en el 100% de la poblacién.
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Figura 40. Efecto de la terfenadina sobre la viabilidad de células HEK-293. Las células fueron
tratadas con diferentes concentraciones de terfenadina durante 24 horas en medio completo con
suero. La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo XTT. Los datos corresponden a la media

+ SD de al menos 3 experimentos independientes donde cada condicién se ensayé por
cuadruplicado (n>12).

Comprobamos que la citotoxicidad de la terfenadina implica muerte celular por
apoptosis al analizar las células en el microscopio invertido con contraste de fases.
La figura 41 muestra la poblacién de células tratadas durante 24 horas con 10 uM

de terfenadina donde se aprecian los cambios morfoldgicos tipicos del proceso

apoptotico.

Figura 41. Imagenes de los cultivos celulares de HEK-293 tratadas con terfenadina y sin tratar.
Las células se trataron durante 24 horas con terfenadina y las imagenes fueron obtenidas mediante
microscopio invertido con contraste de fases. Imagenes representativas de 3 experimentos
realizados de manera independiente. Barra= 100 um.
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Con objeto de descartar definitivamente o no los canales hERG como diana de la
terfenadina, procedimos al tratamiento de células MEL-HO y SMS-KCNR con
diferentes concentraciones de KCl. El tratamiento con KCl simula las
consecuencias de la apertura de canales KCl, la despolarizaciéon de la membrana
celular. Si los canales hERG fueran la diana efectiva de la terfenadina, el
tratamiento con KCl tendria consecuencias similares a la terfenadina en las
mismas células. Como referencia, una concentraciéon de 25 mM de KCl despolariza
la membrana de los cardiomiocitos auriculares (Perez-Vizcaino y cols., 1993), por
lo que las concentraciones de uso fueron superiores.

Como podemos ver en la figura 42, fue necesaria una concentracion elevada (75-80
mM) de KCl para poder apreciar cambios sobre la viabilidad celular. A la maxima
concentraciéon utilizada (100 mM), observamos que la viabilidad de MEL-HO
disminuy¢6 hasta el 20% mientras que la de SMS-KCNR solo disminuy6 hasta el
66%.
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Figura 42. Efecto del tratamiento con KCI sobre las células MEL-HO y SMS-KCNR. Las células
fueron tratadas durante 24 horas con diferentes concentraciones de KCl. La viabilidad celular se
evalué mediante el ensayo XTT. Los datos corresponden a la media + SD de al menos 3
experimentos independientes donde cada condicién se ensay6 por cuadruplicado (n=12).

Es mas, como pudimos observar al microscopio invertido, esta pérdida de
viabilidad inducida por KCl no se relaciona con la activacion del proceso

apoptotico (figura 43). De hecho, en los cultivos tratados no se apreciaron
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imagenes apoptoticas, sino mds bien imdgenes compatibles con necrosis: células

fragmentadas, pérdida de integridad de membranas, fragmentos celulares, etc.

Figura 43. Imagenes de cultivos celulares de MEL-HO control y tratadas con diferentes
concentraciones de KCI. Las células se trataron durante 24 horas KCL 80, 90 y 100 mM y las
imagenes fueron obtenidas mediante microscopio invertido con contraste de fases al finalizar los
tratamientos (10X). Imégenes representativas de 3 experimentos realizados de manera
independiente.

Para corroborar que la necrosis es la responsable de la citotoxicidad ejercida por el
tratamiento con dosis altas de KCl, realizamos un ensayo clasico de apoptosis
analizando la expresion de Anexina V-FITC y yoduro de propidio mediante
citometria de flujo. Para ello tratamos las células con diferentes concentraciones de
KCI durante 24 horas (75, 80, 90 y 100 mM). Como observamos en la figura 44, a
medida que la concentracién de KCIl aumenta, la cantidad de células necroéticas
(cuadrante R1) aumenta significativamente, encontrandose pocas células en los

cuadrantes R2 y R4. Es decir, el tratamiento de las células tumorales con KCI
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induce fundamentalmente muerte necrética y no apoptética, como lo hace el

tratamiento con terfenadina.

Control

LR I

Yoduro de Propidio
FLIINT LOG Log

R4

102 104
FL1 INT LOG Log

v

Anexina V-FITC

KCL 75 mM KCL 80 mM KCL 90 mM KCL 100 mM

FL3 \NT;LOG Log

FL3 \Nr;Loc Log
FL3 \NT;LOG Log
FL3 wrgoc Log

Re

10 100 102 1 I I 10 1 102 1
FLI T LOG Log FL1 L0 Log FL1INT LOG Log FLI T LOG Log

Region % Region % Region % Region %
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R3 59,91 R3 43,82 R3 41,37 R3 24,58
R4 4,93 R4 8,47 R4 8,25 R4 6,85
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Figura 44. Caracterizacién y cuantificacién de la muerte inducida por KCl. Las células (control y
tratadas con KCl a 80, 90 y 100 mM durante 24 horas) fueron marcadas con anexinaV-FITCy YP y
analizadas mediante citometria de flujo. En el cuadrante inferior derecho de los histogramas
biparamétricos (R4) se representan las células anexinaV+/YP-, que corresponden a las células
apoptoticas tempranas, y en el cuadrante superior derecho (R2) las dobles positivas, que
corresponden a las apoptoéticas tardias y/o necréticas y en el cuadrante superior izquierdos (R1)
quedan representadas las células necréticas. Se representan los promedios de tres ensayos

independientes.

125



Resultados

En conjunto, estos resultados indican que los canales hERG no parecen ser los

responsables de la muerte celular inducida por terfenadina.

2.5.-Implicacion del complejo I de la cadena respiratoria

mitocondrial en la apoptosis inducida por terfenadina

Al igual que para los receptores muscarinicos, este estudio se realizé sobre
microarrays de membranas aisladas de lineas celulares. En este caso se utilizé un
conocido inhibidor del complejo I mitocondrial, la rotenona, marcada
radiactivamente ([3H]-DHR) y se estudi6 el desplazamiento de la fijaciéon de éste
por la terfenadina. Se incluyeron en este estudio las lineas de adenocarcinoma de
mama MCF7 y de colon HCTS, leucemia linfoblastica aguda CEM, fibroblastos
embrionarios de raton MEF, cuatro lineas de melanoma humano A375, HT144,
Hs294T, COLO-800 y MEL-HO vy cuatro lineas de melanocitos normales de piel P-
10853, HNEM-DP, HNEM-LP y HEM-2710. Ademads se incluyeron también las
membranas obtenido tras inocular células A375 en ratéon desnudo (Mela-FD).

En primer lugar analizamos la fijacién de la [3H]-DHR en las membranas celulares
aisladas de las lineas mencionadas. Las membranas celulares aisladas de
melanomas A375 y MEL-HO, melanocitos (HNEM-DP, HNEM-LP, HEM-2710) y
melanoma de ratén presentaron fijacion especifica del radioligando [*H]-DHR,
demostrando la utilidad del protocolo empleado para estudiar el complejo I
mitocondrial (figura 45).

B0+

Fijacian de [*H]-DHR [pma/mg proteina)

A-373 Mel-Ho HEMn-DF HEMn-LF HEM-2710 Mela-FD

Figura 45. Fijacion de [H]-DHR a membranas celulares. Los datos fueron normalizados a
pmol/mg utilizando estdndares de carbono y la recta de BSA impresa en los microarrays. Se
representan los promedios de tres ensayos independientes.
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El resto de lineas celulares no mostr6 una fijacién suficiente como para
diferenciarla del fondo a pesar de que la cantidad impresa fue similar. Esta
ausencia de sefial puede ser debida a que la densidad de la proteina del complejo I
mitocondrial es muy baja en dichas membranas y por tanto, para visualizarla seria

necesario incrementar los tiempos de exposicion al film (figura 46).

Bradford [*H]-DHR

MCF7 HCT8 CEM MEF

A376 | HS294T

Colo800 | MEL-Ho | P1086 |HNEM-DP

HNEM-LP |HEM2710

Mela-FD

BSA BSA

Figura 46. Imagen representativa de un autorradiograma obtenido tras la incubacién con el
radioligando [*H]-DHR vy tras la tincion de dicho microarray con Bradford. A la derecha se
muestra el esquema con la distribucién de las diferentes lineas celulares impresas a diferentes
cantidades (6, 4 y 2 gotas). El BSA se imprimi6 a diferentes concentraciones para poder normalizar
los datos (25, 19, 15, 11, 5 y 1 ng). Imagenes representativas de 3 experimentos realizados de
manera independiente.

En cualquier caso, en todas aquellas lineas en las que se obtuvo una fijacion de
[PH]-DHR aceptable, se pudo comprobar que la terfenadina desplaza el
radioligando de manera dosis dependiente (figura 47). En este sentido, los IC50
determinadas en las diferentes lineas celulares fueron muy similares (entre 1y
5 uM), como era de esperar al tratarse de un complejo de la cadena respiratoria
mitocondrial, es decir, de proteinas que estdn muy conservadas. Estos datos
demuestran, por primera vez, que la terfenadina reconoce los mismos lugares de
unién que la [3BH]-DHR y por tanto, parte de los efectos de esta molécula podrian

deberse a su interaccién con el complejo I mitocondrial.
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Figura 47. Autorradiograma representativo del desplazamiento de la [*H]-DHR por la
terfenadina en MEL-HO, A375 y HEM-2710, y curva de competicion de la fijacion de [3H]-DHR
en presencia de concentraciones crecientes de terfenadina. Los IC50 obtenidas fueron 3.7 M en
Mela-FD; 2.6 uM en Mel- HO; 1.7 uM en HNEM-DP; 1.9 uyM en HNEM-2710; 1.4 uM en A375;
25puM en HNEM-LP. Imégenes representativas de 3 experimentos realizados de manera
independiente. Los datos corresponden a la media + SD de al menos 3 experimentos
independientes donde cada condicién se ensay6 por cuadruplicado (n>12).

2.6.- Deteccion de la actividad NADH deshidrogenasa

Para estudiar de una forma mas directa el efecto de la rotenona y la terfenadina
sobre la actividad del complejo I y el posible lugar de unién que comparten estos
inhibidores en el complejo I mitocondrial y conociendo que este lugar también
corresponde con el punto de unién de la ubiquinona, se realizé el protocolo
descrito por Janssen (Janssen y cols., 2007). La reaccion que se genera siguiendo

este protocolo comienza con la transferencia de electrones originados por la
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oxidaciéon de la NADH a un anédlogo de la ubiquinona (decilubiquinona). Una vez
reducida la decilubiquinona, ésta cede sus electrones al aceptor final de electrones
DCIP que posee color azul en su forma oxidada y pH neutro, mientras que en su
forma reducida pasa a ser incoloro. Por lo tanto, midiendo la absorbancia a 600
nm, en presencia de NADH se veria una bajada sustancial debida a la reduccién
del DCIP mientras que, al afiadir rotenona, la transferencia de electrones quedaria
bloqueada y la absorbancia se mantendria constante.

Para comenzar, se realiz6 un primer ensayo intentando realizar las menores
modificaciones posibles al protocolo mencionado. Los resultados obtenidos se

muestran a continuacion en la figura 48.
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Figura 48. Efecto generado por la rotenona y la terfenadina sobre el complejo I mitocondrial en
presencia de decilubiquinona en homogenizados de membranas celulares de rata Sprague
Dawley (corazén) durante 730 segundos. Los datos representan la absorbancia del color generado
por la reduccién del DCIP a 595 nm y estdn expresados como la media = SEM (n=2).

Los resultados obtenidos para este ensayo muestran el efecto esperado. La curva
en presencia de NADH decae a lo largo del tiempo debido a la reduccién del
DCIP. Asimismo, cuando se afiade rotenona no se alcanza la reduccién y la curva
se mantiene. En cambio, la terfenadina no produce un bloqueo tan acentuado. Este
fenémeno puede ser debido a que los 3 compuestos empleados: decilubiquinona,

rotenona y terfenadina, comparten el mismo lugar de unién y por tanto su efecto
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dependera no s6lo de la concentraciéon, sino también de la afinidad de cada
compuesto por dicho lugar de unién. Por lo tanto, y teniendo en cuenta (tal y
como se demostrara en el siguiente apartado) que en los homogeneizados de
membranas se preserva la ubiquinona endégena, se repitidé el experimento sin
afiadir decilubiquinona. Los resultados mads representativos se muestran a

continuacion:

0.19

® 0.7 mM NADH
® 0.7 mM NADH +10 uM rotenona
v 0.7 mM NADH +100 pM terfenadina

Actividad NADH deshidrogenasa (A-595 nm)

-0.44

-0.5 T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (min)

Figura 49. Efecto generado por la rotenona y la terfenadina sobre el complejo I mitocondrial en
ausencia de decilubiquinona en homogenizados de membranas celulares de rata Sprague
Dawley (corazén) durante 40 minutos. Los datos representan la absorbancia del color generado
por la reduccién del DCIP a 595 nm y estdn expresados restando los correspondientes controles
negativos. Se representan los promedios de tres ensayos independientes.

Como puede apreciarse en la figura 49 y al igual que en la figura 48, existe una
bajada pronunciada de la absorbancia en presencia de NADH. Este efecto es
bloqueado por la rotenona y en menor medida por la terfenadina. No obstante, al
eliminar la decilubiquinona del experimento se consigue observar mucho mejor el

efecto inhibitorio de la terfenadina sobre el complejo I.
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2.7.- Deteccidén de la actividad Citocromo ¢ Oxidasa (CcO)

Para comprobar el correcto funcionamiento de la cadena de transporte de
electrones (CTE) se llev6 a cabo la determinacion de la actividad CcO utilizando el
sustrato del complejo I, NADH. De esta manera, se comprueba por un lado, la
funcionalidad de la cadena desde el complejo I hasta el complejo IV, y por otro,
posibilita el estudio de la interacciéon de diferentes compuestos con los complejos
que conforman la CTE. La reaccién comienza con la transferencia de electrones
desencadenada por la oxidaciéon de la NADH en el complejo I, y finaliza con una
competicion por la reducciéon del citocromo c por parte del cromégeno DAB y los
electrones procedentes del complejo IIIl. En este caso, se decidi6 realizar la
determinacién en presencia de rotenona y terfenadina y asi estudiar su efecto

sobre la CTE.
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Figura 50. Efecto generado por la rotenona y terfenadina sobre la actividad CcO en
homogenizados de membranas celulares de rata Sprague Dawley (corazén) durante 960

minutos. Los datos representan la absorbancia del color generado por la oxidacién de la DAB a 595
nm y estan expresados como la media + SEM (n=6).
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Los resultados obtenidos muestran que el flujo de electrones originado por la
oxidacion del NADH en el complejo I, al llegar al complejo III, compiten con la
DAB por la reduccion del citocromo c (figura 50). De este modo, la oxidacién de la
DAB queda obstaculizada y no se genera color. Este efecto dura hasta que se agota
la NADH (min 40), momento en el que se vuelve a permitir la oxidaciéon de la DAB
generando color y alcanzando valores de absorbancia préximos a la curva control.

Por otro lado, a la hora de afiadir el inhibidor del complejo I, la rotenona, el efecto
detectado en presencia de NADH se ve prolongado en el tiempo hasta el min 240.
Algo similar ocurre en presencia de terfenadina donde el efecto se alarga hasta el
minuto 380. Estas similitudes en los resultados podrian ser debidas a que tanto la
rotenona como la terfenadina acttan sobre el mismo punto de unién en el

complejo L.

En los ensayos realizados no se afiadi6 el sustrato citocromo c ya que al estar
asociado a la membrana interna mitocondrial estd presente en los homogenizados
de membranas celulares. Esto fue corroborado en anteriores experimentos
realizando la determinacién de la actividad tanto en presencia como en ausencia

de sustrato (datos no mostrados).

2.8.- La terfenadina y la rotenona aumentan el calcio citosélico

En trabajos anteriores demostramos que el incremento de calcio citosélico es un
evento clave e inicial en el proceso apoptético inducido por terfenadina en las
células tumorales (Jangi y cols., 2008). Curiosamente, también se ha descrito este
efecto para la rotenona (Yuan y cols., 2014). Para ratificar si ambas drogas inducen
la salida de calcio reticular aumentando la concentracion de calcio citos6lico como
un evento inicial en el proceso de muerte celular por apoptosis en las células
tumorales, utilizamos la sonda fluorescente Fluo-4 AM y analizamos la salida de
calcio reticular mediante microscopia confocal en las células de adenocarcinoma
de colon HCT8 tratadas con terfenadina, tratadas con rotenona y sin ningtn

tratamiento (control).

132



Resultados

Como podemos observar en la figura 51 las células tratadas con terfenadina 40 uM
tuvieron un gran incremento inmediato en los niveles citosdlicos de calcio.
Posteriormente los niveles diminuyeron hasta alcanzar los niveles basales
normales. Sin embargo, cuando tratamos las células con terfenadina a 15 uM
observamos que la respuesta fue algo diferente. El aumento de calcio citosélico
inicial no fue tan inmediato, sino que tuvo lugar de una manera més escalonada,

es decir, apreciamos varios “picos” a lo largo de los 15 minutos de seguimiento.

En el caso de las células tratadas con rotenona (figura 52), una dosis elevada de
rotenona (30 pM) indujo un incremento inmediato en los niveles de calcio
citosolicos y tras un descenso pronunciado hasta el nivel basal, se mantuvo més o
menos constante a lo largo del tiempo. Sin embargo, cuando tratamos las células
con una dosis mas baja de rotenona (10 uM) los niveles de calcio no variaron hasta
transcurridos aproximadamente 12 minutos de iniciarse el tratamiento.
Posteriormente, los niveles de calcio aumentaron y disminuyeron a lo largo del
tiempo en forma de “pequefios picos” de manera similar a lo que ocurre con el
tratamiento de terfenadina.

Las células control, a las que no se les afiadié ningtn tratamiento, no sufrieron
variaciones en los niveles de calcio intracelulares.

En definitiva, estos resultados demuestran que tanto la rotenona como la
terfenadina, que comparten como diana el complejo I mitocondrial, inducen en las
células un incremento de calcio citosolico, clave en la respuesta apoptotica

inducida por la terfenadina.
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Figura 51. Efecto de la terfenadina sobre los niveles de calcio intracelulares de las células HCTS.
Las células fueron marcadas con la sonda fluorescente Fluo-4 AM e inmediatamente después de
afiadir la terfenadina (a concentraciones 15 y 40 uM) se tomaron imagenes mediante microscopia
confocal cada 15 segundos durante 15 minutos. A las células control se les afiadié medio libre de
SBF con el fin de representar las mismas condiciones que en el caso de las células tratadas. Las
imagenes fueron tratadas y analizadas mediante el software Image] para la obtencion de la gréfica.
Se representan los promedios de tres ensayos independientes.
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Figura 52. Efecto de la rotenona en los niveles de calcio intracelulares de las células HCTS. Las
células fueron marcadas con la sonda fluorescente Fluo-4 AM e inmediatamente después de anadir
la rotenona (a concentraciones 10 y 30 pM) se tomaron imagenes mediante microscopia confocal
cada 15 segundos durante 15 minutos. A las células control se les afiadié medio libre de SBF con el
fin de representar las mismas condiciones que en el caso de las células tratadas. Las imagenes
fueron tratadas y analizadas mediante el software Image] para la obtencién de la grafica. Se
representan los promedios de tres ensayos independientes.
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I. La terfenadina induce en células tumorales apoptosis y autofagia de manera
independiente a la expresion de los receptores H1 y H4 de la histamina

Muchos tipos celulares diferentes expresan los receptores H1 de la histamina,
incluyendo también las células tumorales (Davio y cols., 1995; Lemos y cols., 1995;
Davio y cols., 1996). En este sentido, diferentes autores han relacionado la
expresion de estos receptores de membrana y/o la secreccion celular de histamina
con la malignidad tumoral, sugiriendo que la histamina actta como factor de
crecimiento autocrino y paracrino en algunos tipos tumorales (Falus y cols., 2001;
Medina y cols., 2006; Francis y cols., 2012). Asimismo, se esta utilizando la
histamina como tratamiento adyuvante a la inmunoterapia en algunos
tratamientos antitumorales, ya que favorece la eliminaciéon de los radicales libres
que se producen en la reaccién inmune antitumoral (Brunne y cols., 2006).

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que diferentes lineas de células
tumorales procedentes de leucemias y melanomas humanos expresan el receptor
H1 de la histamina (Jangi y cols., 2004, Jangi y cols., 2006). Ademads, hemos
observado que la histamina favorece la proliferacion de las células tumorales, lo
que pondria en duda su posible efecto beneficioso como tratamiento antitumoral
(Blaya y cols., 2010). Por otra parte, en nuestros estudios demostramos que los
antihistaminicos H1 como son la difenhidramina, la triplolidina, el astemizol y la
terfenadina, inducen muerte celular por apoptosis (Jangi y cols., 2006).
Especialmente la terfenadina, a una dosis de 5-10 uM y en 24 horas, induce
apoptosis en més del 80% de la poblacién celular en cultivo. En las células de
melanoma, la apoptosis inducida por terfenadina estd mediada por la liberacion
de calcio intracelular (Jangi y cols., 2008). La salida masiva de calcio al citosol
produce estrés reticular, dafio en el ADN, activacion las caspasa-2, -4 y -9 y, en
consecuencia, muerte celular apoptética (Nicolau-Galmés y cols.,, 2011). Sin
embargo, utilizando la metodologia del ARN de interferencia pudimos demostrar
que el efecto apoptoético y antitumoral de la terfenadina no estd mediado por la
expresion del receptor H1 de la histamina (Jangi y cols., 2008).

Partiendo de los resultados mencionados, el propésito de este trabajo fue analizar,

en primer lugar, si la actividad antitumoral (proapoptética) de la terfenadina es
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extensiva a otras estirpes tumorales ademds del melanoma tales como el
adenocarcinoma de colon, mama y el neuroblastoma; y en segundo lugar,
identificar la diana molecular a través de la cual induce la terfenadina su efecto

proapoptoético en las mismas.

El efecto de la terfenadina sobre las lineas tumorales a estudio se evalué mediante
ensayos de viabilidad celular, comprobando que en todas las lineas tumorales
analizadas la terfenadina induce pérdida de la viabilidad celular y apoptosis de
manera dosis-dependiente. Asi, al igual que habiamos demostrado en trabajos
previos, las 3 lineas mas sensibles resultaron ser las lineas de melanoma humano
MEL-JUSO, MEL-HO y COLO-800, con ICsp cercanos a 10 uM, mientras que la
linea que result6 ser maés resistente fue la de neuroblastoma, con un ICso superior a
20 puM. Esta diferencia podria ser debida, entre otras causas, a la tasa de
replicacion caracteristica de cada linea tumoral. Asi, la tasa de replicacion de las
células de neuroblastoma es de 60 horas, mientras que la tasa de replicacion de las
lineas de melanoma es de 24-28 horas, lo que se correlaciona con la sensibilidad de
éstas a la droga.

Nuestros resultados concuerdan con lo que otros autores han descrito en células
tumorales de colon (Liu y cols.,, 2003), en lineas tumorales de mastocitos
(Hadzijusufovic y cols., 2010) o méas recientemente, en lineas tumorales de cancer

de prostata (Wang y cols., 2014).

Tras la administracién oral de la terfenadina, ésta se metaboliza rdpidamente en el
higado a través del citocromo P450, transformandose en su metabolito activo
fexofenadina, responsable de los efectos antihistaminicos conocidos de la
terfenadina (Gonzélez y cols., 1998). Sin embargo, en las diferentes lineas
tumorales que hemos analizado en este trabajo hemos demostrado que el efecto
citotoxico de la terfenadina es directo, no se produce a través de su metabolito
fexofenadina, ya que a ninguna de las dosis estudiadas pudimos observar que la

fexofenadina tuviera efecto alguno sobre la viabilidad celular. Es decir, la
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fexofenadina es inocua para todas las lineas tumorales analizadas. Los trabajos de
Hadzijusufovic y cols. (2010) y Wang y cols. (2014) sobre el efecto de la
fexofenadina y de otros antagonistas H1 en lineas tumorales de mastocitos y lineas
tumorales de cancer de préstata apoyan nuestros resultados, sugiendo que el
efecto proapoptdtico antitumoral de la terfenadina podria estar mediado por una
ruta celular diferente, independientemente a la ruta de sefalizaciéon intracelular
de la histamina.

Al igual que en los trabajos de Hadzijusufovic y cols. (2010) y Wang y cols. (2014)
citados arriba, nuestros resultados muestran la induccién de muerte por apoptosis
mediante el estudio de la activaciéon de la caspasa-3. La caspasa-3 es una de las
caspasas efectoras y el punto de no retorno donde convergen las dos principales
rutas intracelulares apoptoéticas, la ruta intrinseca o mitocondrial y la ruta
extrinseca o mediada por receptores de muerte (Porter y cols., 1999; Elmore, 2007).
Previamente comprobamos en lineas de melanoma humano que la produccién de
ROS mitocondriales y el aumento de calcio citosolico estan implicados en la
apoptosis inducida por la terfenadina (Nicolau-Galmés y cols., 2011). Ademas de
su implicacién en la sefializacién apoptotica, se ha descrito que los ROS y el calcio
citosolico también pueden inducir autofagia (Maiuri y cols., 2007).

Existen suficientes evidencias que sostienen la idea de que la autofagia es un
proceso fisiologico que puede regular la iniciaciéon y la progresion tumoral, asi
como la respuesta terapéutica a formacos anticancerigenos usados en tratamientos
clinicos (Eisenberg-Lerner y cols., 2009). A diferencia de la apoptosis, donde la
muerte de la célula tumoral es el objetivo primordial en la mayoria de los farmacos
usados en terapia, la autofagia estd involucrada tanto en la muerte de las células
tumorales como en su supervivencia. A pesar de esto, numerosas publicaciones
describen mecanismos de inducciéon de muerte celular mediados por autofagia
(Fazi y cols., 2008; Grander y cols., 2009). Diferentes tipos de estrés como la falta
de nutrientes, la hipoxia, el ratio de ATP/AMP y los niveles intracelulares de ROS
(Poillet-Perez y cols.,, 2014) pueden regular la autofagia. No obstante, la

interrelacion entre la apoptosis y la autofagia continta siendo compleja.
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Estudios recientes afirman que el papel de la autofagia en el cancer depende del
tejido, de la etapa tumoral y del tipo de tumor (Poillet-Perez y cols., 2014). Durante
las primeras etapas de la carcinogénesis la autofagia juega un papel protector
mediante la prevencion del dafio en el ADN y en las proteinas que participan en la
inhibiciéon de la tumorigénesis producidos por el aumento de ROS. En las etapas
finales de la progresiéon tumoral (desarrollo de metastasis), la autofagia
desempefia un papel protumoral a través de la eliminaciéon del estrés metabdlico
provocado por los ROS y por la demanda de nutrientes por parte de las células
tumorales (Morselli y cols., 2009; Debnath y cols., 2011; Poillet-Perez y cols., 2014).
En concordancia con estos datos, en estudios previos realizados por nuestro grupo
en células de melanoma humano metastatico A375 y HT144, demostramos que la
autofagia promueve o facilita la apoptosis inducida por terfenadina (Nicolau-
Galmés y cols., 2011).

En el presente trabajo hemos demostrado que el tratamiento con terfenadina,
ademds de en el melanoma, también induce autofagia en las lineas de
adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma de mama y neuroblastoma. La
proteina LC3, usada habitualmente para el estudio de la autofagia (Klionsky y
cols., 2012), participa en el proceso autofagico y se localiza en los autofagosomas.
Durante la autofagia esta proteina sufre una modificacion lipidica y pasa de la
forma soluble LC3-I a su forma conjugada LC3-PE, que se encuentra asociada a la
membrana del autofagosoma y se denomina LC3-II. Una mayor relacién de LC3-
II/LC3-I indica la presencia de una mayor cantidad de autofagososmas y por tanto
una mayor actividad autofagica (Nencioni y cols., 2013). Nuestros resultados
muestran que desde las primeras horas de tratamiento, se activa la autofagia, por

lo que la autofagia es un proceso concomitante con la apoptosis.

La fosforilacion en la serina 139 (Ser'®) de un subtipo de histona H2A

denominada H2A.X, se produce en respuesta a la formacién de roturas de doble
cadena (DSB) en el ADN de la célula. Esta fosforilacién de la histona H2A.X se

denomina y-H2A.X y es un indicador del dafio genémico (Rogakou y cols., 2000;
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Helt y cols., 2005). El dafio por DSB del ADN es potencialmente letal para las
células, por lo que debe ser radpidamente reconocido y reparado para evitar dafios
genéticos. Para ello existen mecanismos intracelulares capaces de reconocer y
sefializar la presencia de DSB a las proteinas de los puntos de control del ciclo
celular. Ante una sefial de presencia de DSB, los complejos cdk-ciclina de los
puntos de control pueden detener el ciclo y facilitar de ese modo que los
mecanismos de reparacion del ADN participen y se activen (Zhou y cols., 2000).
Una vez producido el dafio en el ADN, la quinasa ATM es rdpidamente reclutada
a los lugares donde hay DSB. ATM se considera como un importante mediador
tisiol6gico en la fosforilacion de H2A.X en respuesta a la formacion de DSB
(Kastan y cols., 2000; Bakkenist y cols., 2003) y es activada por autofosforilacién en
la serina 1981 (Ser!81), lo que conduce a su separaciéon en mondémeros y aumenta
su actividad quinasa (Kozlov et al., 2006). En nuestro trabajo hemos analizado la
fosforilacion de ambas proteinas, y-H2A.X (pSer'¥) y ATM (pSer!®l), para ver la
implicacion del dafio en el ADN en la muerte celular inducida por terfenadina.
Hemos observado que en el caso de la histona H2A.X la fosforilacién ocurre a
partir de las 16 horas de tratamiento, excepto en el caso de MEL-HO que sucede a
partir de las 24 horas. En el caso de la quinasa ATM su activacion se produce a las
16 horas de tratamiento con terfenadina. Estos resultados coinciden con los
resultados previos obtenidos en células de melanoma (Nicolau-Galmés y cols.,
2011). Wang y cols. (2014) al igual que nosotros, describen el dafio genémico que

se produce en células de cancer de prostata tratadas con terfenadina.

Para ejercer su funciéon, ATM fosforila y activa diversas proteinas, entre las cuales
se encuentran los factores p53 y p73 que a su vez activan la transcripcién, entre
otras, de p21 y NOXA (Schmitt y cols., 2007). p53 pertenece a una familia de
factores de transcripcion a la cual pertenecen también p73 y p63 (Levrero y cols.,
2000). En condiciones normales, la célula presenta bajos niveles de la proteina p53;
sin embargo, se activa y se acumula rapidamente en respuesta a una variedad de

estimulos que incluyen el dafio en el ADN. Una vez activada, p53 puede inducir
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parada del ciclo celular o apoptosis a través de mecanismos transcripcionales y no
transcripcionales (Amaral y cols., 2010). Asi, p53 puede actuar como factor de
transcripcion sobre genes que regulan estas funciones o interaccionar directamente
con otras proteinas (Amaral y cols., 2010). Los genes diana de p53 implicados en la
apoptosis pueden ser componentes de la via apoptoética extrinseca o bien de la via
apoptotica mitocondrial (Kroemer y cols., 2007). Generalmente, las células que
mueren a través de apoptosis dependiente de p53 activan la via mitocondrial.
Entre los componentes de la via apoptdtica mitocondrial inducidos por p53 se
encuentran miembros proapoptoéticos de la familia bcl-2 como Bax, PUMA, NOXA
y Bid (Olsson y cols., 2007). Noxa es una proteina proapoptoética de la familia bcl-2
que permite la permeabilizacion de la membrana mitocondrial mediante el
secuestro de proteinas antiapoptéticas de la familia bcl-2 (Roos y cols., 2006).
Participa en la apoptosis inducida por la expresion de p53 o en respuesta al dafio
en el ADN (Oda y cols., 2000).

Cuando analizamos la expresiéon de p53, p73 y Noxa en las cuatro lineas celulares
tratadas con terfenadina, observamos la activacion de estas proteinas, haciendo
evidente que la via p53/p73 participa en la induccién de apoptosis. El tratamiento
con terfenadina induce un incremento de la expresion de p53 y NOXA. En las
células sin tratar, la proteina p73 presenta una distribuciéon punteada que se
localiza predominantemente en el citoplasma, mientras que en las células tratadas
con terfenadina se localiza también en el ntcleo. El aumento de intensidad de la
sefial fluorescente y su translocacién al nicleo reflejan el aumento de expresion y
la activacion de p73. Otros autores han descrito que el tratamiento con terfenadina
induce un incremento de la expresion de p53 en lineas celulares de
adenocarcinoma de colon y de hepatocarcinoma humano (Wang y cols., 2002; Liu
y cols., 2003).

En definitiva, la terfenadina induce apoptosis acompafiada del proceso de
autofagia, que posiblemente acelera la apoptosis, como previamente demostramos

en las células de melanoma humano (Nicolau-Galmés y cols., 2011). En este
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proceso se produce dafio en el ADN lo que activa la ruta p53/p73 y desencadena

la muerte de las células a través de la via apoptética mitocondrial.

Al igual que en las lineas de melanoma analizadas previamente (Jangi y cols.,
2008), estudiamos la expresion del receptor H1 de la histamina en diferentes lineas
tumorales humanas a nivel de ARN y a nivel de expresién de la proteina. Ademas,
también incluimos el andlisis del receptor H4 de la histamina, ya que
recientemente se han publicado estudios sobre su posible implicacién en la
progresion maligna del melanoma (Medina y cols., 2010) y en el carcinoma de
mama (Medina y cols.,, 2006). En este experimento ademdas de las lineas de
adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma de mama, neuroblastoma y melanoma
analizamos también otras lineas tumorales humanas procedentes de leucemias y
melanomas para comprobar que se trata de un hecho generalizado o especifico de
cada linea tumoral. Los resultados mostraron diferentes niveles de expresion
relativa de ARNm en las diferentes lineas celulares. Curiosamente, observamos
que todas las lineas celulares excepto MEL-HO expresan el receptor H1 con
diferente grado de intensidad. En cualquier caso, la induccién de apoptosis no se
relaciona con el grado de expresion ya que es similar en todas las lineas.

En el caso del receptor H4 de la histamina los valores de expresién génica relativa
fueron similares en todas las lineas tumorales, excepto en el caso del
neuroblastoma SMS-KCNR en la que se puede apreciar que es algo mayor. Sin
embargo, cuando analizamos la expresion a nivel de proteina observamos que s6lo
las lineas de melanoma A375 y HT144 expresan niveles altos de proteina de ambos
receptores. Estos resultados sugieren la existencia de mecanismos
postranscripcionales que regulan y/o bloquean la sintesis proteica a partir de
ARNmMm. En este sentido, Lippert y cols. (2004) también observan, en mastocitos de
piel humanos, una falta de correspondencia entre la expresion relativa de ARNm y
la expresion del receptor H1 de la histamina. No obstante, no podemos descartar
posibles modificaciones en los receptores que dificulten el reconocimiento de los

anticuerpos utilizados.
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Estos resultados sugieren que el efecto antitumoral de la terfenadina es
independiente de los receptores H1 y H4 de la histamina en todas las lineas
tumorales analizadas; por lo tanto, deben ser otras las vias intracelulares

involucradas en la muerte celular inducida por terfenadina.

II- Identificacion de la diana molecular de la terfenadina en las células
tumorales

Una vez descartada la participacion de los receptores H1 y H4 de la histamina en
la apoptosis inducida por terfenadina, analizamos si la terfenadina ejerce su efecto
antitumoral a través de los receptores muscarinicos y los receptores de potasio
hERG, ambos acoplados a proteinas G.

Al igual que los receptores H1 de la histamina, los receptores muscarinicos M1, M3
y Ms se acoplan a proteinas Gg/11 las cuales desencadenan la activaciéon de la
fosfolipasa C y con ello la activacion del inositol trifosfato y del diacilglicerol. Los
receptores Mz y Ms, por otro lado, se acoplan a proteinas Gi/o que pueden inhibir
la adenilato ciclasa, activar canales de potasio e inhibir canales de calcio
dependientes de voltaje (Edelstein y cols., 2011).

Abordamos este estudio disefiando un array de lisado de membranas celulares
procedentes de las células de melanoma A375 y HT144, adenocarcinoma de colon
HCTS8, adenocarcinoma de mama MCF7, neuroblastoma SMS-KCNR, leucemia
CEM, fibroblastos embrionarios de raton MEF, melanocitos no tumorales de piel
HEM (P-10853) y melanoma A375 inoculado en ratones desnudos Mela-FD.
Ademas se incluyeron membranas celulares de carcinoma de ovario CHO-M2
como control positivo de los receptores muscarinicos. Los experimentos de
desplazamiento de la fijacion de la [*H]N-metilescopolamina con terfenadina
revelaron que tnicamente las membranas de corteza cerebral, de melanoma A375
inoculado en ratén desnudo y de células de carcinoma de ovario CHO-M2
presentan lugares de uniéon para la [3H]-NMS. Yasuda y cols. describieron la
afinidad de la terfenadina por los receptores muscarinicos (Yasuda y cols., 1999),

lo que se confirma con nuestros resultados en las células CHO-M2, que
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sobreexpresan el receptor muscarinicos M2. Sin embargo, la falta de fijacién de la
[FH]-NMS a las diferentes estirpes tumorales sugiere que la expresiéon de los
receptores muscarinicos es muy pequefa o nula en las mismas, y por lo tanto, es
poco probable que dichos receptores sean los responsables de la actividad
antitumoral de la terfenadina; todo indica que los receptores muscarinicos,a pesar
de la afinidad demostrada por la terfenadina, no son la diana molecular preferente
de la misma en las células tumorales. La unién del ligando [H]-NMS a las
membranas derivadas de Mela-FD no indica necesariamente expresién de
receptores en las células tumorales puesto que se trata de un melanoma obtenido
por inoculacién de células A375 en ratones desnudos y, por tanto, contiene
también células no tumorales provenientes de ratéon. Es mas, las membranas
obtenidas de las células A375 no muestran fijaciéon a [3H]-NMS.

Por otra parte, se ha descrito que los canales de potasio hERG estan implicados en
la regulacién del ciclo celular, de la apoptosis y de la proliferacion celular (Jehle y
cols., 2011; Staudacher y cols., 2014). Ademas, en las células cardiacas estos canales
participan en la repolarizacién de las membranas tras un potencial de accion.
Recientemente se ha descrito que también estan presentes en mayor medida en
células cancerigenas (Dolderer y cols.,, 2010) y por ello su identificaciéon y la
caracterizacién de su funcionamiento en las células tumorales sugiere que pueden
tener un importante potencial en la terapia contra el cancer (Jehle y cols., 2011).
Una de las causas del “sindrome QT-largo” es el mal funcionamiento de los
canales de potasio cardiaco, entre ellos los canales hERG (Sanguinetti y cols.,
2006). El riesgo de actuacién sobre estos canales se ha convertido durante los
altimos afios en la causa maés frecuente de retirada del mercado de medicamentos
prescritos para patologias no cardiacas. La terfenadina fue retirada del mercado en
2003 debido al potencial peligro de provocar alteraciones en el ritmo cardiaco
como la prolongacién del intervalo QT (Olasifiska-Wisniewska y cols., 2014).

Estos antecedentes nos indujeron a pensar que los canales de potasio hERG
podrian ser la diana molecular de la terfenadina. Sin embargo, al estudiar el efecto

de la terfenadina sobre las células de la linea HEK-293, que carecen de canales
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hERG, pudimos comprobar que la terfenadina induce igualmente muerte celular.
Estos resultados sugieren que los canales de potasio hERG no estdn implicados en
la muerte provocada por terfenadina en las células tumorales.

Por otro lado, debido a que en la proliferacién y supervivencia de la mayoria de
las células tumorales participan activamente los receptores tirosina quinasa
(Rettew y cols., 2014), también analizamos la participaciéon de estos receptores en
la muerte inducida por terfenadina. Tratando a las células tumorales con
genisteina, un inhibidor de la actividad tirosina quinasa, encontramos que se
revertia parcialmente la muerte celular inducida por terfenadina en el
adenocarcinoma de colon y en el melanoma, sugiriendo que esta actividad
participa en el proceso de muerte inducido por esta droga.

Las proteinas quinasas son enzimas que regulan el estado de fosforilacion de
proteinas intracelulares y se dividen en dos grupos: quinasas que funcionan como
receptores (RTKSs) y tirosina quinasas no-receptores (no-RTKs). Estas proteinas
estdn activadas frecuentemente en células cancerosas incluso en ausencia de
ligandos en el caso de RTKs debido a la sobreexpresién de ciertos genes (Ortiz-
Melén, 2009). En este trabajo utilizamos los inhibidores especificos de receptores
tirosina quinasa més abundantes en las células tumorales como son FGFR1, IGF-1
y EGFR (Chong y cols., 2011), con la intencién de implicar a algunos de estos
receptores en la muerte inducida por terfenadina, pero no obtuvimos resultados
significativos (datos no mostrados).

Por tanto, nuestros resultados sugieren que la actividad tirosina quinasa esta
implicada en alguno de los puntos de la ruta apoptética que activa la terfenadina,
pero no implican directamente la participaciéon de los receptores tirosina quinasa
estudiados.

Llegados a este punto, pensamos que debido a la naturaleza lipofilica de la
terfenadina ésta, al igual que otros muchos compuestos de la misma naturaleza,
podria atravesar la membrana plasmaética y actuar en los organulos celulares, sin
necesidad de hacerlo a través de receptores de membrana. Sabemos, por ejemplo,

que de alguna manera la terfenadina afecta al reticulo endoplasmaético que libera
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calcio al citosol desencadenando la respuesta de muerte celular apoptética (Jangi y
cols., 2008; Nicolau-Galmés y cols., 2011). Ademads, nuestros resultados previos
sobre los mecanismos intracelulares implicados en la apoptosis inducida por
terfenadina apuntaban a un incremento de calcio citosélico, a la produccién de
ROS y a la autofagia. Todo ello nos indujo a pensar en la mitocondria como
posible diana de la terfenadina, puesto que todos los procesos mencionados se han
relacionado con una disfuncién mitocondrial (Boland y cols., 2013).

Las mitocondrias son los organulos encargados del suministro energético de la
célula a través de la cadena de transporte de electrones (CTE) y son las dianas
moleculares de muchas drogas antitumorales (Vatrinet y cols., 2015). Las proteinas
mitocondriales que componen la CTE estdn agrupadas en complejos
multiproteicos conocidos como complejos I, II, III y IV. El complejo I, también
conocido como NADH deshidrogenasa o NADH-Ubiquinona oxidorreductasa, es
el responsable de transferir electrones del NADH a la ubiquinona (CoQ), un
transportador liposoluble. Al mismo tiempo el Complejo I transloca cuatro
protones a través de membrana, produciendo un gradiente de protones
(Vinothkumar y cols., 2014).

Un inhibidor especifico del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial es la
rotenona, sustancia de origen vegetal utilizada ampliamente como pesticida y que
causa neurotoxicidad; actta como inhibidor del complejo I de la cadena
respiratoria mitocondrial, bloquea la transferencia de electrones a la ubiquinona y
afecta asi a la sintesis de ATP (Goswami y cols., 2014).

Por otra parte, muy recientemente se ha descrito que la rotenona induce muerte
celular por apoptosis en eritrocitos y en células de neuroblastoma murino
(Lupesco y cols., 2012; Swarnkar y cols., 2012; Goswami y cols., 2014). Los
experimentos llevados a cabo utilizando el radioligando [*H]-DHR, demuestran
que la terfenadina se une con gran afinidad y especificamente al lugar de unién de
la rotenona, el complejo I (Higgins y cols., 1996), si bien con una afinidad menor
que la de la rotenona. Los resultados muestran que en las lineas celulares en las

que se obtuvo una fijacién de [PH]-DHR aceptable, se produce un desplazamiento
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de la [*H]-DHR por la terfenadina de manera dosis-dependiente. Ademads, los
resultados obtenidos sobre la actividad de la NADH deshidrogenasa y la CcO nos
indican que la terfenadina no solo se une al complejo I mitocondrial, sino que
también inhibe su actividad. Estos resultados, junto con la respuesta similar de la
rotenona y la terfenadina sobre el calcio citosélico, nos permiten afirmar por
primera vez, que la terfenadina actda como inhibidor del complejo I mitocondrial
y que el complejo I mitocondrial es la diana molecular mediante la cual la
terfenadina ejercer su efecto antitumoral. La inhibicion del complejo I
mitocondrial justifica la producciéon de ROS, el estrés reticular y la salida masiva
de calcio al citosol, que son los desencadenantes del proceso apoptético inducido
por la terfenadina en las células tumorales (Li y cols., 2003; Swarnkar y cols., 2012;
Goswami y cols., 2014).

Se ha demostrado recientemente que, al igual que la terfenadina, la rotenona causa
neurotoxicidad debido a su capacidad para producir ROS e induce apoptosis en
varios tipos celulares (Li y cols., 2003; Panov y cols., 2005; Pal y cols., 2014;
Goswami y cols., 2014). También se ha descrito que la rotenona es capaz de alterar
la homeostasis del calcio (de Groot y cols., 2014). Lupesco y cols. (2012) incluyen el
aumento de calcio citosélico como uno de los procesos en la muerte inducida por
rotenona en eritrocitos, y Yuan y cols. (2014) observan este aumento de calcio en
células neuronales.

El hecho de que tanto la terfenadina como la rotenona tengan un efecto similar
sobre el calcio citosdlico, mensajero que inicia los procesos moleculares que
inducen apoptosis (Jangi y cols., 2008), refuerzan la idea de que la terfenadina
acta al mismo nivel que la rotenona, es decir, inhibiendo el complejo I
mitocondrial. Ambas drogas inducen un incremento de calcio citosolico y el

patron de liberacion depende de la concentracién de la droga en ambos casos.
El conjunto de todos los resultados nos indican que la diana molecular de la

terfenadina es el complejo I mitocondrial. La terfenadina, al igual que la rotenona,

inhiben el complejo I mitocondrial. Esta inhibicién del complejo I supone una
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alteracion en los mecanismos energéticos de la célula, lo cual se refleja en una falta
de ATP y estrés oxidativo (Rybalka y cols., 2014). En el caso de la rotenona esta
descrito que la induccién de la apoptosis estd mediada por la produccién de ROS
mitocondriales (Swarnkar y cols., 2012; Pal y cols., 2014, Goswami y cols., 2014).
De igual manera, la producciéon de ROS es un proceso clave en la muerte celular
inducida por terfenadina en las células de melanoma humano (Nicolau-Glamés y
cols., 2011). El aumento de los niveles de ROS en la mitocondria es una
caracteristica que se asocia a las células que tienen la cadena de transporte de
electrones defectuosa o deficiente (Hamanaka y cols., 2010; Schumacker y cols.,
2006; Sena y cols., 2012; Wheaton y cols., 2011). Esta alteracién en la homeostasis
de la mitocondria junto con el aumento de los niveles de ROS activa también el
proceso de autofagia (Poillet-Perez y cols., 2014).

El estrés oxidativo también afecta a las funciones del reticulo endoplasmico
pudiendo causar un estrés reticular en las células. Se ha demostrado que la
rotenona induce estrés reticular en células de neuroblastoma (Goswami y cols.,
2014) que da lugar a un aumento de calcio citos6lico en la célula, al igual que
ocurre en las células tumorales cuando se tratan con terfenadina (Jangi y cols.,
2008).

La mayoria de autores apoyan que el transporte de calcio desde el reticulo a la
mitocondria juega un papel muy importante en la regulacion bioenergética de la
célula, en la produccion de especies reactivas de oxigeno, en la autofagia y en la
apoptosis (Kaufman y cols., 2014).

Aunque el reticulo endoplasmico es el principal almacén de calcio en la célula, la
liberaciéon de calcio al citosol hace que la mitocondria, el ntcleo y otros organulos
respondan de manera dindmica y coordinada. Recientemente, se han identificado
nuevas moléculas como la proteina MCUR1, que participan en el transporte de
calcio entre el reticulo y las mitocondrias (Mallilankaraman y cols., 2012a;
Mallilankaraman y cols., 2012b; Sancak y cols., 2013). Por otro lado también se han
demostrado, en la membrana externa mitocondrial, zonas de interacciéon con el

reticulo endoplasmatico, conocidas con el nombre de “membranas asociadas a
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mitocondria” (MAM; “Mitocondria Associated Membranes”). Esta interacciéon del
reticulo endoplasmatico con la mitocondria es de gran importancia para el papel
del Ca*? como mensajero intracelular (Pizzo y cols., 2007) y explicaria la
implicacion del reticulo endoplasmaético en la liberacion del Ca+ al citosol a través
de una sefializacién iniciada en la mitocondria a causa de la terfenadina.

Ademas, la rotenona induce autofagia (Dadakhujaev y cols., 2010; Xiong y cols.,
2013), al igual que hemos demostrado que la autofagia es un mecanismo que
participa activamente desde las primeras horas del tratamiento con terfenadina,
posiblemente desencadenada por el estrés reticular.

En resumen, hemos demostrado que la terfenadina acttia como potente agente
antitumoral en diferentes estirpes tumorales y que inhibe el complejo I
mitocondrial. A partir de aqui, y con los datos obtenidos en este trabajo y en otros
previos, estamos en condiciones de elaborar un modelo que explica los procesos
desencadenados. Asi, la inhibicién del complejo I mitocondrial induce un aumento
de la producciéon de ROS dando lugar a un estrés oxidativo, lo que provoca un
estrés reticular y liberacion de calcio al citosol. La célula ante este estrés reticular y
la falta de energia derivada de la inhibicién de la CTE, activa el mecanismo de
autofagia, que favorece el proceso de muerte celular. El aumento de calcio
intracelular puede inducir también dafio en el ADN provocando lesiones
irreparables, lo que activa la via ATM-p73 y provoca la muerte celular por

apoptosis tras la activacion de las caspasas -2 y -4 (Jangi y cols., 2008).

Existen diferentes moléculas, ademés de la rotenona, que acttan inhibiendo la
cadena respiratoria mitocondrial (figura 53). Estd descrito que los inhibidores del
complejo I mitocondrial poseen propiedades antitumorales, como por ejemplo las
acetogeninas, entre las que destacan el rollinistatin y bullatacin; las biguanidas, la
metformina y la fenformina; y la rotenona (Pathania y cols., 2009; Palorini y cols.,

2013; Vatrinet y cols., 2015).
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Figura 53. Esquema representativo del efecto inhibidor de algunos farmacos sobre la cadena de
transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa en la mitocondria. Los electrones entran en la
cadena de transporte de electrones a través de los complejos I y II en forma de NADH y FADH,,
respectivamente. En el proceso, los complejos I, IIl y IV bombean los protones a través de la
membrana mitocondrial interna. La acumulacién de protones en el espacio intermembrana crea un
gradiente de carga que es utilizado por complejo V (ATP sintasa) para impulsar la sintesis de ATP
a partir de ADP y Pi. Los inhibidores especificos de la maquinaria de la fosforilacién oxidativa se
muestran en negrita (Pathania y cols., 2009).

Hay autores que sefialan al complejo I mitocondrial como diana de muerte. Por
ello se propone como tratamiento antitumoral adyuvante varios de los farmacos
citados anteriormente que inciden a nivel mitocondrial, en combinacién con
tarmacos anti-proliferativos y anti-glicoliticos (Vatrinet y cols., 2015). Sin embargo,
pocos estudios han aportado hasta el momento resultados significativos in vitro e
in vivo.

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado la efectividad de la
terfenadina in vivo. Concretamente demostramos que el tratamiento con

terfenadina de los ratones atimicos a los que previamente se les inocularon células
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de melanoma humano, redujo muy significativamente el tamafio de la masa
tumoral (Blaya y cols., 2010). Sin embargo, los resultados de esta tesis apuntan a
que el principal metabolito de la terfenadina, la fexofenadina, no tiene un efecto
antitumoral in vitro y por lo tanto, su efecto in vivo es poco probable. Por ello, los
efectos de la terfenadina observados in wvivo deben ser necesariamente
consecuencia de su acciéon directa sobre el tumor, previa a su transformacion a
fexofenadina en el higado. En este sentido, los experimentos que se llevaron a cabo
en el grupo incorporaban una bomba osmética subcutdnea que cada 12 horas
inyectaba directamente sobre el tumor las dosis efectivas de terfenadina, lo que
explica el éxito de los experimentos.

Estos estudios in vivo, junto con todos los mecanismos moleculares demostrados in
vitro en diferentes lineas tumorales humanas, sugieren el uso de la terfenadina
como agente antitumoral la cual podria constituir una nueva herramienta para el

tratamiento del cancer.
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Conclusiones

El tratamiento con terfenadina induce una disminucién significativa de la
viabilidad celular de las lineas tumorales humanas de melanoma,
adenocarcinoma de colon, adenocarinoma de mama y neuroblastoma. Las
lineas de melanoma son mas sensibles al tratamiento con terfenadina, ya
que sus ICsp son cercanos a 10 uM, mientras que en las demads lineas

tumorales los valores de I1Csp oscilan entre 15-20 uM.

La fexofenadina, metabolito activo de la terfenadina, no produce ningtan
efecto en la viabilidad celular a ninguna de las dosis testadas en las lineas
de melanoma, adenocarcinoma de colon, adenocarinoma de mama y
neuroblastoma, resultando inocua para todas ellas. Este hecho sugiere que

el efecto citotdxico se debe exclusivamente a la molécula de la terfenadina.

La terfenadina induce apoptosis y autofagia de manera simultanea en las
lineas de melanoma, adenocarcinoma de colon, adenocarinoma de mama y

neuroblastoma.

La terfenadina produce un incremento de calcio citosélico, dafios en el
ADN, activacion de la ruta ATM-p53/p73 y desencadena la apoptosis a

través de la ruta mitocondrial.

La muerte celular inducida por terfenadina es independiente de la ruta de

la histamina.
La diana molecular de la terfenadina a través de la cual ejerce su efecto

antitumoral es el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial. La

terfenadina se une e inhibe el complejo I mitocondrial.
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