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INTRODUCCION

El término cancer engloba un conjunto de enfermedades que se caracterizan por el desarrollo de
células anormales que se dividen, crecen y pueden tener capacidad de diseminarse sin control en
cualquier parte del cuerpo. La mayoria de las neoplasias adquieren el nombre del 6rgano o tejido donde
se originan, y se producen como consecuencia de una serie de alteraciones genéticas y epigenéticas
progresivas (1).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que cerca de 14 millones de personas en el
mundo padecen cancer (2). Es la principal causa de mortalidad en paises desarrollados y una de las
mas importantes en aquellos que estan en vias de desarrollo. Debido a que esta enfermedad es cada
vez mas recurrente en la poblacion, representa un importante problema de salud publica a nivel mundial
(3).

En el afo 2012 se produjeron 8,2 millones de muertes en el mundo a causa de esta enfermedad.
Esta patologia representa el 26% de mortalidad en los paises que constituyen la Unién Europea (UE)
(4). Uno de los tipos de cancer mas comun es el de pulmoén, tanto en términos de incidencia (1,8
millones, 12,9 % en total) como en mortalidad (1,6 millones, 19,4%). Posterior a éste se encuentra el
cancer de mama con 1,7 millones de casos, representado el 11,9% del total de casos mundiales y, en
tercer lugar, el cancer colorrectal (CCR) con 1,4 millones de nuevos casos diagnosticados al afio y
694.000 muertes (5).

Los datos publicados por la Red Espafnola de Registros de Cancer (REDECAN) indican que la
incidencia de esta enfermedad en Espafa en 2015 fue de 247.771 individuos (148.827 en varones y
98.944 en mujeres). Los tipos tumorales mas frecuentes diagnosticados en el ano 2015 fueron el CCR,
préstata, pulmén, mama y vejiga (figura 1) (6).
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Figura 1. Incidencia estimada de los tumores mas frecuentes en Espaiia en el aino 2015 (6).
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El CCR es el tercer tipo de cancer mas comun en hombres y el segundo en mujeres a nivel
mundial. Aproximadamente el 55% de los casos ocurren en las regiones desarrolladas. En Europa, el
CCR representa el segundo lugar en cuanto a incidencia. Se estima que se diagnostican 447.136
nuevos casos al afio, representando el 13% de todos los tipos casos de cancer (3).
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INTRODUCCION

La tasa de mortalidad del CCR a nivel mundial se situa en el cuarto puesto y representa el 8.5%
de las muertes por cancer. En las ultimas décadas, se ha observado una disminucién en la mortalidad
en ambos sexos. Los paises en los cuales se ha observado esta disminucion son: Estados Unidos,
Australia, Nueva Zelanda y la mayoria de Europa Occidental, incluyendo Austria, Francia, Irlanda y el
Reino Unido (7). Ademas, se ha visto que existe peor prognosis y mayor cantidad de muertes en los
paises menos desarrollados (5).

En Espafa, el CCR fue uno de los tipos de cancer mas diagnosticados en el afo 2015, con
aproximadamente 41.441 casos. Por otra parte, segun el Instituto Nacional de Epidemiologia, entre los
afnos 2003-2012 la mortalidad por estos tumores se redujo un 1.32% al afio (0.56% tanto en hombres
como en mujeres respectivamente). Estas tendencias, reflejan mejoras en la supervivencia de los
pacientes con tumores debido a las actividades preventivas, las campafias de diagndstico precoz y a
los avances terapéuticos (6).

1. CANCER COLORRECTAL

El colon es una region del intestino grueso, comprendido entre la valvula ileocecal y el ano (figura
2). Su funcién principal es absorber agua, nutrientes y otras sustancias como electrolitos, minerales
y vitaminas de los alimentos. Se divide en ciego, colon ascendente, colon transverso, colon
descendente, sigma y recto. El colon presenta altos niveles de regeneracién celular y se encuentra
expuesto a diversos agentes fisioldgicos, bioldgicos y quimicos que incrementan el riesgo a
desarrollar diversas enfermedades, incluyendo el cancer (8).

Colon o
| transverso/ |
[ e s
l |m‘Er s |I
Colon e -: 1
ascendente | ) 4 I

| i
Ciego— Sl

",
T
( T "‘ﬁ—lh?r\\_hx “
|
Recto— ' ¥ | Colon
' | sigmoide

Colon
descendente

| -i’ &
Anp—————

& Mmiussinm lnonemne b

Figura 2. Estructura del intestino grueso (9).

El desarrollo del CCR puede tardar entre 8 y 12 afios. Subsecuentemente se puede dispersar
hacia los vasos linfaticos, incrementando la posibilidad de metastasis en otras partes del organismo
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(10). Mas del 95% de los carcinomas colorrectales son adenocarcinomas (ADC). Otros tumores
epiteliales (carcinomas) incluyen los carcinomas adenoescamosos, los carcinomas escamosos Y los
indiferenciados. Otras neoplasias colorrectales son: sarcomas, linfomas, tumores neuroendocrinos o
melanoma de la unién anorrectal (10) (tabla 1).

La clasificacion patoldgica del CCR determina hasta donde se ha extendido la enfermedad en el
organismo. En la actualidad, el sistema TNM (tumor node metastasis) es el método de estadiaje de
neoplasias establecido por el AJCC (American Joint Commitee on Cancer) y la Union Internacional
contra el Cancer mas utilizado por el cual se clasifican los tumores. En este sistema las T aportan
informacion sobre el grado de extension tumoral, las N la propagacion a ganglios linfaticos regionales
y las M la presencia o ausencia de metastasis a distancia (11) (tabla 2).

La clasificacion de los tumores colorrectales es de gran importancia tanto para el diagnostico
como para el tratamiento ya que se ha observado que muestran cambios en la supervivencia y distintas
respuestas a farmacos quimioterapéuticos segun los diferentes subtipos de CCR (12).

Tabla 1. Clasificacién histolégica del CCR utilizada por la OMS (13).

Tumores epiteliales Tumores no epiteliales
Adenocarcinomas (ADC) Sarcomas
e Tubular o glanular Linfomas

e Mucinoso
e Células anillo de sello medular

Carcinoma escamoso Tumores neuroendocrinos
Carcinoma adenoescamoso Melanomas
Carcinoma indiferenciado Otros

Carcinoma no clasificable




INTRODUCCION

Tabla 2. Clasificacion TNM para el CCR (14).

T: Tumor primario

Tx El tumor primario no puede determinarse.

TO No hay evidencias de tumor primario.

Tis Carcinoma "in situ": intraepitelial o invasion de la lamina propia.
T1 El tumor invade la submucosa.

T2 Tumor invade la capa muscular propia.

T3 El tumor invade la subserosa o tejidos pericorrectales.

T4 El tumor invade otros 6rganos o estructuras.

N: Invasion de ganglios linfaticos

Nx No se puede valorar el nimero de ganglios afectados.
No No hay ganglios linfaticos regionales afectados.
N4 Metastasis en1-3 ganglios linfaticos regionales.
N2 Metastasis en mas de 4 ganglios linfaticos regionales.

M: Metastasis a distancia

Mx No se puede comprobar la existencia de metastasis a distancia.
Mo No hay metastasis a distancia.
M1 Metastasis a distancia presente.

1.2 ETIOLOGIA DEL CCR

En la etiologia del CCR se ven implicados diferentes factores, como es la edad, factores
ambientales y genéticos.

1.2.1 Edad

Este factor es uno de los mas influyentes. Datos recientes sugieren que el 90% de los individuos
diagnosticados presentan edades mayores de 50 afios. Diferentes organizaciones involucradas en la
prevencion contra el CCR han establecido que los adultos con 50 afios o0 mas deben comenzar a
realizar revisiones, preferiblemente por métodos que permitan la deteccidon de adenomas mucho antes
de desarrollar este tipo de cancer (15).

1.2.2. Factores Ambientales

Los factores ambientales tienen gran importancia en la aparicion y el desarrollo del CCR; entre
ellos el estilo de vida, la alimentacion, el consumo de alcohol y el tabaco.
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a) Estilo de vida

La obesidad es una enfermedad que continua en crecimiento y se impone como uno de los
problemas globales de salud. Se ha demostrado que es un factor de riesgo para varias enfermedades,
incluyendo algunos tipos de cancer como el CCR (16).

Los posibles mecanismos biolégicos que vinculan la obesidad con el CCR incluyen alta
ingesta caldrica, inactividad fisica, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, hipersecrecion de
adipocinas, inflamacion crénica y estrés oxidativo. La obesidad ha sido constantemente asociada con
un aumento de riesgo a desarrollar adenomas y, en consecuencia, a padecer CCR. Sin embargo, los
estudios que evaluan la obesidad en relacién con la formacion de adenomas son inconsistentes o
limitados (16).

b) Dieta

Distintos estudios han tratado de demostrar que el consumo de algunos nutrientes puede
influenciar el desarrollo de CCR. La ingesta de carne en particular, tanto procesada como carne roja,
ha sido implicada en multiples estudios (17). Diferentes trabajos han sugerido que cocinar carne,
especialmente a altas temperaturas o en contacto directo con el fuego produce componentes
carcinogenos. El trabajo realizado por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer ha
evaluado que el consumo de carne roja y carne procesada aumenta el riesgo a padecer CCR (18).

Por otra parte, el consumo de frutas, verduras y fibras también ha sido correlacionado
negativamente con la incidencia de CCR. Distintos estudios han observado que la mayor ingesta de
fibra puede disminuir hasta un 44% el riesgo de desarrollar CCR en comparacion con una menor
ingesta de fibra (19). Ademas, se ha demostrado que la fibra vegetal contiene diversos componentes
como las vitaminas, antioxidantes, acido félico, selenio y flavonas que también ejercen un efecto
protector frente el desarrollo de esta enfermedad (15).

c) Tabaco

El consumo de tabaco se ha asociado con un gran numero de enfermedades. Diferentes
estudios epidemioldgicos han demostrado que pacientes que consumian treinta o mas cigarrillos por
dia presentaban el doble de riesgo de desarrollar pélipos. Ademas, la presencia de productos
carcinogenos en el tabaco incrementan el riesgo de padecer CCR (17). Evidencias experimentales
sugieren que el consumo de tabaco puede generar alteraciones epigenéticas a través de la
hipermetilaciéon de las islas CpG (20).

d) Alcohol

El consumo de alcohol se ha asociado con varias enfermedades, incluyendo ciertos tipos de
cancer como el CCR. Un metanalisis publicado en el 2015 que incluye veintisiete estudios caso-control
y tres estudios de cohortes concluye que, comparado con no bebedores, la ingesta de alcohol se asocia
a un incremento de CCR (21). Los mecanismos moleculares por los cuales el consumo de alcohol
puede conllevar al desarrollo de CCR no estan establecidos. Sin embargo, se ha demostrado que el
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metabolito del alcohol, el acetaldehido podria inducir hipometilacién del DNA, ademas, puede alterar
la integridad del mismo conllevando a la expresion de diferentes oncogenes (19, 20).

1.2.3 Factores genéticos

La mayoria de los casos de CCR se originan a partir de mutaciones somaticas esporadicas, pero
diversas investigaciones han estimado que el 30% de todos los casos tiene antecedentes (figura 3).

Una de las caracteristicas principales de los casos familiares es la ausencia de mutaciones en
genes de alta penetrancia (23). Dentro de los casos de CCR familiares existe un subconjunto de casos
denominados CCR hereditario, los cuales representa menos del 5% de todos los casos y se
caracterizan por presentar mutaciones en la linea germinal (figura 3) (24).

5%

30% 65%

CCR esporadico
= CCR Familiar
CCR hereditario

Figura 3. Distribuciéon de CCR Esporadico, Familiar y Hereditario. (Adaptada de (23)).

El CCR hereditario ocurre a una edad mas temprana que en las formas esporadicas, lo que es
debido a que las mutaciones germinales tienen alta penetrancia, por lo que sélo se necesita un evento
mutacional somatico adicional para desarrollar la enfermedad (25).

Existen diferentes sindromes hereditarios que predisponen a CCR, dependiendo del tipo de
lesion precursora y del gen afectado. Se han descubierto nuevos sindromes causados por distintos
genes como GREM1, BUB1, BUB3, POLE, POLD1, RPS20, SEMA4A, NTHL1, FAN1 y BLM que
predisponen a padecer CCR hereditario (26—28). Estos genes aun no estan incluidos en el programa
de diagndstico molecular debido a su relativa novedad, la falta de una clara caracterizacion del fenotipo
clinico y su baja frecuencia (28).

1.2.3.1 Sindromes hereditarios de predisposicion al CCR

a) Sindrome no polipésico

El sindrome no polipésico de predisposicion al CCR o también denominado Sindrome de Lynch
(SL) es el mas frecuente de todos los casos de CCR hereditarios que se diagnostican en la actualidad.
Sigue un patréon de herencia mendeliano autosémico dominante y confiere un riesgo aumentado de
padecer otros tipo de tumores extracolénicos como endometrio, mama y sistema nervioso central (29).
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Este sindrome surge en edades mas tempranas, con una media de edad al diagnodstico de 43 afos.
Los individuos con SL presentan un riesgo del 60-80% de desarrollar CCR a lo largo de su vida y los
tumores asociados se localizan habitualmente en el colon proximal. Se caracteriza por la presencia de
mutaciones germinales en genes involucrados en el sistema de reparacion de errores por
desapareamiento del DNA (DNA Mistmatch Repair o MMR) (MSH1, MSH2, MSH6, MLH1 y PMS2) o
en el extremo 3' UTR del gen EPCAM (figura 4). Estas alteraciones provocan un aumento en la
frecuencia de mutaciones, conllevando a la inestabilidad del genoma. Esto puede afectar regiones
codificantes de genes relacionados con la progresion tumoral (TGF-BRII, IGFIIR, MSH3 y BAX) como
zonas altamente repetitivas, denominadas microsatélites. Cuando aparecen mutaciones en estas
regiones se produce el fendmeno conocido como inestabilidad de microsatélites (IMS) (30).

desapareamiento

Reconocimiento
del error

Escisidon
\ EXO1 >
A4
2 C Ligaciony
| DNA polimerasa | sintesis
D v
N

Figura 4. Mecanismo del sistema de reparacion de desapareamientos (Mismatch Repair). (Adaptada de (31)). Este
mecanismo consiste en el reconocimiento por el complejo MSH2-MSH6 de desemparejamientos de base simple o por el
complejo MSH2-MSH3 (llamado MutS) que participa en la correccion de los bucles de insercion o delecién producidas durante
la replicacién. Posteriormente el heterodimero formado por MLH1 y PMS2 se une con MutSa o MutSb formando un complejo
y, junto con otras proteinas, realiza la escision del fragmento donde se encuentra el error, la sintesis del nuevo fragmento a
partir de la cadena de DNA sin error y unién del nuevo fragmento de DNA (32).

El diagndstico de esta enfermedad se basa en criterios de agregacion familiar conocidos como
los criterios de Amsterdam (33), los cuales fueron sometidos a posteriores revisiones para incluir los
canceres extracolénicos dentro del concepto de la agregacion familiar. La sensibilidad de estos criterios
para detectar pacientes portadores de mutaciones en los genes relacionados con el SL es inferior al
60%. Como consecuencia, los criterios de Bethesda fueron creados para identificar los afectos de CCR
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que no cumplian los criterios de Amsterdam, pero que debian ser igualmente sometidos al diagnéstico
molecular. Si estos criterios se cumplen, se procede a realizar el diagndstico molecular (34).

b) Poliposis

Las poliposis gastrointestinales se caracterizan por la presencia de multiples lesiones polipoideas
con afectaciéon preferente del area colorrectal. Constituyen un grupo de patologias de escasa
incidencia, pero con diferentes caracteristicas (35).

La Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) es el sindrome polipésico mas comun y esta
caracterizado por el desarrollo de cientos a miles de pdlipos en el colon y el recto (figura 5). Tiene una
prevalencia de 1 cada 10.000 individuos y una incidencia en la poblacion espafnola de 2,8 por cada
100.000 habitantes (35). En la mayoria de los pacientes los polipos empiezan a desarrollarse durante
la segunda década de la vida y, en todos los casos, los pacientes sin tratamiento desarrollan tumores
entre los 40 y los 50 afios (36). El patron de herencia para la PAF es autosomico dominante, por lo que
en las familias portadoras de una mutacion asociada a este sindrome existe una fuerte agregacion,
aunque aproximadamente un 25% de los casos son causados por mutaciones de novo (35).

Figura 5. Colectomia de un paciente con PAF, que muestra innumerables adenomas tubulares (35).

La PAF se asocia a mutaciones germinales en el gen APC (Adenomatous Polyposis Coli), las
cuales tienen una penetrancia del 100%. Este gen se encuentra localizado en el brazo largo del
cromosoma 5. Interviene en la via de sefalizacion celular de Wnt y en la adhesion celular (36),
activando la proliferacion responsable de la renovacion constante de las células del colon (figura 6).
Hasta la fecha se han identificado mas de 1.500 mutaciones germinales en familias con CCR y la
mayoria son mutaciones que generan la inactivacion de la proteina, bien sea por mutaciones de cambio
en la fase de lectura, mutaciones que generan un codon de parada o alteraciones en los sitios de
procesamiento del RNA. Otras mutaciones que también se han observado son aquellas que generan
un cambio de aminoacido en la proteina. La mayoria de estas mutaciones han sido encontradas en el
exon 15 de este gen (32).

La inactivacion bialélica del gen APC debido a una mutacion somatica en el otro alelo, genera la
activacion de la proliferacion celular descontrolada. Esto provocara la formacién de adenomas, que
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progresaran hacia CCR a medida que se acumulen otras mutaciones en oncogenes y genes
supresores de tumores (37).

Los individuos con PAF también tienen predisposicion a desarrollar una serie de manifestaciones
que incluyen fibromas, lipomas, quistes sebaceos y epidérmicos, osteomas faciales, hipertrofia
congénita del epitelio pigmentario de la retina (CHRPE) y tumores desmoides (figura 6) (37).

Existe una variante atenuada de la PAF, denominada Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada
(PAFA), la cual se caracteriza por presentar menor numero de polipos, generalmente mas de 15 y
menos de 100, y tiende a desarrollarse en el colon derecho. La edad de aparicién de los individuos
afectados por la PAFA suele retrasarse 15 afios con respecto a la PAF clasica. Ademas, presenta
limitadas manifestaciones extracolénicas. El 10% de las familias con este sindrome presentan
mutaciones germinales en el gen APC, situadas la mayor parte en el extremo 3' (figura 6), otras
alteraciones asociadas a esta patologia se han observado en las regiones del extremo 5', y en el exén
9 de dicho gen (38).

El 30% de las familias afectadas con PAFA no presentan mutaciones en el gen APC, pero
presentan mutaciones en el gen MYH; en estos casos, el sindrome se denomina Poliposis
Adenomatosa asociada al gen MYH (PAM) y presenta un patrén de herencia autosémico recesivo (36,
39).

Ademas de los sindromes mencionados anteriormente, en la tabla 3 se incluyen diferentes tipos
de poliposis gastrointestinales asociados al riesgo de padecer CCR, dentro de los cuales se incluye el
sindrome de Peutz-Jeghers, la Poliposis Familiar Juvenil y Poliposis Hiperplasica, el sindrome de
Codwen y Poliposis asociada a los genes que codifican la DNA polimerasa.



INTRODUCCION

—  POLIPOSIS ATENUADA — POLIPOSIES SEVERA
CHRPE Genol po-lenotipo
—— ESMOIDES

Figura 6. APC, relevancia en la via de sefializaciéon celular de Wnt y diagrama de las regiones del gen y relacion
genotipo—fenotipo de sus mutaciones. (Adaptada de (39, 40)). A) La proteina APC posee una funcion de supresion tumoral
en el colon humano. Esta proteina se una la proteina B-catenina y Axina en un complejo que activa la fosforilacién mediada
por GSK3pB. De esta manera B-catenina queda marcada para una posterior protedlisis mediada por ubiquitina. Cuando ocurre
mutaciones en el gen APC que afectan la funcion de la proteina no ocurre la degradacién de -catenina. Esta proteina se
acumula en el citoplasma, formando un complejo con el factor de transcripcién LEF-1 o TCF, penetra en el nucleo y activa la
transcripcion de oncogenes. B) Esquema del gen APC donde se incluyen las regiones mas estudiadas, se distribuyen en las
3 repeticiones de 15 aminoacidos (entre los codones 1.020y 1.169) y las 7 repeticiones de 20 aminoacidos (entre los codones
1.262 y 2.033), que controlan y permiten la unién a la proteina B-catenina. El extremo C-terminal del gen APC también
contiene un sitio de unién para la proteina EB1, la cual esté asociada con el centrodmero, el huso mitético, la polaridad de los
microtubulos y la estabilidad cromosémica en todos los estadios del ciclo celular.
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Tabla 3. Sindromes que predisponen al desarrollo de CCR (24).

Condicion Tipo  Herencia Gen Identificacion

s - MLH1, PMS1, PMS2 Individuos con historia familiar (segun los criterio:
No polipésico Lynch = Autosémico

: MSH2,MSH3, MSHe6 de Amsterdam).mutaciones en los genes di
(SL) dominante reparacion del DNA.

Individuos con >10 pdlipos, familiares de prime
grado con PAF/PAF atenuada, presencia ds
adenomas con rasgos de PAF.

Poiliposis: polipos PAF Autosémico | APC
adenomatosos dominante

Individuos con >10 pdélipos, familiares de prime

Poliposis: polipos | PAFA | Autosémico | APC grado con PAF/PAF atenuada, presencia ds

adenomatosos dominante adenomas con rasgos de PAF.

Poliposis: polipos PAM | Autosémico | MUTYH Individuos con >10 polipos, presencia d

adenomatosos recesivo adenomas y tumores extracolénicos asociados :
PAM

Poliposis: pélipos PPAP Autosémico = POLE,POLD1 Individuos con >10 pdlipos, presencia d

adenomatosos dominante adenomas con rasgos de PAF pero no tien
mutaciones germinales en el gen APC o un patroi
de herencia dominante

Poliposis: polipos = PJS Autosémico | LKB1 (STK11) Individuos con inicio temprano de lesione:

hamartomatosos dominante pigmentadas, polipos hamartomatosos en ¢

tracto gastrointestinal consistente con est:
patologia y familiares de primer grado col
sindrome de Peutz Jeghers.

Poliposis: pélipos SPJ Autosémico | SMAD4, BMPR1A Individuos juveniles con >10 pdlipos, paciente:
harmatomatosos dominante con polipos juveniles y con familiares de prime
grado que presentan esta patologia.

Poliposis: pélipos = SC Autosémico = PTEN o - .
harmatomatosos dominante Individuos con familiares de primer grado con SC

o individuos con variedad de pdlipos coldnicos
manifestaciones extracolénicas.

Poliposis: pélipos PHP Desconocido = Desconocido Individuos con esta patologia se encuentran el
hiperplasicos muy baja frecuencia

Abreviaciones: PAFA, poliposis adenomatosa atenuada; SC, sindrome de Cowden; PAF, poliposis adenomatosa familiar;
PHP, poliposis hiperplasica; SPJ, sindrome de poliposis juvenil; PAM, poliposis asociada a MUTYH; PJS, sindrome de Peutz—
Jeghers; PPAP, poliposis asociada a mutaciones en los genes que codifican para ADN polimerasa.
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2. CANCER COLORRECTAL Y CARCINOGENESIS

El CCR surge a partir de lesiones precursoras, y su deteccion y reseccion temprana es vital para
la prevencion del cancer (42). Antes del desarrollo de la lesion ocurren alteraciones genéticas
secuenciales que conllevan a la generacion de la llamada cripta de foco aberrante (figura 7), que es
una acumulacion de células epiteliales resistentes a la apoptosis, la cual da lugar a la formacion de
adenomas microscopicos. Posteriormente ocurre una lesidon mayor que se clasifica en pdlipos, bien
sean adenomatosos o serrados (43).

Los pdlipos adenomatosos tienen una organizacién intracelular e intercelular anormal definida
como displasia. Existen adenomas con ciertas caracteristicas que aumentan el riesgo de progresion a
CCR de forma independiente, la existencia de componente velloso (morfologia en forma de crisantemo
o de coliflor) o un alto grado de displasia. Por otro lado, los pdlipos serrados son un grupo heterogéneo
caracterizado por una arquitectura epitelial con forma de dientes de sierra o estrellada y estan
subdivididos en pdlipos hiperplasicos, polipos mixtos, adenomas serrados tradicionales y adenomas
serrados sésiles. Recientemente se ha descubierto que los pélipos serrados también pueden progresar
a CCR (a excepcion de los hiperplasicos de menos de 5 mm) y, por tanto, también deben ser extraidos
del colon (42, 43).

Posteriormente, estas lesiones avanzadas crecen y generan el carcinoma, progresando de forma
circular hacia la pared de colon. Tras esto ocurre la diseminacion ganglionar y, por ultimo, la metastasis
(43). En esta etapa las células cancerigenas pierden la habilidad de adherirse a la masa tumoral y
desarrollan capacidades tanto migratorias como invasivas. Se diferencian por cambios en la funcién y
expresion genética, destacandose la disminucion de marcadores epiteliales y el aumento de
marcadores mesenquimales asi como la evasion de la accién del sistema inmune, para posteriormente
adherirse a otra localizacién en el cuerpo (figura 7) (45).

Epitelio Foco de cripta

Adenoma Carcinoma Metdstasis
normal aberrante

Figura 7. Iniciacion y progresion del CCR a partir del epitelio normal, pasando por la lesidon precursora 'y
desembocando en la formacion de un tumor metastatico (46).

El CCR esporadico corresponde a la mayoria de los casos diagnosticados y no presenta
agregacion familiar. Es causado por mutaciones somaticas generadas durante la vida del individuo
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debido a la edad o a factores ambientales. Estas afectan genes cuya alteraciéon favorece la
acumulacion posterior de mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores. Existen tres
modelos de carcinogénesis por los que se sugiere que se desarrolla el CCR en base a los eventos
mutacionales acumulados. Estos permiten diferenciar a los tumores por sus caracteristicas
moleculares (47).

2.1. Tumores de inestabilidad cromosdémica

El 85% de los caso de CCR se desarrollan a través de la via de inestabilidad cromosémica (INC)
(44, 48) y se caracterizan por frecuentes pérdidas o ganancias de material genético (32). En los CCR
con fenotipo INC se observa con frecuencia pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 18 y
mutaciones en el gen KRAS. Ademas, se ha observado la activacion de pro-oncogenes como c-MYC
y la inactivacién de genes supresores de tumores como APC, TP53, SMAD2 y SMADG6 (49).

El fenotipo INC puede originarse debido a errores en los mecanismos que establecen una
correcta segregacion cromosomica, como el punto de control del ensamblaje de huso mitético, la
duplicacién correcta de los centrosomas durante la mitosis y la longitud de los telémeros (50). Otro
causa que conlleva a la generacion de INC son las alteraciones en los genes de reparacion de daino
en el DNA como TP53 (48).

2.2. Tumores con inestabilidad de microsatélites

Existe un 15% de los CCR esporadicos en los cuales no se identifica evidencia de INC, pero
exhiben aberraciones que son detectables a nivel molecular. Estas son alteraciones en unidades
repetitivas de DNA que se producen normalmente a lo largo del genoma, conocidas como
microsatélites. Esto ocurre debido a que existen alteraciones en el sistema de reparacion de
apareamiento de bases durante la replicacién del DNA (44).

De todos los casos con inestabilidad de microsatélites (IMS), el 75-80% pertenecen a la
categoria de cancer de colon esporadico y solo el 20-25% son tumores asociados al SL. Este modelo
se desarrolla principalmente por el mal funcionamiento de sistema MMR que puede afectar a las
regiones codificantes de genes relacionados con la progresién tumoral, la apoptosis, la via de
sefalizacion de Whnt, o las secuencias de microsatélites (51). Diferentes investigaciones han publicado
que una fraccién importante de los casos esporadicos con IMS ocurren debido a la hipermetilacion de
la regién promotora del gen MLH1 (49, 50).

La caracteristica principal de los CCR con IMS es que presentan estabilidad cromosémica, baja
frecuencia de pérdida de heterocigosidad y un menor nimero de mutaciones en los genes KRAS y
TP53 en comparacion con los tumores con INC (54).
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2.3. Tumores con fenotipo metilador de islas CpG

Las islas CpG son secuencias en el DNA que estan presentes en aproximadamente el 40% de
las regiones promotoras de los genes de los mamiferos y se caracterizan por presentar una gran
cantidad de pares de bases de citosinas y guaninas enlazados por fosfatos (55). El modelo metilador
se basa en la regulacién ejercida por los mecanismos epigenéticos sobre la expresion de los
oncogenes, ya que alteraciones en los islotes CpG, como metilaciones pueden modular la expresion
de los mismos (8).

El 15% de los CCR esporadicos presenta metilacion aberrante en los promotores de un conjunto
de genes especificos como THBS1, p16 y MLH1, por lo que se han denominado tumores con fenotipo
metilador de las islas CpG (53). Debido a la hipermetilacion aberrante de MLH1, este fenotipo puede
solaparse con el de IMS en los tumores. Diferentes investigaciones sugieren que esta via se desarrolla
de forma mas rapida que las otras, lo que implica mayor agresividad tumoral y mayor dificultad en la
identificacion de sus lesiones precursoras (47).

Los tumores originados por esta via surgen a partir de pélipos serrados y parecen no seguir los
mecanismos habituales de la secuencia clasica adenoma-carcinoma (57). Se ha demostrado que los
carcinomas con fenotipo metilador suelen presentar IMS, alta tasa de mutaciones en el gen BRAF o
KRAS y baja mutaciones en el gen TP53 (44, 54).

3. METABOLISMO TUMORAL

En las células tumorales ocurren alteraciones genéticas y cambios microambientales que afectan
la disponibilidad de nutrientes y oxigeno generando una reprogramacion metabdlica (58).

La mayoria de las células cancerigenas muestran alteraciones en el metabolismo de la glucosa.
Comparadas con las células normales, las células cancerosas muestran un incremento en la captacion
de glucosa y en la glucdlisis. Este incremento en el consumo de glucosa genera una mayor cantidad
de metabolitos glucoliticos y aumenta la cantidad de ATP. Una gran parte del carbono proveniente de
la glucosa, en la forma de varios intermediarios glucoliticos se introducen en multiples vias
biosintéticas. La mayoria del piruvato generado durante la glucdlisis se convierte en lactato en el
citoplasma por accién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y es secretado en vez de ser oxidado
en la mitocondria. Esta reprogramacion del metabolismo energético hacia la glucdlisis esta definida
como efecto Warburg (59).

Distintos trabajos han indicado que los tumores obtienen el 50% de su energia a partir de la
glucosa, lo que permite la sintesis de macromoléculas. Ademas, tienen la caracteristica de presentar
un ambiente acido, que resulta de la produccion de lactato y otros acidos, sin embargo, el pH citosélico
es similar al de las células normales (58, 59).
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El metabolismo celular contribuye de manera importante en la progresion tumoral, en el
mantenimiento constante de energia y en la respuesta al tratamiento. Se ha demostrado que los
cambios metabdlicos en la célula tumoral retroalimentan las principales caracteristicas determinantes
del cancer: crecimiento aberrante, resistencia a la apoptosis, angiogénesis, evasion de la respuesta
inmunitaria, invasion de tejidos y metastasis (61).

3.1 HIPOXIA

La hipoxia es la reduccién de la tension de oxigeno, que se define en términos clinicos por la
reduccion de la disponibilidad de oxigeno hasta niveles criticos; es decir, hasta valores de tension
inferiores al 7% (62).

El crecimiento tumoral genera un microambiente que induce la formacion de una nueva
estructura vascular para obtener oxigeno y nutrientes (63). El suministro de oxigeno es esencial para
el mantenimiento de la funcién y fisiologia de las células. Cuanto mas células estan presentes en un
tejido mas oxigeno se requiere, por tanto, la respuesta a hipoxia requiere un alto nivel de coordinacion
(64).

Para hacer frente a la hipoxia y mantener la demanda energética, las células tumorales
desarrollan numerosas respuestas adaptativas. Multiples mecanismos son activados y generan
variaciones en la expresion genética, las cuales inician una serie de vias de sefalizacion sensibles al
oxigeno que permiten la supervivencia y la proliferacién de las células (65). Dentro de los procesos
celulares que se activan se incluye la glicdlisis, la angiogénesis y la autofagia (figura 8).

Cuando aumenta el crecimiento del tumor, las células mas alejadas de los vasos sanguineos se
encuentran ante una carencia de oxigeno. Estas células segregan factores de crecimiento que hacen
que los vasos preexistentes respondan ramificandose y formando nuevos vasos en direccion al foco
hipoxico, permitiendo finalmente el aporte sanguineo necesario en esta zona (66).

Bajo condiciones de hipoxia, una de las principales vias de sefializacion que promueven la
tolerancia a este tipo de estrés es la via en la que interviene el factor inducible de hipoxia, factor de
transcripcion conocido como HIF-1. Este factor actua como regulador de la homeostasis del oxigeno,
permitiendo la transcripcidn de genes que conllevan a la activacién de numerosos mecanismos de
respuesta frente a este tipo de estrés celular (figura 8) (67).

Otras dos vias implicadas en la respuesta a la deprivacion de oxigeno se activan a través de la
proteina mTOR (mammalian Target of Rapamycin) y a partir de la respuesta a proteinas desplegadas
o UPR (unfolded protein response). mTOR regula multiples sefales metabdlicas, dentro de las cuales
se encuentran la iniciacion de la sintesis de proteinas, el proceso de autofagia y la sensibilidad a la
apoptosis (figura 8). La via de senalizacion UPR es una respuesta al estrés celular relacionado con
el reticulo endoplasmatico, que se conserva en todas las especies mamiferas. La respuesta UPR
controla otros procesos que incluyen la produccion, maduracién y degradacién de las proteinas, el
metabolismo y la muerte celular (figura 8) (63).
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3.2 PROTEINA HIF-1

El factor inducible de hipoxia o HIF-1 es un factor de transcripcion que regula la respuesta celular
a la hipoxia. Interviene en la activacion de las respuestas adaptativas de las células para hacer frente
a la poca disponibilidad de oxigeno. Este factor genera la activacion transcripcional de mas de 100
genes que participan en los procesos biolégicos necesarios para la supervivencia y progresion celular
(67).

La proteina HIF-1 pertenece a la familia bHLH-PAS (Basic hélix-loop-helix/Per-ARNT-Sim) y
presenta dominios reconocibles que pueden regular la expresion de diferentes genes (figura 9) (67).
Los motivos de bHLH-PAS son esenciales para la formacion de heterodimeros y la union a algunos
genes. Estos genes son portadores de la secuencia de DNA denominada HRE o elementos de
respuesta a hipoxia, los cuales se ubican en las regiones promotoras y promueven el aumento de su
expresion (64).

HIF-1 es un heterodimero que comprende dos subunidades, la subunidad B, es una proteina
nuclear estable, con un peso de 91-94 kD, que no depende del oxigeno y se expresa constitutivamente
(63); es identificada como un receptor nuclear translocador de aril hidrocarburos o ARNT. Esta proteina
dimeriza con receptores de aril hidrocarburos AhR activados (Aryl Hydrocarbon Receptor) facilitando
la translocacion al nucleo (65, 66).
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Figura 8. Vias de seiializacion que promueven la tolerancia a la hipoxia. (Adaptada de (61)). Al generarse hipoxia la
proteina HIF-1a heterodimeriza con la proteina HIF-1B lo que conlleva a la transcripcion de multiples genes. Ademas, ocurre
la activacion de la respuesta UPR por los sensores de estrés del reticulo endoplasmatico como son la proteina PERK (PKR-
ER quinasa) y la proteina IRE1 (Inositol-requerido para la proteina 1). Estas dos proteinas pueden activar al factor de
transcripcion ATF6 (factor de transcripcion 6) y contribuir a la respuesta transcripcional de genes por su interaccién con IRE1
y a la inhibicion de la traduccion de algunos mRNA al interaccionar con PERK. Otra proteina que es inhibida por la hipoxia es
mTOR, que contribuye a la activacion de otras vias de sefalizacion durante la exposicion a este tipo de estrés que permiten
la supervivencia de la célula. Las activaciones de estas rutas metabdlicas generan el fenotipo hipdxico, alterando su
metabolismo y activando diferentes mecanismos de respuesta como son la angiogénesis, la autofagia, la homedstasis del
reticulo endoplasmatico (Homeostasis RE), entre otras.
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Por su parte, la subunidad a presenta un peso molecular de 120-130 kD, es regulada
principalmente por mecanismos que dependen de la disponibilidad de oxigeno y, en condiciones de
normoxia, se sintetiza y se degrada constantemente. En sus extremos terminales contiene dominios
de trans-activacion TAD (Trans-Activation Domain) (figura 9). Estos dominios pueden interactuar con
ciertos co-activadores como CBP/p300 para modular la transcripcion de esta subunidad bajo
condiciones de hipoxia, asi como también ser responsables de la estabilizacion de la misma. A
diferencia de la subunidad B, presenta un dominio de degradacion dependiente de oxigeno, ODDD
(Oxygen Dependent Degradation Domain), el cual es hidroxilado sobre residuos especificos, lo que
permite su degradacion a través del proteasoma (figura 9) (67).
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Figura 9. Representacion esquematica de las subunidades del factor inducible por hipoxia (HIF) (69). En la figura se
muestran los dominios funcionales y se marcan las localizaciones de los residuos de aminoacidos relevantes para la
regulacion de HIF-1a. Se observa representado el dominio bHLH, el dominio de homologia Per-Arnt-Sim (PAS), el dominio
de degradacion dependiente de oxigeno (ODDD), los dominios de transactivacion de terminal TAD — N (N - terminal) y el
dominio TAD- C (C - terminal).

Se conocen otras isoformas de HIF1-a: HIF-2a y HIF-3a. HIF-2a tiene mayor similitud con HIF-
1a que HIF-3a. Esta semejanza podria explicar la capacidad de esta isoforma de realizar la
heterodimerizacion con HIF-1f3. Curiosamente, HIF-1a y HIF-2a muestran diferencias en la distribucion
de tejido (70). HIF-1a se expresa de forma ubicua en el cuerpo, pero HIF-2a es mas estricta a los
tejidos especificos. HIF-3a esta menos relacionada a las isoformas anteriores y su funcién no se
conoce completamente. Esta isoforma carece de dominios TAD e inhibe la respuesta de HIF-1 ya que
forma heterodimeros transcripcionalmente inactivos con HIF-1a (71).

3.3 REGULACION DE LA SENALIZACION DE HIF-1a

El sistema HIF-1 actua como el maximo regulador de la respuesta a hipoxia, iniciando la cascada
de mecanismos que permiten que las células se adapten al microambiente hostil (72).

Para constituirse el heterodimero HIF-1 dentro del nucleo, la subunidad a debe translocarse y
ser capaz de unirse a la subunidad . En condiciones de normoxia, los residuos de prolina 402 y 564
de la proteina HIF-1q, localizados dentro de la region ODDD (figura 9), son hidroxilados mediante la
accién de la familia de proteinas dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato, hierro y oxigeno, con
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dominios prolina-4-hidroxilasas denominadas PHDs (prolyl-hydroxylase domain). Estas hidroxilaciones
constituyen la primera senal para la degradacion de HIF-1a. De estos dos residuos de prolina, el 564
es fundamental para que ocurra su degradacion (71, 72).

Una vez que estos residuos son hidroxilados ocurre la unién con la proteina supresora de
tumores pVHL (Von Hippel-Lindau) y juntos forman un complejo multienzimatico que une la cadena de
poliubiquitina a HIF-1a marcandolo como diana de degradacién por el proteasoma (figura 10). Junto a
pVHL, el complejo esta constituido por las proteinas elongina B, elongina C, Cul2 y Rbx y la ligasa E3.
Estas proteinas son reconocidas por el proteasoma 26S (75).

Ademas, el residuo de asparagina 803, localizado en el dominio TAD del extremo C-terminal es
hidroxilado por el factor inhibidor de HIF o FIH (factor inhibiting HIF). Este residuo de asparagina no
interviene en el proceso de degradacion, pero regula la capacidad transcripcional de HIF-1. Mientras
estos residuos estén hidroxilados no ocurre la interaccién con las proteinas nucleares p300 o CBP,
necesaria para el correcto funcionamiento de la actividad transcripcional de HIF-1 (64).

Cuando las células estan expuestas a condiciones de hipoxia, las enzimas hidroxilasas no
pueden ejercer su accion, inhibiendo la degradacién de HIF-1a, que no es hidroxilado y, por tanto, se
acumula en el citoplasma. Posteriormente, puede ser translocado al nucleo al unirse a las proteinas
importinas (76). En el nucleo, HIF-1a se une con la subunidad nuclear  y constituye el factor de
transcripcién activo que se une a las secuencias de DNA HRE, activando su transcripcion y, como
resultado, la célula se adapta a la hipoxia, activando mecanismos de supervivencia celular,
angiogénesis y autofagia (figura 10) (76).
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Figura 10. Mecanismo celular de respuesta a hipoxia. (Adaptado de (77)). A: Ubiquitinacién y degradacion de HIF-1a en
condiciones normales. B. Activacién y acumulaciéon de HIF-1a en presencia de hipoxia, asi como la activacion de genes que
presentan promotores con elemento HRE.
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3.4 HIPOXIA Y ACTIVACION DE LA AUTOFAGIA

Las células eucariotas han desarrollado multiples mecanismos para contrarrestar situaciones de
estrés, como la hipoxia, y en funcién de ésta coordinar de forma adecuada procesos celulares claves
para su supervivencia. Un punto de control importante es la proteina mTOR, que puede promover el
crecimiento celular cuando las condiciones ambientales son favorables o bien suprimir rapidamente la
biosintesis y potenciar el reciclaje de proteinas. Esta doble funcién de mTOR proporciona un modo por
el cual la célula tendria una fuente interna de metabolitos, reduciendo o parando la tasa de proliferacién
para evitar un desbalance energético y la muerte celular (78).

La proteina mTOR pertenece a la familia de las quinasas relacionadas con la fosfatidilinositol- 3-
quinasa (PIKs). Es la subunidad catalitica de dos complejos diferentes denominados complejo
mTORC1 y mTORC2. mTORC1 es un homodimero formado por cuatro proteinas accesorias que se
unen a mTOR: RAPTOR (Regulatory-Associated Protein of mTOR), mLST8 (mammalian Lethal with
Sec13 protein 8), PRAS40 (ProlineRich AKT Substrate 40 kDa) y Deptor (DEP-domain-containing
mTOR-interacting protein). RAPTOR cumple numerosas funciones, entre las cuales se incluye el
ensamblaje de mTORC1. mTORC2 forma también un complejo y entre todos sus componentes, se
define por la interaccién de mTOR con la subunidad RICTOR (Rapamycin-insensitive companion of
mammalian target of rapamycin), esencial para su actividad catalitica y mutuamente excluyente con
RAPTOR en su unién a mTOR. Tanto los estimulos que regulan su actividad como sus dianas de
actuacién son mucho menos conocidos que los de mTORC1 (79).

La regulacién de mTORC1 esta sometida a un estrecho control. Uno de los sensores mas
importantes que regula su actividad es el complejo TSC1/2 (Tuberous Sclerosis Complex) el cual es
un represor de esta proteina. TSC1/2 actua como una proteina activadora de GTPasa (GAP) de una
proteina G pequena, RHEB (Ras homolog enriched in brain). La forma activa de RHEB, interacciona
directamente con mTORC1 para estimular su actividad. Con su actividad GAP, TSC1/2 regula
negativamente mTORC1 convirtiendo RHEB a su forma inactiva (figura 11) (80).

Varios grupos de investigacion han observado que, en condiciones de hipoxia se activa el
complejo TSC1/2 a través de la induccion transcripcional de la proteina REDD1 (Protein Regulated in
Development and DNA Damage Response 1) via HIF-1a. REDD1 regula negativamente a mTORC1
mediante la liberacion de TSC2 de su interaccion inhibitoria con las proteinas 14-3-3 (figura 11).
Ademas, se ha descrito que tanto el supresor tumoral PML como la proteina inducible por HIF-1q,
BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3), reducen la actividad de mTORC1 en
situaciones de hipoxia mediante la disrupcién de la interaccién entre mTORC1 y RHEB, activando
diferentes procesos entre los cuales se incluye la autofagia (figura 11) (80).
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Figura 11. Inhibiciéon del complejo mTOR mediante hipoxia. (Adaptado de (61)).

El mecanismo por el cual se induce la autofagia en condiciones hipdxicas aun no se ha
demostrado, sin embargo, diferentes autores han reportado que la proteina BNIP3 puede influir en la
autofagia inducida por hipoxia. La expresién de BNIP3 puede generar la interrupcion de la interaccion
entre la proteina Beclin 1 y Bcl2 o Bcl-xl, liberando a la proteina Beclin 1 y generar la activacion de la
autofagia (81).

4. AUTOFAGIA

La autofagia es un mecanismo de degradacién lisosomal altamente regulado y muy conservado
evolutivamente. Es una via de degradacion de macromoléculas (proteinas, lipidos, glucégeno y
nucledtidos) y también de organulos. Es un proceso homeostatico fundamental en la célula y se
conserva en todos los organismos eucarioticos, desde levaduras hasta humanos (82).

En organismos eucariotas existen tres tipos principales de autofagia, la mediada por chaperonas,
la microautofagia y la macroautofagia (83). En la primera, proteinas diana solubles que tienen un
pentapéptido particular son reconocidas por proteinas chaperonas como la Hsc-70 y traslocadas al
lisosoma a través de la proteina LAMP-2A (lysosome associated membrane protein 2), resultando en
su degradacion. En la microautofagia, el material citoplasmatico a degradar es directamente engullido
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por el lisosoma por reestructuraciéon de su membrana. Finalmente, en la macroautofagia (a la que, a
partir de ahora, nos referiremos como autofagia), vesiculas de doble membrana denominadas
autofagosomas, engullen proteinas de vida larga, organulos danados o incluso patdgenos y los
traslada a los lisosomas. Alli, la membrana exterior del autofagosoma se fusiona con la del lisosoma 'y
su membrana interior y el contenido que transporta se degrada. Las macromoléculas resultantes de la
degradacion son transportadas de nuevo al citosol para su reutilizacion (figura 12) (84).
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Figura 12. Diferentes modalidades de autofagia (Adaptado de (85)). La figura resume los diferentes tipos de autofagia
(macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas).

4.1 BASES MOLECULARES DE LA AUTOFAGIA.

El estudio molecular implicado en el proceso de autofagia tuvo su inicio hace 15 afos,
principalmente en levaduras (S. cerevisiae) y en hongos (P. pastori y H. polymorpha), permitiendo la
identificacion de 32 genes que regulan la ruta, llamados genes autofagicos ATGs (Autophagy Related
Genes). Numerosos homologos han sido identificados en eucariotas superiores (ATG), sugiriendo que
la autofagia es un proceso altamente conservado en la evolucién (tabla 4) (86).
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Tabla 4. Proteinas implicadas en la autofagia en mamiferos, sus homélogos en levaduras y sus funciones (86).

PROTEINA EN HOMOLOGO EN FUNCION
MAMIFERO LEVADURAS
ULK1/2 Atg1 Ser/Thr quinasa. Forma parte del complejo ULK1/2
ATG2A, B Atg2 Proteina de membrana. Se une a WIPI4 y recluta a ATG9
ATG3 Atg3 Importante en la conjugacion de LC3 con PE
ATG4A,B,CyD Atgd Cistein proteasa que procesa Pro-LC3
ATG5 Atg5 Forma parte del complejo ATG12-ATG5
Beclin1 Atg6 Componente del complejo Vps34 PI3P quinasa
ATG7 Atg7 Importante en la conjugacion de ATG12-5 y ATG8-PE
LC3A,ByC Atg8 Marcador del autofagosoma por conjugacién con PE
GABARAP Atg8 Marcador del autofagosoma por conjugacién con PE
GABARAPLA1 - -
GATE-1TG106 - -
ATG9 Atg9 Proteina de membrana importante en la expansion del
autofagosoma
ATG10 Atg10 Importante en la conjugacion de ATG12-ATG5
ATG12 Atg12 Forma parte del complejo ATG12-ATG5
ATG13 Atg13 Componente del complejo ULK1/2 quinasa
ATG14L Atg14 Subunidad del complejo Vps34 PI3P quinasa
ATG16L1 Atg16 Forma complejo ATG12-5 y participa en la conjugacion
ATGS8-PE
FIP200 Atg17 Componente del complejo ULK1/2 quinasa
WIPI1/2/3/4 Atg18, Atg21 Proteina de union a ATGs
ATG101 - Componente del complejo ULK1/2 quinasa
AMBRA1 - Regulador del complejo Vps34 PI3P quinasa
P150 VPS15 Subunidad reguladora del complejo Vps34 PI3P quinasa
RUBIRON - Regulador del complejo Vps34 PI3P quinasa
UVRAG - Regulador del complejo Vps34 PI3P quinasa
VPS34 Vps34 PI3 quinasa

4.2 SENALIZACION DE LA AUTOFAGIA

La autofagia se lleva a cabo en varias etapas. Inicialmente una porcion del citoplasma,
incluyendo organulos, es englobada por una membrana aislada (el fagoforo). Posteriormente, tras una
etapa de nucleacion y de expansion de la doble membrana se forma un autofagosoma que se fusionara
con el lisosoma para formar el autofagolisosoma, en el que se degradara el contenido por la accion de
enzimas lisosomales (figura 12) (86).

a) Formacioén de fagoforo

La proteina que inicia el mecanismo autofagico es la quinasa ULK1 (Unc-51-like kinase 1), la
cual forma un complejo tetramérico con ATG13, la proteina de andamiaje FIP200 (focal adhesion
kinase familyinteracting protein 200kD) y la proteina ATG101, que se une y estabiliza a ATG13. ULK1
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es capaz de fosforilar a las proteinas ATG13 y FIP200, induciendo la autofagia (figura 13). El complejo
ULK1 quinasa esta regulado por mTORC1. Bajo condiciones normales el complejo mTORC1 interactua
con el complejo ULK1 quinasa y fosforila a ULK1 y ATG13, inhibiendo de esta manera la actividad de
ULK1 (figura 13). En situacion de privacién de nutrientes, nitrégeno o ATP el complejo mTORC1 es
inactivo y se disocia del complejo ULK1 quinasa, permitiendo a ULK1 fosforilar los otros componentes
del complejo y a si misma, dirigirse al sitio de ensamblaje del fagoforo y activar la autofagia (figura13)
(86).

A B

Figura 13. Complejo ULK1 A. Complejo inactivo B. Complejo activo (87).

b) Nucleacion del fagoforo

La nucleacion del fagoforo requiere la activacion de un complejo proteico fosfatidil-inositol 3-
quinasa (PI3K) de clase lll. Este complejo se forma con la interaccion de las proteinas Vps34 ((PI3K)
catalytic unit 3), p150 y Beclin1 (figura 14) (88).

La proteina Beclin1 se une a Vps34, lo cual es necesario para que Vps34 sea capaz de fosforilar
el fosfatidil-inositol 2 fosfato (PIP2) a fosfatidil-inositol 3-fosfato (PI3P), que permite reclutar las
proteinas al fagoforo para el crecimiento de la membrana. Por otra parte, Beclin1 es importante en la
regulacion de la nucleacion del autofagosoma. Esta proteina presenta un dominio ECD que permite la
unién al complejo PI3K-111/Vps34. Generalmente, Beclin1 interactia con Bcl-2 y homdlogos a este
(BCL-x y Mcl-1) a través de su dominio BH3. En condiciones normales Bcl-2 inhibe a Beclin1 (figura
14), mientras que, en condiciones de estrés, Beclin1 se disocia de Bcl-2, permitiendo la activacion de
Vps34 y estimulando consecuentemente la autofagia (89).
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Figura 14. Activacion del complejo PI3K de clase lll. Complejo inactivo B. Complejo activo( 85).

c) Expansion de la membrana y cierre del autofagosoma

El mecanismo de expansion de la membrana ocurre simultaneamente a la nucleacion de las
vesiculas. En esta etapa intervienen principalmente dos sistemas de conjugacion tipo ubiquitina
(Ubiquitin-like, Ubl) (89).

El primer sistema de conjugacion engloba a las proteinas ATG12, ATG5 y ATG16L1. La
conjugacion entre ATG12 y ATG5 se realiza a través de la glicina C-terminal de ATG12, que se activa
mediante la union por un enlace tioéster de alta energia con el residuo de cisteina 572 de ATG7 (E1-
like). Posteriormente, ATG12 es transferida a ATG10 (E2-like) y, finalmente, se une a un residuo de
lisina de ATG5, formando el complejo ATG12-ATG5 mediante un enlace isopeptidico. Este complejo
interacciona con ATG16L1, formando el complejo protéico multimérico de 350 kDa, que es esencial en
la formacion del pre-autofagosoma (figura 15) (87, 88).

En el segundo sistema se produce la conjugacion de LC3. Esta proteina es sintetizada como
precursor pro-LC3, e inmediatamente procesada por la proteina ATG4 para obtener su forma citosdlica
LC3-l (figura 15). Luego ATG7 y ATG3 permiten la lipidacién de la proteina LC3-1 a una
fosfatidiletanolamina (PE) de la membrana autofagosomal dando lugar a LC3-Il que se ancla a las
membranas interna y externa del autofagosoma (figura 15). LC3-Il es la unica proteina especifica de
los autofagosomas, por lo que permite su empleo como marcador de sus niveles. Las moléculas de
LC3-Il de la parte citosdlica son recicladas por ATG4 en LC3-| y fosfatidiletanolamina, mientras que las
moléculas de LC3-1l de la parte luminal del autofagosoma permaneceran en el mismo y son
degradadas posteriormente por las catepsinas lisosomales. LC3-Il, permaneciendo ahi hasta la fusién
con el lisosoma (84, 87, 89).
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Figura 15. Sistemas de conjugacion responsables de la expansion de la membrana (89).

Ademas, la proteina ATG9 se ha descrito recientemente como esencial en la expansion de la
membrana del autofagosoma al funcionar como transportador para abastecer la membrana emergente.
En este proceso estan implicados la proteina ATG16L1 y el complejo ATG2 y WIPI4 (92).

Posteriormente, se produce el cierre del autofagosoma. Existen muy pocas evidencias sobre
las proteinas que interviene en este proceso, pero algunos autores han sugerido que podrian estar
regulados por las proteinas ATG2A y ATG2B (93). Se ha descrito también que otras proteinas, como
las GTPasas Rab22, Rab24 y Rab7, la proteina VAMP-3 (vesicle-associated membrane protein 3) y
NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) o la maquinaria ESCRT, podrian ser importantes en este
proceso (94, 95). Cuando el autofagosoma esta formado, las moléculas de LC3-ll, unidas a la
membrana, se separan mediante la accion de ATG4 y vuelven al citosol (96).

d) Formacion del autolisosoma y degradacion.

La ultima etapa del proceso de autofagia es la fusion entre los autofagosomas maduros y los
lisosomas para generar los autofagolisosomas. Para que ocurra la unién de ambas vesiculas se
requiere la accion de los microtubulos. Este proceso se lleva a cabo por la accién de las dineinas, las
cuales permiten que estas dos estructuras se encuentren (97,98).

Los mecanismos moleculares implicados en esta etapa del proceso estan por esclarecer. Sin
embargo, se conoce que las proteinas de la membrana lisosomal LAMP2, CLN3 y Rab7, el complejo
PI3K de clase lll, asi como el sistema ESCRT pueden estar involucrados. Recientemente se ha descrito
que la proteina ATG14 (Beclin1-associated autophagy-related key regulator (Barkor) or ATG14L)
promueve la fusién mediante la proteina SNARE STX17. Una vez formado el autolisosoma, se lleva a
cabo la degradacién de la carga celular por enzimas hidroliticas, tales como cistein proteasas o las
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catepsinas B, D o L. Las moléculas generadas por la degradacion, mayoritariamente aminoacidos,
vuelven al citosol para la sintesis proteica y el mantenimiento de las funciones celulares (90).

La autofagia se considera un mecanismo de supervivencia celular altamente regulado. De
hecho, es crucial en el mantenimiento de los procesos fisioldgicos pero, a lo largo de los afos,
numerosas investigaciones han implicado a este proceso en diferentes enfermedades entre las que se
encuentran: enfermedades neurodegenerativas, diabetes tipo 2, enfermedades infecciosas,
cardiomiopatias, enfermedades relacionadas con el envejecimiento y el cancer (99).

5. AUTOFAGIA Y CANCER

La relacién que existe entre la autofagia y el cancer es compleja debido a que se ha sugerido
que tiene una doble funcién en esta enfermedad. Multiples trabajos indican que esta doble funcién
depende de numerosos factores, entre los que se incluyen el estadio tumoral, el contexto celular y el
tejido de origen (97, 98).

La autofagia puede actuar como una via de supresion tumoral, evitando la acumulacién de
organulos y proteinas dafiadas; y/o como mecanismo de supervivencia celular, promoviendo el
crecimiento de tumores establecidos (101).

Algunos estudios han demostrado que células pre-malignas muestran niveles basales de
autofagia mas bajos que en células normales. Ademas, se ha observado que alteraciones habituales
en células tumorales, como la amplificacion de la proteina quinasa B (AKT o PKB), mutaciones en PI3K
o la pérdida de la proteina PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa), se asocian a una
disminucion de la autofagia. Otros trabajos han encontrado mutaciones de cambio de fase de lectura
enlos genes ATG2B, ATG5, ATG9y ATG 12, mutaciones puntuales o deleciones en varios reguladores
autofagicos y la delecion homicogota de Beclin1 en un alto numero de tumores humanos, entre los que
se incluye mama, ovario y préstata (100, 101). Estudios realizados en ratones demuestran que
alteraciones en ATG5, ATG7 o Beclin1, facilitan la iniciacién tumoral, asi como también se ha asociado
con la susceptibilidad al estrés metabdlico, acumulacién de mitocondrias, proteinas dafiadas e
inestabilidad gendmica (104). Estas evidencias indican que la autofagia puede actuar como supresor
tumoral, previniendo la trasformacién oncogénica de las células y alteraciones en este proceso
contribuyen a la progresion de los tumores (105).

Se ha relacionado autofagia y tumorigénesis a través de la elevacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (106). Diferentes trabajos han demostrado que la acumulacion de ROS causa dafio al
DNA y conduce a la inestabilidad gendmica. Una de las proteinas implicadas en promover estrés
oxidativo y crecimiento tumoral es la proteina p62 o proteina del sequestosomal (106). Se ha
demostrado que esta macromolécula interviene el proceso de la autofagia selectiva, mecanismo que
permite la eliminacion especifica de agregados proteicos, organulos dafiados o patégenos (figura 16)
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(107). Una de las caracteristicas principales es su capacidad para ubiquitinizar a otras proteinas. Este
marcaje es posible gracias al dominio UBA (108). Cuando se produce la dimerizacion de la proteina
p62 a través de su dominio PB1 ocurre la unién y ubiquitinizacion de las proteinas que seran eliminadas
a través del dominio UBA. Para finalizar, los agregados de proteinas se anclan a la membrana del
autofagosoma (109). Este anclaje se produce por la interaccion entre la proteina p62 (a través de su
dominio LIR) y la proteina LC3. Tanto p62 como LC3 seran eliminadas en el proceso de autofagia junto
con el resto de proteinas previamente marcadas (figura 16) (110).

Estudios realizados con células tumorales que presentan deficiencias en el mecanismo
autofagico mostraron acumulacién de mitocondrias dafiadas y proteinas mal plegadas (111). Esta
acumulacion puede conllevar la elevaciéon de ROS, que contribuye a la induccion de p62 (112). La
expresion elevada de p62 induce ROS, sugiriendo un posible bucle de amplificacién.

p | ubiquitina r\
- 7 l
proteina mitocondrias
ubiquitinizada danadas
1 20 102 122 167 228 254 337 343 349 354 391 436 442
PB1 7 BS LIR| |KIR UBA

Figura 16. Representacion grafica de los dominios de la proteina p62 y su implicacion en la eiminacion de proteinas
ubiquitinizadas mediante el proceso de autofagia (105, 109).

La forma en que la autofagia puede ser un mecanismo de proteccion frente a la iniciacion tumoral
no esta clara, pero se ha sugerido que al limitar la acumulaciéon de proteinas u organulos dafiados
previene la inestabilidad gendmica, limita la inflamacion causada por necrosis, elimina las especies
reactivas de oxigeno y evita el dafio en el DNA. Esto permitiria la degradacién de las proteinas
necesarias para la proliferaciéon celular o promover la muerte autofagica de la célula y evitaria la
tumorigénesis (114).

Por el contrario, cuando los tumores ya se encuentran establecidos presentan regiones en donde
el suministro de nutrientes y vasos sanguineos es reducido, lo que genera regiones tumorales
hipoxicas. Estas situaciones de estrés conllevan a la activacion del mecanismo autofagico, sobre todo
en los casos en los cuales los tumores presentan fallos en el proceso apoptdtico (113, 114). Esta
activacion permite la supervivencia de las células ya que mantiene la produccién de energia. En estos
casos, las células tumorales pueden sobrevivir, llegando a ser menos de un tercio de su tamano
normal. Durante el proceso de consumo celular a través de la autofagia se suprime la division celular,
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lo que representa el esfuerzo de conservacion de energia. Estas células tumorales aparentemente
"inactivas" retienen la capacidad de volver a su tamafio normal y reanudar la proliferacién celular (102).
De este modo, la autofagia confiere una tolerancia superior al estrés que limita el dafio, mantiene la
viabilidad y facilita la recuperacion. Estas células resisten a la radiacion y quimioterapia para
reactivarse en un momento posterior. EI mecanismo por el cual las células tumorales alcanzan este
estado de latencia y se recuperan necesita ser esclarecido, asi como la relevancia que tiene la
autofagia en estos procesos necesita ser definido, ya que es una barrera fundamental para el éxito del
tratamiento contra el cancer (113).

Por tanto, la autofagia es un proceso altamente selectivo que permite una degradacion celular
extensa manteniendo al mismo tiempo la integridad funcional (100, 107, 108, 115).

6. MODULADORES DE LA AUTOFAGIA

La autofagia tiene una funcién dual en el desarrollo y la progresion de procesos tumorales, por
lo que tanto su activacién como represién pueden ser aproximaciones terapéuticas validas contra el
cancer (118). La autofagia excesiva puede contribuir a la muerte celular programada tipo Il o muerte
autofagica en algunas condiciones. Este tipo de muerte se diferencia de la apoptosis en que esta
asociada a un aumento en el numero de autofagosomas y no depende de la accion de las caspasas.
Por lo tanto, la mejora farmacoldgica en moléculas activadoras de la autofagia puede contribuir al
tratamiento del cancer, particularmente utiles en el caso de tumores resistentes a apoptosis en los que
farmacos proapoptéticos no tienen efecto (119).

Por otra parte, la inhibicion de este proceso puede representar otro método terapéutico
anticancerigeno ya que evitaria su funcion de promocion de la supervivencia en células tumorales en
situaciones de estrés conduciendo a las células tumorales a la muerte apoptética, por lo que se trataria
de una aproximacién terapéutica valida en tumores sin alteraciones en la ruta de apoptosis (120).

Una serie de moduladores autofagicos se han propuesto como agentes terapéuticos contra el
cancer cuando se utilizan de forma unica o en combinacion con otros farmacos (120).

6.1 ACTIVADORES AUTOFAGICOS

Entre los farmacos activadores de la autofagia destacan los inhibidores de mTOR. El mas
habitual de estos inhibidores es la rapamicina o sus derivados. Recientemente, la nueva generacion
de inhibidores competitivos de ATP, PP242 y Torin 1, han mostrado potencial induccion de la autofagia.
Ademas, a diferencia de la rapamicina pueden inhibir la fosforilacién de mTORC1 y mTORC2. Torin1
exhibe 1.000 veces mayor selectividad por mTOR que por PI3K e induce la detencion del ciclo celular
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(121). No obstante, la represion de mTOR activa AKT, por lo que se podrian contrarrestar los efectos
antitumorales. Una terapia combinada de inhibidores de mTOR y AKT podria mejorar el resultado.
Ademas, se sabe que mTOR también se inhibe al inducir a la proteina AMPK (proteina quinasa activada
por amp). La administracién de activadores de AMPK como metformina, farmaco antidiabético de uso
habitual, genera la inhibicion del complejo | de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, lo
que provoca una disminucion de la cantidad de ATP e incrementa AMPK (120, 121). Otros estudios
han observado que ciertos alcaloides activan la autofagia. Recientemente se ha demostrado que los
alcaloides incluyendo berberina, matrina y tetrandrina exhiben efectos anticancerigenos a través del
paro del ciclo celular, lo que conlleva a la inhibicion de metastasis o angiogénesis (121). Otros
activadores autofagicos son los inductores de estrés de reticulo endoplasmatico o inductores de
inanicion, como los inhibidores PI3K clase |, inhibidores tirosina quinasa, inhibidores de proteasoma,
inhibidores de la inositol monofosfatasa e inhibidores de histona desacetilasas como Panobinostat®
(LBH589) (118, 122).

6.2 INHIBIDORES AUTOFAGICOS

Recientemente se ha sugerido que el tratamiento con inhibidores de la autofagia puede evitar la
funcién del mecanismo de supervivencia en células tumorales, proporcionando opciones de
tratamiento mas eficaces contra el cancer. Uno de los inhibidores mas utilizados estan la cloroquina
(CQ) y la hidroxicloroquina (HCQ), dos farmacos antimalaricos de uso comun. Ambas actuan
aumentando el pH del lisosoma, inhibiendo la actividad de las hidrolasas y del autofagolisosoma.
Diversos trabajos han demostrado que ejercen actividades anticancerigenas en varios tipos de
neoplasias (123, 124) y tienen baja toxicidad frente a células epiteliales no tumorales (126).

Debido a su efecto antitumoral, estos inhibidores se han utilizado en diversos ensayos clinicos
en combinacién con farmacos quimioterapéuticos como inhibidores de BRAF. En estos ensayos se ha
observado que su tratamiento genera resultados exitosos contra ciertos tipos de cancer (124).
Otros estudios mas recientes han utilizado la CQ como agente terapéutico unico, incluyendo a
pacientes con diversos tipos de cancer como mama, pulmén, prostata, pancreas, glioblastoma y
melanoma, pero aun no se ha logrado identificar inicialmente cuales presentan mayor beneficio. Otros
ensayos clinicos se han dirigido a diferentes neoplasias para evaluar los efectos de la inhibicién de la
autofagia con CQ en combinacién con radiacién, quimioterapias citotéxicas convencionales y agentes
que generan dafo al DNA, inhibidores de histonas des-acetilasas, inhibidores de proteasoma,
inhibidores mitéticos, antiandrégenos y varios inhibidores de quinasa (124).

Otro farmaco que también se ha utilizado como inhibidor autofagico es la 3-metiladenina (3-MA).
Esta molécula inhibe la actividad del complejo PI3K de clase lll, que se requiere para la formacion del
fagoforo y el autofagosoma. Ademas, suprime la induccion de mTOR tanto en condiciones ricas en
nutrientes como en condiciones de privacion (121). Estudios realizados en células de carcinoma
colorrectal indican que la inhibicion con 3-MA podria mejorar los efectos terapéuticos del 5-fluorouracilo
(5-FU), y el uso combinado de 3-MA y cisplatino también podria fortalecer la muerte celular apoptotica
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inducida por cisplatino en células de carcinoma de células escamosas esofagicas. Sin embargo, la
homologia entre PI3K de clases | y lll hace que muchas veces estos compuestos induzcan también la
autofagia(121).

Por otra parte, otros inhibidores de autofagia actuan en etapas mas tardias del proceso como
son los inhibidores de microtubulos que evitan la fusion del autofagosoma y el lisosoma. Otro farmaco
que inhibe esta fusion es la bafilomicina A, el cual es inhibidor de la enzima ATPasa-vacuolar. Estudios
realizados en células de CCR sugieren que este inhibidor puede inducir un paro en el ciclo celular y
conllevar a la apoptosis. Ademas, se ha observado que la terapia en conjunto con sulforafano, farmaco
quimioterapéutico convencional, puede aumentar la citotoxicidad del mismo en células de cancer de
mama, por lo cual se ha sugerido como estrategia antitumoral para este tipo de cancer(120).






HIPOTESIS Y OBJETIVOS

ElI CCR es un tumor con elevada incidencia y prevalencia. Es el tercer tipo de cancer mas comun
en hombres y el segundo en mujeres a nivel mundial (5). En la etiologia de esta enfermedad se ven
implicados diferentes factores, tanto ambientales como genéticos. Se ha descrito que sindromes bien
caracterizados como la PAF y el cancer colorrectal no polipésico (HNPCC) que conllevan al desarrollo
tumoral (36).

Los tumores solidos progresan en un ambiente de hipoxia; asi se observa que las células
tumorales son resistentes a la apoptosis y se acompafian de un aumento de la angiogénesis,
volviéndose mas agresivas, con mayor capacidad invasora y resistentes al tratamiento (127).

Diferentes estudios indican que los mecanismos bioldgicos necesarios para generar la
progresion tumoral en condiciones de hipoxia son activados por el factor inducible por hipoxia (HIF).
Esta proteina presenta dos sub-unidades, la sub-unidad B, que se expresa constitutivamente y la
subunidad a, que se degradada en condiciones normales. Al disminuir la disponibilidad de oxigeno, la
sub-unidad a no es degradada y permitira la activacién transcripcional de un conjunto de genes que
contribuyen a la supervivencia y progresion tumoral (127).

Uno de los mecanismos que puede intervenir en la supervivencia celular en condiciones
hipoxicas es la autofagia. Este proceso, conservado evolutivamente, permite la degradacion
intracelular de proteinas de larga vida y organulos, pero en condiciones de estrés, como es la hipoxia,
puede favorecer la preservacion de la energia y nutrientes a través del reciclaje de proteinas, evitando
la muerte celular, lo que conlleva a la supervivencia y progresiéon tumoral (128). En la ultima década
se ha demostrado que la autofagia esta implicada en el desarrollo de numerosas enfermedades, entre
ellas el cancer(114).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos como hipétesis del trabajo que el
proceso de autofagia podria estar relacionado con el desarrollo del CCR, por lo que se puede
considerar como una posible diana terapéutica para esta enfermedad. Por todo ello, nos planteamos
como objetivos

1- Determinar si variantes alélicas en genes implicados en la ruta de autofagia podrian estar
relacionados con el riesgo a padecer CCR.

2- Analizar el efecto de la hipoxia (1% oxigeno) en la viabilidad celular y en el proceso autofagico
en lineas celulares de CCR (HCT116 y HT29).

3- Analizar el efecto de mimetizadores de hipoxia en la viabilidad, morfologia y capacidad
migratoria, asi como su efecto en el proceso autofagico en lineas celulares de CCR (HCT116 y HT29).

4- Estudiar el efecto de los farmacos Decitabina®, Panobinostat®, cloroquina, metformina y
paclitaxel, en la viabilidad celular y en el proceso autofagico para comparar su efecto al ser combinados
con mimetizadores de hipoxia en lineas tumorales de CCR y asi determinar nuevas estrategias
terapéuticas en el tratamiento de este tumor.
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MATERIALES Y METODOS

1. PACIENTES Y CONTROLES

Los estudios de asociacion de polimorfismos de genes relacionados con la autofagia se realizaron
a partir de muestras de DNA extraido de sangre periférica. Para el analisis de asociacion fueron incluidos
332 pacientes diagnosticados con CCR esporadico, 103 pacientes con sospecha de SL y 33 pacientes
con sospecha de PAF. Estas muestras fueron remitidas desde diferentes hospitales de la Comunidad de
Castilla y Ledn entre los anos 2000 y 2014. Como grupo control se analizaron muestras de DNA de
sangre periférica de 264 individuos mayores de 60 afos que no tenian historia personal ni familiar de
cancer. En todos los casos, las muestras se obtuvieron mediante venopuncién antecubital, se recogieron
en tubos de 10 mL con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y se conservaron a 4°C hasta su
procesamiento.

Todas las muestras fueron obtenidas previo consentimiento informado, siguiendo las normas
legales para Estudios Clinicos en Espafia por criterios de Helsinki.

2. EXTRACCION DE DNA

La extraccién de DNA de alto peso molecular se realizé a partir de sangre periférica. Para ello se
utilizaron 10 mL de cada muestra. Estas fueron centrifugadas para obtener la interfase de células
mononucleadas. Posteriormente, se realizé la lisis osmética de los eritrocitos con agua bidestilada estéril
(ddH20). Este procedimiento se realizé dos veces con la finalidad de obtener mayor cantidad de células
leucocitarias. Una vez recuperado el botdn celular, el cual contiene Unicamente las células nucleadas, se
resuspendio en tampoén Fornace (0,25 M sacarosa, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 25 mM KCI, 5 mM MgCl,) y
se centrifugd a 15.000 r.p.m. por diez minutos. El pellet obtenido se resuspendié nuevamente en tampén
Fornace, al que se le anadié EDTA (10 mM a pH 8,0) para posibilitar la inactivacion de las nucleasas, 50
pg/mL de proteinasa K (ApliChem Darmstadt, Alemania) para degradar las proteinas y dodecilsulfato
sédico (SDS) a una concentracion final del 1% para romper las membranas celulares. La mezcla se
incubo a 55°C durante 8-16 horas.

Posteriormente, se procedié a la extraccion y purificacion del DNA. La mezcla se incubd con fenol
cloroformo tamponado a pH 8 y CIAA (cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1) (Panreac Quimica S.L.U.,
Barcelona, Espafa) y se sometid a centrifugacion para separar las diferentes fases. EI DNA, que
permanecio6 en la fase acuosa, se extrajo de la mezcla y se limpié de posibles residuos con CIAA (Panreac
Quimica S.L.U.). Se centrifugd de nuevo para separar las fases, una con el DNA y otra con los detritos
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celulares. Tras ello, se aislo la fase que contenia el material genético y se precipitd con etanol absoluto
frio. El DNA se lavé con etanol al 70% y por ultimo se resuspendié en 200 pyL de ddH20. Para determinar
la concentracién y la pureza del DNA se midio la absorbancia a 260 y 280 nm, en un espectrofotometro
automatico Nanodrop® ND2000 (Thermo Fisher Scientific, Johannesburgo, Sudafrica). En los casos en
los que se encontré contaminacion por proteinas, solventes organicos o RNA se procedio a realizar una
nueva purificacién (ademas de tratamiento con RNAsas en el caso del RNA). Las muestras de DNA
obtenidas se almacenaron en tubos a -20°C para evitar su degradacion progresiva y una posible
contaminacion por microorganismos.

3. DISCRIMINACION ALELICA POR SONDAS TAQMAN™

El genotipado de polimorfismos de genes relacionados con la autofagia se llevoé a cabo mediante
discriminacion alélica con sondas TagMan™ (Applied Biosystems, California, Estados Unidos).

En la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) con sondas TagMan™ los procesos de
amplificacion y deteccion se produjeron de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad
de ninguna accién posterior. Esta técnica se basa en la fluorescencia emitida por sondas especificas
marcadas con fluorocromos. Estas sondas son oligonucleétidos que hibridan especificamente con cada
alelo y estan marcadas con un fluorocromo donador en el extremo 5, que emite fluorescencia al ser
excitado, y un aceptor (quencher) en el extremo 3’, que absorbe la fluorescencia liberada por el donador
cuando la sonda esta intacta y ambos se encuentran proximos. Durante la reaccion de amplificacion del
DNA diana, la sonda hibrida con su cadena complementaria y la Tag Polimerasa al ejercer su actividad
5’ exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda, liberandose asi el fluorocromo donador. En este
momento, donador y aceptor estan espacialmente alejados, por lo que el lector capta la fluorescencia del
primero (figura 18) (129).

En todos los ensayos de discriminacion alélica mediante PCR con sondas TagMan™ los
fluorocromos empleados fueron VIC y FAM (tabla 5). Para cada polimorfismo o SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) analizado se emplearon dos sondas, cada una de las cuales reconocié una de las dos
posibles variantes nucleotidicas del polimorfismo. Ademas, los termocicladores utilizados para llevar a
cabo estos ensayos tienen incorporado un lector de fluorescencia y estan disenados para poder medir,
en cualquier momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realizé la
amplificacion.
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Figura 17. Representacion grafica del mecanismo de accion del ensayo de discriminacion alélica por sondas TagMan™

(130).

La reaccion de PCR de discriminacion alélica también requiere los mismos componentes que una
reaccion de PCR convencional (Taq polimerasa, desoxinucleétidos trifosfatos o dNTPs, MgClz y
oligonucledtidos sentido y antisentido). En nuestro caso, esta reaccién se llevé a cabo con el sistema
TagMan Genotyping Master Mix 2x (Applied Biosystems), en un volumen final de 10 L, y se realiz6 en
el equipo Step One Plus Real Time PCRTM (Applied Biosystems) bajo las condiciones recomendadas
por el fabricante. Los polimorfismos analizados mediante esta técnica se detallan en la tabla 6.

Tabla 5. Moléculas fluorescentes utilizadas con sondas TagMan™

Fluorocromo Max 2abs (nm)
ViC 538
FAM 495

48

Max Aabs (nm)
554

435
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Tabla 6. SNPs estudiados en este trabajo de genes relacionados con la autofagia.

GEN SNP ID REFERENCIA CAMBIO EN CAMBIO SONDA  SONDA
COMERCIAL EL DNA EN PROTEINA VIC FAM
ATG2B rs37599601 C_9690160_20 4512C>GC p,Q1383E C G
ATG5 rs22452 C_3001905_20 C>G (intrén) - C G
ATG10 rs1864183 C_11953871_10 929C>T p.T212M C T
ATG16L1 rs2241880 C_9095577_20 1153A>G p.T300A A G
NOD2 rs2066844 C_117174468_20 2209C>T p.R702W C T
NOD2 rs2066845 C_117174466_20 2829C>G p.R908G C G

Los resultados de este estudio muestran generalmente tres nubes de puntos diferenciados
correspondientes al genotipo de cada una de las muestras analizadas (figura 19).

40

Alelo 2

Figura 18. Representacion de los resultados de la discriminacién alélica con sondas TagMan™ del polimorfismo del
gen ATG5 Rs2245214. En la figura se observa que el eje de las x representa el alelo 1 o C, mientras en el eje de las Y el alelo
2 o G. Al culminar el ensayo la fluorescencia emitida genera la discriminacion de los alelos y se representa en la grafica por
nube de puntos donde se observan los genotipos posibles: los azules son homocigotos GG, los verdes son heterocigotos GC y
los rojos homocigotos CC.
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4. LINEAS CELULARES TUMORALES

En este trabajo se han utilizado dos lineas de carcinoma colorrectal: HT29 y HCT116. En el caso
de linea HT29 fue derivada de un adenocarcinoma (ATCC® HTB-38™), mientras que la linea HCT116
(ATCC® CCL-247™) fue derivada de un carcinoma. Las caracteristicas de las mismas se detallan en la
tabla 6.

Tabla 7. Lineas celulares utilizadas y resumen de sus mutaciones

LINEA CELULAR GENES MUTADOS MUTACIONES

HT29 APC ¢.2557G>T; p.E853*
C.4666_4667insA; p.T1556fs*3
BRAF c.1799T>A; p.V600E
PI3KCA c.1345C>A; p.P449T
SMAD4 €.931C>T; p.Q311X
TP53 c.818G>A; p.R273H
HCT116 CDKN2A c.68_69insG; p.R24fs*20
CTNNB1 c.133_135delTCT; p.S45del
KRAS ¢.38G>A; p.G13D)
MLH1 c.755C>A; p.S252*
PI3KCA c.3140A>G; p.H1047R
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5. CULTIVO DE LINEAS CELULARES TUMORALES

Todas las lineas celulares se cultivaron en un incubador (Cultek S.L.U., Madrid, Espafa) a 37°C en
una atmodsfera humeda con un 5% de CO. y un 95% de aire. Para el cultivo se utilizé el medio Dubelcco's
Modidied Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) con glucosa (4.5 g/L), L-glutamina y L-piruvato. El
medio de cultivo se suplementé con suero fetal bovino (FBS) al 10% y antibidticos al 1%
(penicilina/estreptomicina) (Invitrogen, Life Technologies, California, Estados Unidos).

En el caso del cultivo de las células bajo condiciones hipdxicas, todas las lineas celulares se
cultivaron en un incubador (Cultek S.L.U.) a 37°C en una atmdsfera humeda con un 5% de CO2y un 1%
de aire.

6. FARMACOS

En este trabajo se han utilizado 6 farmacos diferentes

o Cloroquina (Sigma-Aldrich, Misuri, Estados Unidos): se prepardé una solucion de 50 mM del
farmaco disolviendo la droga en polvo en ddH-O al 0,5% de dimetilsulféxido (DMSQO). Se usaron
las concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100y 125 uM.

¢ Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) (Sigma-Aldrich): a partir de un stock de 50 yM en acido
acético se prepararon las concentraciones del estudio: 0,5, 1, 2, 3, 6,y 7,5 uM.

o Deferoxamina (DFO) (Sigma-Aldrich): se preparé una solucion de 76,12 mM del farmaco
disolviendo 50 mg de la droga en polvo en 1 mL de ddH»O. Se usaron las concentraciones de
200, 250, 300, 350, 400, 450 uM. Este farmaco es un quelante de hierro de alta afinidad que
reduce el dafio celular mediado por radicales libres y tiene la habilidad de mimetizar la hipoxia
(131).

e Metformina (Sigma-Aldrich): se preparé disolviendo la pastilla de la casa comercial en 50 mL de
ddH20. A partir de ese stock se prepararon las concentraciones del estudio: 0,5, 1, 2,5, 5,6,5y 8
mM.

e Panobinostat® (LBH589) (Novartis Pharmaceuticals, Basilea, Suiza): este compuesto fue
proporcionado por el Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca. Se
preparé a partir de un stock de 1 mM usando como vehiculo DMSO. Fue utilizado a las
concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100 y 150 nM.

e Taxol® (Paclitaxel) (Teva Genéricos Espafiola S.L., Madrid, Espafna): a partir de un stock de 6
mg/mL se prepararon las concentraciones de 5, 10, 20, 35, 50 y 75 nM.
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7. CONTAJE DE CELULAS

El contaje de células se llevé a cabo utilizando la camara de Neubauer, aplicando la siguiente
férmula: Concentracion = (n° de células x 10.000)/n° de cuadrantes.

Esta técnica fue utilizada para todos los ensayos de viabilidad celular, inmunofluorescencia y ciclo
celular.

8. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

Para evaluar el crecimiento y la supervivencia celular al tratamiento con los compuestos
mencionados anteriormente en las lineas celulares de CCR se realiz6 el ensayo de viabilidad con 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio MTT (132).

Esta técnica consiste en el marcaje de células metabdlicamente activas con el MTT (Sigma-
Aldrich). Se trata de un compuesto de color amarillento que, al ser reducido por la enzima succinato
deshidrogenasa celular (SDH), da lugar a un compuesto hidrofébico de color azul oscuro, el formazan.
Este se solubiliza con DMSO vy, posteriormente, se mide la intensidad de color con un espectrofotometro,
lo que permite determinar la tasa de proliferacion. La absorbancia se correlaciona con el color e,
indirectamente, con la cantidad de células en cultivo metabdlicamente activas, por lo que, a mayor color,
mayor absorbancia y mayor cantidad de células en cultivo metabdlicamente activas.

Para llevar a cabo este ensayo se sembraron 10.000 células por pocillo en placas de 24 pocillos,
dejandolas crecer durante 24 horas. Una vez pasado este tiempo, se reemplazé el medio de cultivo por
uno nuevo con diferentes concentraciones del farmaco a evaluar utilizando siempre células sin
tratamiento como control de cada tiempo.

Las células se incubaron durante 24, 48 y 72 horas. Ademas, se utilizé una placa sin ningun tipo
de tratamiento (tiempo 0) como control. Una vez transcurridos los tiempos de tratamiento, se afiadié a
cada pocillo 1 mg/mL de MTT y se incub6 durante 1 hora a 37°C. Tras esto, se eliminé el sobrenadante
y se anadi6 DMSO para solubilizar los cristales de formazan depositados en el pocillo. Por ultimo, se
determind la absorbancia de cada pocillo a 560 nm en un lector de microplacas UltraEvolution (Tecan®,
Mannedorf, Suiza). En cada experimento se analizaron tres réplicas y se repiti6 tres veces para verificar
los resultados. En este trabajo se desarrollaron diferentes ensayos de viabilidad resumidos en la tabla 7.
Es importante destacar que las concentraciones de los farmacos utilizados se especifican en el punto 5.
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Tabla 8. Ensayos de MTT realizados.

ENSAYO CONDICIONES
HIPOXIA 5% CO2; 1% Oz; 37°C
NORMOXIA 5% COz2; 95% Og; 37°C
HIPOXIA (DFO) 300; 350, 400, 450; 500 M
HIPOXIA (DFO) + FARMACO DFO a 300 uM + Panobinostat; Cloroquina; Metformine

Paclitaxel; Decitabina

NORMOXIA + FARMACO Panobinostat;Cloroquina;Metformina;

Paclitaxel; Decitabina

9. ENSAYOS DE MIGRACION CELULAR

Los ensayos de cierre de herida permiten mimetizar la migracion celular in vivo y se basa en la
observacién de que la creacion de un espacio artificial (herida) en un cultivo celular en monocapa
confluente puede promover la migracién de las células presentes en el borde del espacio (133). Este
meétodo permite determinar la velocidad a la que las células migran cuando se desplazan a través de una
herida, scratch o region sin células en el soporte en el que estan sembradas.

Para evaluar la accién del DFO sobre la capacidad de migracion celular de las lineas tumorales
HT29 y HCT116, se sembraron 700.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos. Se dejaron crecer
durante 24 horas para que estuviesen confluentes. Se les retiré el medio de cultivo y se lavaron con
tampon fosfato salino (PBS). Al retirar el PBS, con la ayuda de una punta de micropipeta de 2 L se
practicaron dos scratches por pocillo y se afiadié medio de cultivo sin ser suplementado con FBS y se
agreg6 mitomicina C a una concentracién de 0,01 mg/mL a todos los pocillos. Se tomaron como controles
tres pocillos y a los otros tres se les afiadido DFO (300 uM). Este ensayo se realizé con el fin de observar
la influencia del DFO en la migracion celular.

Con la ayuda de una camara acoplada a un microscopio de contraste de fases (Nikon ECLIPSE
TE-2000-E), se tomaron fotos de tres regiones de cada scratch, cada 10 minutos durante 48 horas. Las
células se mantuvieron en todo momento en una atmésfera a 37°C, y CO, al 5%. Las fotos fueron
analizadas a través del programa ImageJ®, verificando la distancia de un lado a otro del scratch en
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pixeles. Los resultados finales fueron obtenidos a partir de la media de seis experimentos diferentes y se
representaron en relacion al control no tratado y comparando las lineas celulares utilizadas en presencia
de DFO en cada tiempo de incubacion.

Figura 19. Ensayo de cierre de herida o scratch. Microfotografia de las células HT29 confluentes a las que se les
practico el scratch en la monocapa.

10. CITOMETRIA DE FLUJO

El estudio del ciclo celular en las lineas HT29 y HCT116 tratadas con paclitaxel a 5 nM se realizé
a 24, 48 y 72 horas por citometria de flujo, tomando un tiempo 0 como control. Tras la exposicion al
compuesto durante el tiempo estipulado, las células se recogieron y se fijaron en etanol al 70% frio. Una
vez fijadas, se lavaron varias veces con PBS para eliminar los residuos de etanol, centrifugando a 1.500
r.p.m. durante 3 minutos. Después, se anadio a cada muestra 0,05% de RNAasa Ay 7,5 ul de yoduro de
propidio (Sigma-Aldrich) y los tubos se incubaron a temperatura ambiente toda la noche. Una vez
terminada la incubacion, las muestras se analizaron utilizando el citometro de flujo FACSCalibur (BD
Biosciences, Nueva Jersey, Estados Unidos) para determinar la distribuciéon del ciclo celular,
cuantificando el DNA de un total de 30.000 células por muestra. Los datos obtenidos fueron analizados
utilizando el programa asociado al citémetro CellQuest Pro® (BD Bioscience). Este programa proporciona
un grafico para cada muestra en el que se representa la cantidad de DNA, proporcional a la cantidad de
yoduro de propidio, en abscisas y el numero de células en ordenadas. Los archivos obtenidos fueron
analizados con el programa WINMDI 2.9., el cual permite hacer una discriminacién y cuantificacion del
numero de células en cada estado del ciclo celular. En todos los casos se realizaron tres réplicas de cada
experimento para verificar los resultados.

54
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11. ANTICUERPOS

En este trabajo se han utilizado nueve anticuerpos primarios, dos anticuerpos secundarios
conjugados con la peroxidasa de rabano (HRP) y dos anticuerpos secundarios unidos a una molécula
fluorescente. Todos ellos se detallan en la tabla 8.

Tabla 9. Anticuerpos usados en este trabajo en los experimentos de Western Blot e inmunofluorescencia (IF).

ANTICUERPO TIPO ORIGEN CONCENTRACION CONCENTRACION CASA TAMANO
WB IF COMERCIAL DE PROTEINA (Kl
ANTI-LC3B Primario Conejo  1/1.000 1/200 Novus Biologici 17 (LC3B-Il)
(NB61384) 19 (LC3B-1)
ANTI-P62 Primario Conejo  1/1.000 1/200 Abcam® 62
(ab109012)
ANTI-MTOR Primario Conejo  1/1.000 - Cell Signalling 289
(#2972)
ANTI-BECLIN1 Primario Conejo  1/1.000 - Cell Signalling 60
(#8678)
ANTI-ATG5 Primario Conejo  1/1.000 - Cell Signalling 55
(#9474)
ANTI-BNIP3 Primario Conejo  1/1.000 - Cell Signalling 22
(#664)
ANTI-PARP Primario Conejo  1/500 - Cell Signalling 89
(#142)
ANTI-HIF-1A Primario Conejo  1/500 1/100 Abcam® 93
(ab113642)
ANTI-BACTINA Primario Conejo  1/10.000 - Sigma-Aldrich 42
ANTI-MOUSE Secundario  Cabra 1/10.000 Millipore (AP30
(HRP)
ANTI-RABBIT Secundario  Cabra 1/10.000 - GE Healthcare
(HRP) (NXA93)
ANTI-RABBIT Secundario  Cabra - 1/400 Molecular
Probes®
(ALEXA®594) Invitrogen™
(A11037)
ANTI-MOUSE Secundario  Burro - 1/400 Molecular
Probes®
(ALEXA® 488) Invitrogen™

(A21202)



MATERIALES Y METODOS

12. EXTRACCION DE PROTEINAS

Para realizar la extraccion de proteinas a partir de lineas celulares, el material donde se cultivaron
las células al igual que todos los reactivos se mantuvieron en hielo para evitar su degradacion.

A las placas de cultivo se les retiré el medio que contenia y se lavaron con PBS 1X Na*/K*. Tras
ello, se les retir6 el PBS y se les afiadié tampon de lisis frio (NaCl 140 nM, EDTA 10 mM, 10% glicerina,
1% Nonidet P-40, Tris 20 mM pH 8,0) que contenia los siguientes inhibidores de proteasas: fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, pepstatina 1 uM, aprotinina 1 ug/mL, leupeptina 1 ug/mL y ortovanadato
soédico 1 mM. Luego se realizo la recogida de células utilizando el raspador o scraper, y todo el material
obtenido se afadié a un tubo. Este tubo se dejo reposar por 10 minutos y se centrifugd a 4°C a 13.000
r.p.m. durante 15 minutos. Posteriormente el sobrenadante obtenido se afiade a otro tubo.

Tras obtener todos los extractos se procedié a realizar la medicién de la concentracion proteica
usando el Nanodrop. Los extractos fueron almacenados en un congelador a -80°C para su posterior uso.

13. WESTERN BLOT

La separacion de proteinas se realizd por electroforesis en condiciones reductoras en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) siguiendo el protocolo descrito por Laemmli (134).

Para realizar la electroforesis, se prepararon geles de poliacrilamida al 8% para las proteinas con
un peso molecular mayor o en torno a 60 kDa (HIF-1a, Beclin1, mTOR, PARP y p62) y al 12% para las
proteinas con un peso menor a 60 kDa (ATG5, BNIP3 y LC3B). Encima del gel separador, se prepard un
gel concentrado al 4% acrilamida/bis acrilamida 30% en tampén Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 y SDS al 10% con
la finalidad de lograr que todos los extractos proteicos penetraran el gel separador a la vez. Para la
polimerizacion de los geles se utiliz6 AMPS (persulfato de amonio) y TEMED (N, N, N’,N'-
tetrametiletilenodiamina). Posteriormente, se procedié a la preparacion de las muestras mezclando 200
Mg de cada extracto proteico con tampédn de carga (4% SDS, 0,05% azul de bromofenol, 20% glicerina,
2% B-mercaptoetanol, Tris 100 mM pH 6,8). Una vez preparadas, se desnaturalizaron durante 5-10
minutos a 95-100 °C en un bafo seco. Tras esto, se procedié a la carga de las muestras en geles de
poliacrilamida para su separacién en funcién del tamano mediante electroforesis vertical con minigeles
discontinuos. La electroforesis se realizé en cubetas MiniPROTEAN®3 (BioRad, Hércules, CA, Estados
Unidos) a voltaje constante de 150 voltios en condiciones desnaturalizantes en tampén de electroforesis
(Tris 20 mM, glicina 192 mM y 1% SDS), usando como marcador de peso molecular PageRuler™
Prestained Protein Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific).
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Tras finalizar la electroforesis, las proteinas separadas en el gel se transfirieron a membranas de
PVDF Immobilon-P (Millipore Corporation, Massachusetts, Estados Unidos) mediante un sistema de
transferencia semiseco (Trans-Blot Turbo, BioRad. CA, USA) a 25 voltios constantes en ambiente
humedo de tampén (Tris 20 mM, pH 8,3; glicina 192 Mm y 20% metanol) durante 30 minutos
Posteriormente, la membrana fue bloqueada durante 1 hora con una solucion de leche desnatada en
polvo al 5% en TBS-T (Tris buffered saline with Tween, 0,1 % tween-20) para saturar todos los sitios
inespecificos de unién a proteinas. A continuacion, la membrana se incubd con el anticuerpo primario
especifico para la proteina de interés a la dilucion adecuada (tabla 8) en TBS-T con BSA (Bovine Serum
Albumin, Sigma-Aldrich) al 3% toda la noche a 4°C. Tras varios lavados con TBS-T en agitacion, la
membrana se incubo con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP) durante 45 minutos a temperatura ambiente. Tras nuevos lavados de la membrana con TBS-T, se
utilizé el sistema de quimioluminiscencia basado en la oxidacion del luminol en presencia de perdxido de
hidrogeno Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific), segun las
especificaciones del fabricante, y se expuso la membrana a peliculas fotosensibles de autorradiografia
(FUJIFILM, Tokio, Japon) para la deteccion de proteinas.

La cuantificacion de la sefal del Western blot se llevé a cabo mediante el el programa de analisis
de imagen ImageJ®. La expresioén relativa de proteinas se normalizé utilizando la expresion de los
controles de carga (B-actina). La cuantificacion se expresé como porcentaje de los niveles de expresion
en células controles, que fueron arbitrariamente seleccionadas como el 100%.

14. INMUNOFLUORESCENCIA

Para observar la distribucion celular y la expresion de las proteinas HIF-1a, LC3B y p62 en las
células tumorales tratadas con los diferentes farmacos se realizaron experimentos de
inmunofluorescencia (tabla 8).

Para llevar a cabo esta técnica se sembraron 400.000 células de las lineas tumorales HT29 y
HCT116 en placas de 6 pocillos con 3 cristales circulares de 12 mm de diametro. Se dejaron crecer
durante toda la noche. Tras haber crecido, se les realizé un lavado con PBS y luego se les agrego a a
todos los pocillos medio DMEN suplementado con 10% FBS y 1% penicilina/estrectomicina y
exclusivamente a 3 pocillos el farmaco de estudio. El tiempo de incubacion con el farmaco y la
concentracion de los mismos fue variable, estos se resumen en la tabla 9.
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Tabla 7. Resumen de los ensayos de inmunofluorescencia.

ENSAYO CONCENTRACION DEL DURACION

FARMACO DE INTERES (HORAS)

DFO 300pM 1,4,8y24
DFO + DECITABINA 300 pM+ 6 pM 72
DFO + METFORMINA 300 uM+ 8 mM 72
DFO + CLOROQUINA 300 uM+ 25 pM 72
DFO + PANABINOSTAT 300 uM+ 50 nM 72
DFO + PACLITAXEL 300 pM+ 5n M 72

Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavaron las células con PBS para eliminar el medio de
cultivo y se fijaron con 1 mL/pocillo de formaldehido al 37% diluido en PBS durante 10 minutos en hielo.
Se elimind el formaldehido y se procedid a lavar los pocillos tres veces cada 5 minutos con PBS, tras lo
cual las células se permeabilizaron afiadiendo 1 mL/pocillo de Triton-X-100 (1Bl Scientific, Peosta Estados
Unidos) al 0,5% durante 10 minutos en hielo. Tras lavar con PBS se afiadié a cada pocillo 2 mL de
solucion de bloqueo preparada con BSA al 10% en PBS y se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, los cristales cubreobjetos se trasladaron a camaras humedas y se afadi6 a
cada uno 30 L de anticuerpo primario preparado con BSA al 3% en PBS usando las concentraciones
especificadas en la tabla 8. La incubacion se llevé a cabo a temperatura ambiente y atmdsfera humeda
durante hora y media. Seguidamente, se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con 30 yL de
anticuerpo secundario preparado en BSA al 1% de PBS en las cdmaras humedas durante una hora y
media y en oscuridad. Tras ello, se lavaron de nuevo con PBS tres veces y se incubaron 10 minutos con
el intercalador 4 ',6-diamino-2-fenilindo (DAPI) (Roche, Basilea, Suiza) para la tincion de los ntcleos
celulares ya que esta molécula se une a regiones enriquecidas en adenina y timina del DNA (135). La
dilucion utilizada para el DAPI en los ensayos realizados fue 1:2000 (en ddH20O). Por ultimo, se lavaron
las células 3 veces con PBS y se coloco cada cubreobjetos sobre un portaobjetos usando la solucion
Moviol (Sigma-Aldrich) que actua como pegamento. Posteriormente, los portaobjetos de guardaron en
obscuridad a 4°C. Una vez seco el pegamento, las células se visualizaron en un microscopio confocal
LEICA SP5 modelo DMI 6000B con el software asociado LEICA LAS AF y se obtuvieron las imagenes
con una camara conectada a dicho microscopio.
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15. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en los distintos experimentos se analizaron usando el software IBM SPSS
Statistics 23.0.0. En los estudios de asociacion de polimorfismos se analizé la distribucion de genotipos
entre pacientes y controles mediante el test x2 de Pearson. En aquellos polimorfismos en los que
encontramos diferencias estadisticamente significativas, se estimaron los Odd ratios (ORs) e intervalos de
confianza del 95% para cada variante usando modelos de regresion logistica.

Para determinar si existian diferencias significativas de la expresion de proteinas en lineas
tumorales de CCR en los distintos ensayos se realizé un analisis estadistico comparativo utilizando la
distribucion T-Student. Utilizando el mismo analisis, se compararon los resultados obtenidos a partir del
ensayo de migracion celular.

Los datos del estudio del ciclo celular se analizaron comparando las medias de tres experimentos
independientes (farmaco/control) mediante ANOVA de un factor para cada una de las fases. En todos los
casos se consider6 estadisticamente significativo un p-valor < a 0,05.
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1. ANALISIS DE POLIMORFIMOS RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA
EN PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON CCR

Las variantes polimorficas de un gen pueden modificar la expresién de una proteina. Esto se
debe a que estas mutaciones pueden afectar la expresion, estructura y trascripcion del gen o el
procesamiento del RNA (136).

Para evaluar si cambios polimérficos en genes relacionados con la autofagia se asocian a
cambios en la susceptibilidad al desarrollo de CCR, hemos analizado una poblacion de 468 pacientes,
332 diagnosticados de CCR esporadico, 103 con sospecha de SL y 33 individuos con sospecha de
PAF. Como poblacién control seleccionamos 264 individuos (58,7% hombres y 41,3% mujeres)
mayores de 60 afios que no tuvieran ningun antecedente personal o familiar de cancer. El porcentaje
de hombres y mujeres fue similar tanto en pacientes como en controles para evitar un sesgo en los
resultados debido al sexo.

En este trabajo hemos estudiado seis polimorfismos de genes relacionados con la autofagia
mediante la técnica de discriminacién alélica con sondas TagMan™. La distribucion de los genotipos
en cada uno de los polimorfismos analizados en el grupo control cumplia el equilibrio de Hardy-
Weinberg (p > 0,1).

La distribucién de genotipos y alelos entre los grupos de pacientes y controles se comparo para
analizar una posible relacién entre el genotipo y la susceptibilidad a padecer CCR.

Los resultados obtenidos para el grupo diagnosticado con PAF se muestran en la tabla 10.
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Tabla 8. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos en genes relacionados con la autofagia de controles y pacientes
diagnosticados con PAF y su asociacion con el riesgo a padecer CCR.

SNP Genotipo Pacientes Controles p-valor
ATG2B CcC 4 (12,12%) 39 (14,77%) 0,779
CG 12 (36,36%) 115 (43,56%)
rs3759601 GG 17 (51,51%) 110 (41,66%)
GIn1383Glu CC+GG 1(63,63%) 154 (58,3%) 0,621
GG 17 (51,51%) 110 (41,66%))
CcC 4 (12,12%) 39 (14,77%)) 0,532
CG+GG 29 (87,87%) 225 (85,22%)
ATG5 CcC 12(36,36%) 106 (40,15%)
CG 15 (45,45%) 127 (48,10%) 0,823
rs2245214 GG 6 (18,18%) 31 (11,74%)
Cambio intrénico CC+GG 18 (54,54%) 223 (84,47%) 0,765
GG 6 (18,18%)) 1(11.74%)
CcC 12 (36,36%) 106 (18,75%) 0,643
CG+GG 21 (63,63%) 158 (59,84%)
ATG10 CcC 8 (24,24%) 68 (25,75%)
rs1864183 CT 18 (54,54%) 151 (57,19%) 0,923
Thr212Met TT 7 (21,21%) 45 (17,04%)
CC+CT 24 (72,72%) 219 (82,95%) 0,865
TT 7 (21,21%) 45 (17,04%)
CcC 8 (24,24%) 68 (25,75%) 0,798
CT+TT 15 (45,45%) 196 (74,24%)
ATG16L1 GG 13 (39,39%) 63 (23,86%)
rs2241880 GA 11 (33,33%) 138 (52,27) 0,933
Thr300Ala AA 7 (21,21%) 63 (23,86%)
GG+GA 24 (72,72%) 201 (76,14%) 0,814
AA 7 (21,21%) 63 (23,86%)
GG 13 (39,39%) 63 (23,86%) 0,793
GA+AA 18 (54,54%) 201 (76,14%)
NOD2 CcC 28 (84,84%) 167 (63,25%)
rs2066844 CT 2 (6,06%) 21 (7,95%) 0,823
TT 1 (3,03%) 1 (0,38%)
CC+CT 30 (90,91%) 188 (71,21) 0,965
TT 1 (3,03%) 1 (0,38%)
CcC 28 (84,84%) 167 (63,25%) 0,67
CT+TT 3(9,091%) 2 (8,3%)
NOD2 GG 30 (90,91%) 100 (37,87%)
rs2066845 GC 3(9,091%) 1 (0,38%) 0,312
CcC - -
GG+GC 33 (100%) 101 (38,25%)
CcC - -
GG 30 (90,91%) 100 (37,87%) 0,312
GC+CC 3(9,091%) 1(0,38%)

En el caso de los resultados para el grupo de pacientes diagnosticado con SL se muestran en la tabla

11.
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Tabla 9. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos en genes relacionados con la autofagia de controles y

pacientes diagnosticaodos con SL y su asociacién con el riesgo a padecer CCR.

SNP Genotipo Pacientes Controles p-valor
ATG2B CcC 35 (33,98%) 39 (14,77%)
CG 41 (39,80%) 115 (43,56%) 0,623
rs3759601 GG 27 (26,21%) 110 (41,66%)
GIn1383Glu CC+GG 62 (60,19%) 154 (58,3%) 0,565
GG 27 (26,21%) 110 (41,66%))
CcC 35 (33,98%) 39 (14,77%)) 0,493
CG+GG 68 (66,02%) 225 (85,22%)
ATG5 CcC 41 (39,80%) 106 (40,15%)
CG 45 (43,69%) 127 (48,10%) 0,945
rs2245214 GG 17 (16,50%) 31 (11,74%)
Cambio intrénico CC+GG 58 (56,31%) 223 (84,47%) 0,894
GG 17 (16,50%) 31 (11.74%)
CcC 41 (39,80%) 106 (18,75%) 0,930
CG+GG 62 (60,19%) 158 (59,84%)
ATG10 CcC 31 30,09% 68 (25,75%)
rs1864183 CT 45 (43,69%) 151 (57,19%) 0,734
Thr212Met TT 24 (23,30%) 45 (17,04%)
CC+CT 76 (73,78%) 219 (82,95%) 0,665
TT 24 (23,30%) 45 (17,04%)
CcC 31 (30,09%) 68 (25,75%) 0,637
CT+TT 48 (46,60%) 196 (74,24%)
ATG16L1 GG 32 (31,07%) 63 (23,86%)
rs2241880 GA 46 (44,66%) 138 (52,27) 0,923
Thr300Ala AA 25 (24,27%) 63 (23,86%)
GG+GA 78 (75,73%) 201 (76,14%) 0,895
AA 25 (24,27%) 63 (23,86%)
GG 32 (31,07%) 63 (23,86%) 0,867
GA+AA 71 (68,93%) 201 (76,14%)
NOD2 CcC 96 (93,20%) 167 (63,25%)
rs2066844 CT 6 (5,82%) 21 (7,95%) 0,823
TT 1(0,97%) 1 (0,38%)
CC+CT 102 (99,03%) 188 (71,21) 0,965
TT 1(0,97%) 1 (0,38%)
CcC 96 (93,20%) 167 (63,25%) 0,767
CT+TT 7 (6,80%) 22 (8,3%)
NOD2 GG 57 (55,24%) 100 (37,87%)
rs2066845 GC 36 (34,95%) 1 (0,38%) 0,390
cC 10 (9,71%) -
GG+GC 93 (90,29%) 101 (38,25%) 0,276
cC 10 (9,71%) -
GG 57 (55,24%) 100 (37,87%) 0,323
GC+CC 46 (44,66%) 1 (0,38%)

Por ultimo, los resultados de los pacientes diagnosticados CCR esporadico en la tabla 12.



RESULTADOS

Tabla 10. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos en genes relacionados con la autofagia de controles y
pacientes diagnosticados con CCR esporadico y su asociacion con el riesgo a padecer CCR.

SNP Genotipo Pacientes Controles p-valor
ATG2B CcC 50 (48,43%) 39 (14,77%)
CG 150 (145,63%) 115 (43,56%) 0,733
rs3759601 GG 132 (39,76%) 110 (41,66%)
GIn1383Glu CC+GG 182 (54,82%) 154 (58,3%) 0,625
GG 132 (39,76%) 110 (41,66%))
CcC 50 (48,43%) 39 (14,77%)) 0,517
CG+GG 282 (84,94%) 225 (85,22%)
ATG5 CcC 115 (34,64%) 106 (40,15%)
CG 170 (51,20%) 127 (48,10%) 0,923
rs2245214 GG 47 (14,16%) 31 (11,74%)
Cambio intrénico CC+GG 162 (48,79%) 223 (84,47%) 0,865
GG 47 (14,16%) 31 (11.74%)
CcC 115 (34,64%) 106 (18,75%) 0,837
CG+GG 217 (65,36%) 158 (59,84%)
ATG10 CcC 75 (22,59%) 68 (25,75%)
rs1864183 CT 209 (62,95%) 151 (57,19%) 0,123
Thr212Met TT 48 (14,46%) 45 (17,04%)
CC+CT 284 (85,54%) 219 (82,95%) 0,925
TT 48 (14,46%) 45 (17,04%)
CcC 75 (22,59%) 68 (25,75%) 0,897
CT+TT 257 (77,41%) 196 (74,24%)
ATG16L1 GG 88 (26,51%) 63 (23,86%)
rs2241880 GA 180 (54,22%) 138 (52,27) 0,123
Thr300Ala AA 64 (19,28%) 63 (23,86%)
GG+GA 260 (78,31%) 201 (76,14%) 0,975
AA 64 (19,28%) 63 (23,86%)
GG 88 (26,51%) 63 (23,86%) 0,867
GA+AA 244 (79,49%) 201 (76,14%)
NOD2 CcC 304 (91,57%) 167 (63,25%)
rs2066844 CT 27 (8,13%) 21 (7,95%) 0,623
TT 1 (0,30%) 1(0,38%)
CC+CT 331 (99,70%) 188 (71,21) 0,565
TT 1(0,30%) 1(0,38%)
CcC 304 (91,57%) 167 (63,25%) 0,667
CT+TT 28 (8,43%) 22 (8,3%)
NOD2 GG 329 (99,09%) 100 (37,87%)
rs2066845 GC 3 (0,90%) 1(0,38%) 0,367
ccC - -
GG+GC 332 (100%) 101 (38,25%)
cC - -
GG 329 (99,09%) 100 (37,87%) 0,367
GC+CC 3 (0,90%) 1(0,38%)
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Al realizar el analisis de distribucion de los genotipos de todos los polimorfismos evaluados en
este estudio en los diferentes grupos de pacientes no mostraron diferencias significativas. Por lo cual,
los polimorfismos evaluados en este trabajo no confieren susceptibilidad a desarrollar PAF, SL y CCR
esporadico.

2. EFECTO DE LA EXPOSICION A CONDICIONES HIPOXICAS EN LINEAS
CELULARES DERIVADAS DE TUMORES COLORRECTALES

El crecimiento tumoral genera un microambiente de hipoxia. Para evitar la muerte celular se
activan diferentes rutas de sefalizacion. Algunas de estas vias son activadas por la proteina HIF-1a.
Se conoce que a menores concentraciones de oxigeno ocurre la estabilizacion y activacion de esta
proteina que puede conllevar a la supervivencia y proliferacion de las células (67).

2.1 EVALUACION DE LA RESPUESTA A HIPOXIA.

Para observar si la disminucién de la concentracion de oxigeno generaba la estabilizaciéon y
aumento de la proteina HIF-1a en lineas celulares HCT116 y HT29 se realizaron diferentes ensayos
exponiendo los cultivos a una concentracion de 1% de oxigeno durante cortos periodos de tiempo (1,
4 y 8 horas). Posteriormente se evalud la expresion de la proteina PARP con el fin de observar si
ocurria muerte celular por la exposicion a estas condiciones.

La expresion de las proteinas HIF-1a y PARP ha sido observada por western blot y los resultados
obtenidos se muestran en la figura 21.
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Figura 20. Expresion de las proteinas HIF-1a y PARP. Western blot de las proteinas HIF-1a y PARP al exponer a las lineas
celulares a 1, 4 y 8 horas bajo condiciones de 1% de oxigeno. En todos los casos la proteina 3-actina fue el control de carga.
En las graficas se observa los valores de la cuantificacién de la expresion de las dos proteinas a partir del promedio de 3
ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

El incremento de la proteina HIF-1a es dependiente del tiempo de exposicion a hipoxia en ambas
lineas celulares. Sin embargo, al cuantificar la expresion esta no fue estadisticamente significativa. En
el caso de la expresion de PARP se pudo observar que en ambas lineas celulares la expresion de esta
proteina incrementa con el tiempo de exposicion a este tipo de estrés, siendo mas evidente en las
lineas HCT116. Al cuantificar la expresiéon el incremento observado no fue estadisticamente
significativo.

Debido a que no se obtuvo un efecto representativo en la muerte celular de las lineas tumorales
al ser expuestas a corto periodos de hipoxia, se incrementé el tiempo de exposicion y se evalué la
expresion de las dos proteinas anteriores.
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Figura 21. Expresion de las proteinas HIF-1a y PARP. Western blot de las proteinas HIF-1a y PARP al trascurrir 24, 48 y
72 horas bajo condiciones de 1% de oxigeno. En todos los casos la proteina -actina fue el control de carga. En las graficas
se observa los valores de la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas a partir del promedio de 3 ensayos diferentes,
*p <0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

La figura 21 muestra el incremento de la expresion en la proteina HIF-1a con respecto al tiempo
en que las lineas tumorales se sometieron a condiciones de hipoxia. Ademas, la cuantificacion de la
expresion mostré que, tras 48 horas de exposicion, el incremento fue estadisticamente significativo en
las dos lineas celulares en comparacion con el control (ST). Es importante destacar que el aumento de
la expresion de HIF-1a en la linea tumoral HT29 es aun mayor al pasar 72 horas en hipoxia comparado
con la linea HCT116 (figura 21).

Por su parte, la expresion de PARP aumenté significativamente tras 48 horas de exposicion en
las dos lineas tumorales (figura 21).

Ademas, se analizaron cambios en la morfologia celular después de exponer 72 horas a los
cultivos celulares a hipoxia. Para ello se tomaron imagenes con un microscopio optico tanto de las
células expuestas a este tipo de estrés como a las que permanecieron el mismo tiempo en condiciones
de normoxia y se compararon.
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Como se observa en la figura 22, las dos lineas celulares cultivadas bajo una concentracion de
oxigeno menor presentaron mayor extension del citoplasma e incremento del niumero de vesiculas,
comparadas con las imagenes obtenidas a partir de cultivos en normoxia. En el caso de la linea
HCT116 (figura 22C) se observo que la morfologia tenia similitud a la de los fibroblastos y en algunos
casos se diferencio la presencia de dos nucléolos por células (figura 22A). Por otra parte, en la figura
22D se puede observar que la linea celular HT29 presentd extension de su citoplasma, lo que no se
aprecia en los cultivos en normoxia, ya que esta linea presenta una morfologia redondeada parecida
a los hexagonos (figura 22B).

Figura 22. Células tumorales derivadas de CCR bajo condiciones de hipoxia (1% de oxigeno). A) cultivos de células
HCT116 en condiciones normales. B) cultivos de células HT29 en condiciones normales. C) cultivos de células HCT116
sometidas a 72 horas a una concentracion de 1% de oxigeno. D) Cultivos de células HT29 sometidas a 72 horas a una
concentracion de 1% de oxigeno. La fotografia muestra una imagen representativa obtenida a través de microscopia optica.
Se indica con flechas negras la presencia de células con mayor cantidad de vesiculas.

Posteriormente se realizaron diferentes ensayos de viabilidad con las lineas HCT116 y HT29
durante 72 horas con la finalidad de observar si generaba un efecto en el crecimiento y la supervivencia
celular.
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En la figura 23 se puede observar que en las dos lineas tumorales ocurrié una disminucién de la
proliferacion celular dependiente del tiempo de exposicion a hipoxia. Sin embargo, la disminucion del
crecimiento observada en estos ensayos no fue estadisticamente significativa (figura 23B).
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Figura 23. Proliferacion celular de lineas tumorales expuestas a hipoxia. A) Analisis de la proliferacion de lineas celulares
de CCR mediante ensayo MTT durante 72 horas. B) Comparacién de proliferacion celular en condiciones normales e
hipéxicas en lineas celulares provenientes de CCR al culminar el ensayo.

2.2 EXPRESION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN LA AUTOFAGIA EN CONDICIONES
DE HIPOXIA

Como se ha mencionado previamente, la hipoxia induce la transcripcion de genes que conllevan
a la alteracion de diferentes rutas metabdlicas que permiten la supervivencia celular, siendo una de
ellas la autofagia (137). Con el fin de analizar si ocurria un cambio en el proceso autofagico en las
lineas celulares de CCR expuestas a cortos periodos de hipoxia se estudié la expresion de proteinas
que intervienen en este proceso.

En primer lugar, se analizé la expresion de las proteinas BNIP3 y Beclin1, que intervienen en la
activacion de la autofagia generada por la hipoxia. Los resultados obtenidos muestran que la expresion
de Beclin1 y BNIP3 en las dos lineas celulares aumenta conforme se extiende la exposicion hipdxica
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(figura 24). Sin embargo, al cuantificar los resultados obtenidos, el aumento de la expresion de estas
dos proteinas no fue estadisticamente significativo (figura 24).
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Figura 24. Expresion de las proteinas Beclin1 y BNIP3. Western blot mostrando la expresion de las proteinas Beclin1 y
BNIP3 al pasar los cultuvios 1, 4 y 8 horas bajo condiciones de 1% de oxigeno. En todos los casos la proteina B-actina fue el
control de carga. En las graficas se observan los valores de la cuantificacion de la expresion de las proteinas dos proteinas
a partir del promedio de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Al ampliar el tiempo de exposicion a menor concentracion de oxigeno se pudo evidenciar que la
expresion de las proteinas BNIP3 y Beclin1 en las dos lineas celulares presentaba un aumento
significativo a partir de las 48 horas (figura 25). Al pasar las 72 horas los niveles de expresion de la
proteina Beclin1 aumentaron de forma significativa en la linea tumoral HT29, mientras que en la linea
HCT116 no ocurrio (figura 25).
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Figura 25. Expresion de las proteinas Beclin1 y BNIP3. Western blot mostrando la expresion de las proteinas Beclin1 y
BNIP3 a 24, 48 y 72 horas bajo condiciones de 1% de oxigeno. En todos los casos la proteina 3-actina fue el control de carga.
En las graficas se observan los valores de la cuantificacion de la expresion de las proteinas dos proteinas a partir del promedio
de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Posteriormente, se evalud la expresion de la proteina mTOR, debido a que es una de las
moléculas primordiales que permite la activacion del proceso autofagico.

Al analizar los resultados se observo que la expresion de mTOR no se ve afectada al exponer
las células a cortos periodos de hipoxia. (figura 26A). Sin embargo, al aumentar el tiempo de exposicién
a este tipo de estrés la expresion de esta proteina empieza a disminuir en las dos lineas tumorales a
partir de las 48 horas (figura 28). Al cuantificar su expresién se pudo observar que en ambas lineas
celulares la disminucion fue estadisticamente significativa al transcurrir las 72 horas en hipoxia (figura
26B).
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Figura 26. Expresion de la proteina mTOR. A) Western blot mostrando la expresién de la proteina mTOR a partir de
extracciones proteicas de cultivos celulares expuestos durante 1, 4 y 8 horas bajo condiciones de 1% de oxigeno. En todos
los casos la proteina B-actina fue el control de carga. En las graficas se observan los valores de la cuantificacion de la
expresion de las proteinas dos proteinas a partir del promedio de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).
B) Western blot mostrando la expresion de la proteina mTOR a partir de extracciones proteicas de cultivos celulares expuestos
a 24, 48 y 72 horas bajo condiciones de 1% de oxigeno. En todos los casos la proteina 3-actina fue el control de carga. En
las graficas se observan los valores de la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas a partir del promedio de 3
ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Ademas, se analizé la expresion de p62, LC3BI/ll y ATGS5, las cuales también intervienen en el
proceso de autofagia.
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Figura 27. Expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5. Western blot mostrando la expresion de las proteinas p62,
LC3BI/ll y ATG5 a partir de extracciones proteicas de cultivos expuestos a 1, 4 y 8 horas en 1% de oxigeno. En todos los
casos la proteina -actina fue el control de carga. En las gréaficas se observa la cuantificaciéon de la expresién de las proteinas
anteriores. Los valores del grafico indican el promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0.01
vs control (ST).

En la figura 27 se puede apreciar que la expresion de la proteina p62 disminuy6é de forma
dependiente al tiempo en hipoxia en las dos lineas celulares. Sin embargo, no fue estadisticamente
significativa en ninguno de los casos.

El estudio de LC3B permitid detectar tanto la forma LC3B-I como la forma conjugada con
fosfatidiletanolamida (PE), LC3B-Il. A pesar de que esta ultima tiene mayor peso molecular, migra mas
rapido en SDS-PAGE debido a su hidrofobicidad, por lo que muestra un peso molecular aparentemente
mas bajo. Al analizar los resultados obtenidos se observo que en la linea celular HCT116 el incremento
en la expresion de estas dos isoformas fue a partir de las 8 horas, mientras que en la linea HT29 el
aumento no fue tan evidente. Al cuantificar la expresién se pudo apreciar que el incremento observado
no fue estadisticamente significativo en ninguna de las lineas celulares (figura 27).

Al analizar los resultados obtenidos de la proteina ATG5 no se observaron diferencias en la
expresion de los cultivos sometidos a hipoxia con respecto a las obtenidas en los cultivos en normoxia
(figura 27).

Posteriormente, se analizaron los niveles de expresion de todas las proteinas anteriores al
ampliar el tiempo exposicién a hipoxia.
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Los resultados muestran que la expresion de la proteina p62 disminuye significativamente en las
dos lineas tumorales. Al cuantificar la expresion de esta proteina se pudo observar que este descenso
fue estadisticamente significativo a partir de las 48 horas. Al transcurrir las 72 horas disminuye casi
totalmente su expresion en las dos lineas celulares (figura 28).

Por su parte, la expresion de las proteinas LC3BI/Il incrementé significativamente en las dos
lineas celulares a partir de las 48 horas de exposicién a hipoxia, lo cual perduré hasta las 72 horas
(figura 28).

Por ultimo, la expresién de la proteina ATGS incrementé significativamente en las dos lineas
tumorales a partir de las 48 horas y se mantuvo hasta transcurrir las 72 horas (figura 28).
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Figura 28. Expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5. Western blot mostrando la expresion de las proteinas p62, LC3B
y ATGS5 a partir de extracciones de cultivos expuestos a 24, 48 y 72 horas en 1% de oxigeno. En todos los casos la proteina
B-actina fue el control de carga. En las graficas se observa la cuantificacion de la expresion de las proteinas anteriores. Los
valores del grafico indican el promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0.01 vs control (ST).
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3. EFECTO DE LA EXPOSICION A MIMETIZADORES DE HIPOXIA EN
LINEAS CELULARES DERIVADAS DE TUMORES COLORRECTALES

Los quelantes idnicos se han utilizado para mimetizar las condiciones hipéxicas in vitro. Uno de
ellos es la deferoxamina (DFO), farmaco que, al igual que la hipoxia genera la estabilizacion de la
proteina HIF-1a e induce su acumulacion (138).

3.1 EVALUACION DE LA RESPUESTA A HIPOXIA EN PRESENCIA DE DFO

Con el fin de comprobar si el DFO ejercia un efecto similar a la hipoxia en las lineas tumorales
de CCR, se realizaron ensayos con este quelante a diferentes concentraciones durante 24 horas y se
estudio la expresion de la proteina HIF-1a.
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Figura 29. Expresion de la proteina HIF1-a en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO. Western blot mostrando la
expresion de la proteina HIF-1a a partir de extracciones proteicas de cultivos celulares expuestos durante 24 horas a
diferentes concentraciones de DFO. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de carga. Ademas, se observa la
cuantificacion de la expresion de HIF-1a. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresién proteica de tres ensayos
diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).
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En la figura 29 se pudo observar que el tratamiento con DFO en las dos lineas celulares genero
mayor expresion de la proteina HIF-1a en todas las concentraciones. Sin embargo, se puede apreciar
que a 300 pM la expresion de esta proteina fue estadisticamente significativa en las dos lineas
tumorales comparado con el control, por lo cual fue la concentracion elegida a la cual se podria
asemejar a la situacién de estrés en la cual las células se exponen a baja disponibilidad de oxigeno.

Posteriormente, evaluamos la expresion de la proteina HIF-1a durante cortos periodos de
exposicion (1, 4 y 8 horas) a este farmaco bajo la concentracion de 300 uM. Ademas, para observar si
en estos rangos de tiempo ocurria muerte celular por la exposicion a este quelante, se analizo la
expresion de la proteina PARP.
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Figura 30. Expresion de la proteina HIF-1a y la proteina PARP en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO. Western
blot mostrando la expresion de la proteina HIF-1a y PARP a partir de extracciones proteicas de hechas a 1, 4 y 8 horas de
exposicion a DFO a 300 pM. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de carga. Ademas, se observa la
cuantificacion de las dos proteinas dichas anteriormente. Los valores del grafico indican el promedio de expresion proteica
de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

En la figura 30 se pudo observar que en las dos lineas tumorales la expresion de la proteina HIF-
1a aumentaba de forma dependiente al tiempo en el cual los cultivos permanecian en presencia de
DFO. Sin embargo, al cuantificar los niveles proteicos el incremento de esta proteina no fue
estadisticamente significativo.
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La expresion de la proteina PARP fue aumentando conforme al tiempo de exposicion al DFO. Es
importante destacar que, aunque se observo que en la linea HCT116 existia mayor expresion de PARP
que en la linea HT29, al cuantificar su expresidon no se obtuvo un aumento estadisticamente
significativo en ninguna de las lineas tumorales (figura 30).

Ademas, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con el fin de corroborar la expresion de
la proteina HIF-1a y observar su localizacion.

Tiempo (horas); DFO 300 uM

ST 1 4 8

HCT116

) --

Figura 31. El DFO incrementa la expresion de HIF-1a en lineas celulares de CCR. Células HCT116 y HT29 expuestas
durante 1, 4 y 8 horas al DFO a 300 uM. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran los nucleos celulares tefiidos con
DAPI, los cuales se observan de color azul. Para evaluar la expresion de la proteina HIF-1a se utilizé el anticuerpo primario
anti HIF-1a Abcam® (ab113642) y el anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore AP307P, el cual permite observar a la
proteina de color verde. Las flechas blancas indican donde se observa mayor expresion de la proteina HIF-1a. La barra blanca
representa 25 micras de largo. (ST: células sin tratamiento).

En la figura 31 se observa que la expresion de la proteina HIF-1a en la linea celular HT29 al
pasar 1 hora de exposicion al DFO se acumulaba en el citoplasma. Al incrementar el tiempo se observo
el aumento progresivo de su expresion en la célula (flechas blancas figura 31). Ademas, tras 8 horas
en tratamiento se observé acumulacion de la proteina en los nucleos de las células.

En el caso de la linea celular HCT116, se pudo apreciar que a partir de las 4 horas en DFO la
expresion de HIF-1a fue ligeramente mayor con respecto a las células en condiciones normales
(sefialado en la imagen con flechas blancas), ademas tras 8 horas de tratamiento la acumulacion de
la proteina se observo en el citoplasma y en algunas células en el nucleo (figura 31).
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Debido a que la exposicién a cortos periodos con DFO no tuvo un efecto significativo en la muerte
celular en las dos lineas tumorales, se incrementé el tiempo de exposicion al quelante y se evalud la
expresion de la proteina HIF-1a y de PARP como marcador de muerte celular.
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Figura 32. Expresion de las proteinas HIF-1a y PARP. Western blot de las proteinas HIF-1a y PARP al trascurrir 24, 48 y
72 horas las lineas tumorales en tratamiento con DFO. En todos los casos la proteina -actina fue el control de carga. En las
graficas se observa los valores de la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas a partir del promedio de 3 ensayos
diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Los resultados de la expresién de HIF-1a y PARP en las dos lineas celulares muestran un
aumento progresivo de las dos proteinas con respecto al tiempo en exposicion al DFO (figura 32).

La cuantificacion de la expresion de HIF-1a demostré que partir de las 24 horas el incremento
fue estadisticamente significativo en las dos lineas tumorales. Sin embargo, en la linea tumoral
HCT116 al pasar 72 horas fue significativamente mayor al observado en la linea tumoral HT29 (figura
32).

En el caso de la cuantificacion de la expresion de la proteina PARP, se pudo observar que a
partir de las 48 horas en exposicion a este quelante el aumento de expresion fue estadisticamente
significativo en las dos lineas tumorales (figura 32).
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Posteriormente, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia, los cuales se realizaron después
de que las lineas tumorales permanecieran expuestas al DFO durante 72 horas.
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DFO 300 M
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Figura 33. El DFO incrementa la expresion de HIF-1a en lineas celulares de CCR. Células HCT116 y HT29 expuestas
durante 72 horas al DFO a 300 uM. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI
y se observan de color azul. Para evaluar la expresion de la proteina HIF-1a se utilizé el anticuerpo primario Anti HIF-1a
Abcam® (ab113642) y el anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore AP307P, el cual permite observar a la proteina de color
verde. Las imagenes presentan flechas blancas donde se observa mayor acumulacién de HIF-1a. La barra blanca representa
25 micras de largo. (ST: células sin tratamiento).

En la figura 33 se puede observar que la expresiéon de HIF-1a en la linea celular HT29 al pasar
las 72 horas en exposicion al DFO se acumulaba mayoritariamente en el citoplasma. Ademas, se pudo
observar que los nucleos de estas células presentaban mayor acumulacién de la proteina en
comparacion a las 8 horas de exposicion al quelante. En la linea celular HCT116 se puede apreciar
que la expresion de HIF-1a es bastante uniforme tanto en el citoplasma como en el nucleo celular. Es
importante destacar que la morfologia de las células expuestas al farmaco cambia y genera la
formacion de prolongaciones citoplasmaticas no tipicas de esta linea tumoral.

Posteriormente, se analizé si ocurria un cambio en la morfologia celular una vez transcurridas
las 72 horas en presencia del quelante. Para ello, se obtuvieron imagenes tanto de células en
condiciones normales como expuestas a 300 yM de DFO mediante un microscopio de 6ptico.
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HCT116
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Figura 34. El DFO cambia la morfologia de las células tumorales derivadas de CCR. A y C) Cultivos de células HCT116
y HT29 transcurridas 72 horas en condiciones normales. B y D) Cultivos de células HCT116 y HT29 expuestas durante 72
horas a una concentracion de 300 uM de DFO. Las fotografias con flechas negras muestran la presencia de células con
mayor cantidad de vesiculas y prolongaciones citoplasmaticas.

Al realizar la comparacion de la morfologia de las dos lineas tumorales se pudo observar que las
células HCT116 presentaban prolongaciones finas, parecidas a las que presentan los fibroblastos, la
extension del citoplasma y la presencia de multiples vesiculas en el mismo, las cuales se indican con
flechas negras en la imagen B de la figura 34. Es importante destacar que estas caracteristicas fueron
vistas cuando los cultivos celulares permanecieron en hipoxia generada por la disponibilidad de
oxigeno durante el mismo rango de tiempo.

Por otra parte, en la linea HT29 se observaron prolongaciones mas engrosadas y extension de
citoplasma (figura 34D), caracteristicas que no se observaron en los cultivos en normoxia, ya que esta
linea tumoral presenta una morfologia redondeada parecida a hexagonos (figura 34C).

Debido a los cambios observados en la morfologia de las células tumorales se realizaron ensayos
de scratch o herida con el fin de observar si ocurria un cambio en la motilidad celular en presencia del
quelante de hierro DFO. Para ello se realizaron ensayos en presencia y ausencia de DFO en ambas
lineas en estudio a una concentracion de 300 uM.
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Figura 35. El DFO incrementa la migracion de las lineas celulares derivadas de CCR. A) Linea celular HCT116 después
de 48 horas de tratamiento con el quelante DFO en comparacion con las células en condiciones normales (ST). Imagenes
del proceso de migracion celular a 0, 8, 16, 24, 32 y 48 horas. B) Linea celular HT29 después de 48 horas de tratamiento con
el quelante DFO en comparacion con las células en condiciones normales (ST). Imagenes del proceso de migracién celular
a0, 8, 16, 24, 32 y 48 horas.
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Al analizar las imagenes adquiridas de la linea HCT116 se obtuvieron los datos de los
porcentajes de migracién en condiciones normales y en condiciones hipdxicas (figura 36A). Estos se
compararon y se observo que al pasar 8 horas en presencia de DFO el porcentaje de migracion aumento
en un 25% en relacién al tiempo cero, mientras que las células no tratadas fue un 10%. Al transcurrir las
16 horas en DFO este porcentaje aumento hasta un 61%, mientras que las células en condiciones
normales un 22%. Al pasar las 24 horas, las células tratadas migraron un 77%, mientras que los cultivos
que permanecieron en condiciones normales migraron un 31%. Al pasar las 32 horas, las células en
DFO migraron un 86%, hasta llegar a un 98% a las 48 horas, mientras que las células sin el quelante
migraron un 35% y al pasar las 48 horas elevaron su porcentaje hasta un 38% (figura 36A). Es importante
destacar que a partir de las 24 horas en exposicion al quelante las células HCT116 presentaron un
aumento el porcentaje de migracion estadisticamente significativo con respecto aquellos que
permanecieron en condiciones normales (ST).
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En el caso de las imagenes obtenidas de la linea celular HT29 en las dos condiciones
mencionadas (figura 36B), se obtuvo que al pasar las 8 horas en presencia de DFO la linea celular migré
un 17% en relaciéon al tiempo cero, mientras que las células no tratadas migraron un 3%. Una vez
transcurridas las 16 horas en presencia de DFO las células migraron un 31%, mientras que las no
tratadas un 7%. A las 24 horas, las células tratadas migraron un 44%, mientras que los cultivos celulares
en condiciones normales migraron un 8%. Al pasar las 32 horas, las células en DFO migraron un 62%,
hasta llegar a un 78% a las 48 horas, mientras que los cultivos sin el quelante migraron un 12% y
permanecieron en ese porcentaje hasta las 48 horas (figura 36B). La comparacion de la migracion en
condiciones normales con respecto a las condiciones hipdxicas indico que a partir de las 24 horas en
tratamiento el porcentaje de migracion fue estadisticamente significativo.

Ademas, se realiz6 la comparacion de los porcentajes de migracién de las dos lineas tumorales
expuestas a DFO. En este caso se pudo determinar que a partir de las 16 horas la linea celular HCT116
tuvo un aumento del porcentaje de migracion estadisticamente significativo con respecto a la linea
celular HT29 (figura 38C).

Estos resultados pueden sugerir que la exposicidon de al menos 24 horas a este quelante puede
generar la migracion de células tumorales derivadas de CCR.

Por ultimo, se evalud si el DFO generaba un efecto en el crecimiento y la supervivencia celular.
Para ello, se realizaron diferentes ensayos de viabilidad. En este caso, las lineas tumorales se
cultivaron durante 72 horas a diferentes concentraciones de DFO.
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Figura 37. El DFO disminuye la proliferacién celular de las lineas tumorales derivadas de CCR. Analisis de la
proliferacién de lineas celulares de CCR al ser tratadas a diferentes concentraciones de DFO a 24, 48 y 72 horas. Los datos
representados corresponden a la media de tres réplicas y de tres experimentos independientes. Los graficos de barra
corresponden a la comparacién de la proliferacidn celular en condiciones normales e hipdxicas a las 72 horas de tratamiento.
Los valores representados en los graficos de barra provienen del promedio del porcentaje de proliferacion de 3 ensayos
diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

83



RESULTADOS

En la figura 37 se observa que las lineas tumorales derivadas de CCR tratadas a diferentes
concentraciones crecientes de DFO disminuyen su proliferacion celular. Ademas, se puede apreciar
que a 300uM las dos lineas tumorales presentan muy poca proliferacion. Al comparar el porcentaje de
proliferacion celular de las dos lineas tumorales expuestas a DFO a 300 uM se observé que los cultivos
de las dos lineas tumorales presentaban una disminucién estadisticamente significativa (figura 37).

3.2 EXPRESION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN LA AUTOFAGIA EN
PRESENCIA DE DFO

Con el fin de estudiar si ocurrian cambios en el proceso autofagico en las lineas derivadas de
CCR tratadas con DFO a 300 uM, se evalud la expresién de proteinas que intervienen en esta ruta de
sefalizacién. Al exponer a las dos lineas celulares durante un maximo de 8 horas a este quelante se
pudo observar que la expresién tanto de la proteina Beclin1 como de la proteina BNIP3 presentaban
un aumento dependiente del tiempo de exposicion a este farmaco, el cual no fue significativo (figura
38).
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Figura 38. Expresion de las proteinas Beclin1 y BNIP3 en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO. Western blot
mostrando la expresion de las proteinas Beblin1 y BNIP3 de extracciones proteicas provenientes de lineas celulares
expuestas durante 1, 4 y 8 horas al quelante DFO a 300 uM. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de carga.
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Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas anteriores. Los valores se obtuvieron a partir del
promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Al ampliar el tiempo de exposicion al quelante se pudo observar que la expresion de las proteinas

Beclin1 y BNIP3 aumentaba significativamente en las dos lineas tumorales al pasar las 24 horas de
exposicion manteniéndose hasta las 72 horas (figura 39).
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Figura 39. Expresion de las proteinas Beclin1 y BNIP3 en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO. Western blot
mostrando la expresion de las proteinas Beblin1 y BNIP3 de extracciones proteicas provenientes de lineas celulares
expuestas durante 24, 48 y 72 horas al quelante DFO a 300 pM. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de
carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresidon de las dos proteinas anteriores. Los valores se obtuvieron a
partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Posteriormente, se evalud la expresion de la proteina mTOR. En este caso, se observd que a
partir de las 8 horas de exposicion ocurre la disminucién de la expresion de la proteina en ambas lineas
celulares, lo cual fue mas evidente en la linea HCT116 (figura 40A). Al cuantificar su expresion se pudo
apreciar que la disminucion fue estadisticamente significativa solo en la linea HCT116 a partir de las 8
horas en tratamiento (figura 40A). Al ampliar el tiempo de tratamiento con el DFO se pudo apreciar que
la proteina disminuia su expresién de forma significativa con respecto al tiempo de exposicion a partir
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de las 24 horas de tratamiento en las dos lineas celulares. Es importante destacar que la expresion de
mTOR tras 72 horas de exposicién al DFO se mantuvo estable (figura 40B).
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Figura 40. Expresion de la proteina mTOR en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO. A) Western blot mostrando la
expresion de la proteina mTOR a partir de extracciones proteicas provenientes de lineas celulares expuestas durante 24, 48
y 72 horas al quelante DFO a 300 uM. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran
la cuantificacion de la expresion de la proteina anterior. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresién proteica
de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST). B) Western blot mostrando la expresién de la proteina mTOR
a partir de extracciones proteicas provenientes de lineas celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas al quelante DFO a
300 uM. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacién de la expresion
de proteina anterior. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresién proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05
y **p < 0,01 vs control (ST).
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Ademas, se analizaron los niveles de expresion de las proteinas p62, LC3Bl/Il y ATG5 (figura
41).
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Figura 41. Expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 de lineas tumorales de CCR en presencia de DFO. Western
blot que muestra la expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 a partir de extracciones proteicas provenientes de lineas
celulares expuestas durante 1, 4 y 8 horas en presencia de 300 uM de DFO. En todos los casos la proteina B-actina fue el
control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de las tres proteinas anteriores. Los valores se
obtuvieron a partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05 y **p < 0,01 vs control (ST).

Al analizar los resultados obtenidos de la proteina p62 se pudo observar que disminuye su
expresion de forma dependiente al tiempo en exposicion al DFO en las dos lineas celulares. Sin
embargo, solo fue estadisticamente significativo tras 8 horas en la linea HCT116 (figura 44).

La expresion de LC3BI/lIl aumenté de forma dependiente al tiempo de exposicién de las células
a DFO. En la figura 41 se puede observar que la expresion empieza a incrementar a las 4 horas de
tratamiento en las dos lineas celulares. Sin embargo, en la linea HCT116 el aumento de la expresion
fue significativo a partir de las 8 horas, lo que no ocurri6 en la linea HT29.

Por ultimo, se analizé la variacion de la expresion de la proteina ATG5. Como se puede observar
en la figura 41, no se observé un aumento significativo de esta proteina en las dos lineas celulares
estudiadas.

Por otro lado, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en las dos lineas celulares con el
fin de observar la expresion y localizacion de las proteinas LC3B y p62.
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Figura 42. El DFO incrementa la expresion de LC3B y disminuye la expresion de p62 en lineas celulares de CCR.
Células HCT116 y HT29 expuestas durante 1, 4 y 8 horas al quelante DFO a 300 uM. Las imagenes de inmunofluorescencia
muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI y se observan en color azul. Para evaluar la expresién de la proteina p62 y
LC3B se utilizaron los anticuerpos primarios Anti-p62 Abcam® (ab109012) y Anti-LC3B Novus Biologicals (NB61384) y como
anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore A11037, el cual permite observar a la proteina de color rojo. La barra blanca
representa 25 micras de largo; (ST: células sin tratamiento).
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En la figura 42 se observa que la proteina p62 se distribuye en todo el citoplasma en las dos
lineas tumorales sin tratamiento (ST). Es importante destacar que en algunas células se observé la
acumulacion de la proteina dentro del nucleo. Al evaluar la expresion y localizacion de p62 con respecto
al tiempo de exposicién al farmaco se pudo observar la disminucién en la expresion de la proteina en
las dos lineas celulares y la formacion de acumulos tras 8 horas de tratamiento.

En el caso de la proteina LC3B, se pudo apreciar que en las células sin tratar la expresién es
baja y se encuentra principalmente en el citoplasma. Una vez que las células estuvieron expuestas al
DFO la expresion de LC3B fue en aumento (figura 42). A partir de la primera hora en tratamiento se
observé la acumulacion de esta proteina en los nucleos de las células. Al pasar las 4 horas, su
distribucion fue tanto en el citoplasma como en el nucleo y esto se hace mas evidente al pasar mas
tiempo de exposicion a DFO.

Al evaluar la expresion de las tres proteinas anteriores incrementando el tiempo de exposicion al
guelante se observd que la expresion de p62 en las dos lineas celulares a partir de las 24 horas de
tratamiento disminuye significativamente (figura 43). Ademas, se observaron diferencias, ya que en las
células HT29 la expresion llega a ser casi nula con respecto a la observada en las células HCT116.

El analisis de la expresion de las proteinas LC3Bl/II indicé el aumento estadisticamente
significativo de estas isoformas a partir de las 24 horas en presencia de DFO. Ademas, se pudo
apreciar que en las dos lineas tumorales ocurre el incremento de la isoforma LC3BII con respecto a la
isoforma LC3BI (figura 43)

Al evaluar la variacion de la expresion de la proteina ATG5 se pudo observar que, aunque el
aumento de la expresioén fue progresivo respecto al tiempo en exposicion al tratamiento, este no fue
estadisticamente significativo (figura 43)
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Figura 43. Expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 de lineas tumorales de CCR en presencia de DFO. Western
blot que muestra la expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 a partir de extracciones proteicas provenientes de lineas
celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas en presencia de 300 uM de DFO. En todos los casos la proteina B-actina fue
el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de las tres proteinas anteriores. Los valores se
obtuvieron a partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05 y **p < 0,01 vs control (ST).

Por otro lado, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en ambas lineas celulares con el
fin de corroborar la expresioén observada en los resultados anteriores y apreciar la localizacion de las
proteinas LC3B y p62. Estos ensayos se realizaron en las dos lineas celulares tras ser tratadas durante
72 horas en presencia de DFO

En la figura 44 se observa que en condiciones de normoxia las dos lineas tumorales la proteina
p62 se localiza mayoritariamente en el citoplasma. Al evaluar la expresién y localizacién de p62 tras
72 horas en presencia de DFO se observd una disminucion de la expresion. Ademas, la formacién
acumulos mayoritariamente en el citoplasma.

En el caso de las proteinas LC3BI/Il, se aprecié que en las células en normoxia la expresién de
la misma se localiza mayormente en el citoplasma. Tras la exposicion al DFO la expresion aumento
considerablemente y se localizé de forma uniforme por todo el citoplasma y nucleo en las dos lineas
celulares (figura 44).
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p62 LC3B

HCT116 HT29 HCT116 HT29

Figura 44. El DFO incrementa la expresion de LC3B y disminuye la expresion de p62 en lineas celulares de CCR.
Células HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al quelante DFO a 300 uM. Las imagenes de inmunofluorescencia
muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI los cuales se observan de color azul. Para evaluar la expresién de la proteina
p62 y LC3B se utilizaron los anticuerpos primarios Anti-p62 Abcam® (ab109012) y Anti-LC3B Novus Biologicals (NB61384)

y como anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore A11037, el cual permite observar a la proteina de color rojo. La barra
blanca representa 25 micras de largo; (ST: células sin tratamiento).

72 horas

DFO 300uM
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4. NUEVAS APROXIMACIONES TERAPEUTICAS BASADAS EN LA
AUTOFAGIA EN LINEAS CELULARES DERIVADAS DE TUMORES
COLORRECTALES EXPUESTAS A MIMETIZADORES DE HIPOXIA.

Con el fin de estudiar la respuesta que presentan los tumores colorrectales expuestos a
mimetizadores de hipoxia a compuestos modificadores de la autofagia, se seleccionaron diferentes
farmacos:

Metformina: un conocido antidiabético que, al inhibir mMTOR, activa la autofagia.

Decitabina®: un analogo de pirimidina que se introduce en la doble cadena del DNA durante su
sintesis e inhibe su metilacion, favoreciendo la autofagia.

Cloroquina: un agente alcalinizante usado como antimaléarico, que inhibe la actividad de las hidrolasas
del lisosoma y, por tanto, inhibe la autofagia.

Panobinostat®: un inhibidor de histonas desacetilasas que activa la autofagia.

Paclitaxel: un inhibidor de microtubulos que inhibe la formacion del autofagolisosoma, inhibiendo por
tanto el proceso de autofagia en sus etapas finales.

4.1 CARACTERIZACION DEL EFECTO DEL FARMACO METFORMINA EN LIiNEAS
CELULARES DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A DFO

Para evaluar si la metformina generaba un efecto en la proliferacion celular en las lineas
tumorales HCT116 y HT29 se realizaron ensayos de viabilidad usando las concentraciones de 0,5, 1,
2,5, 5, 6,5y 8 mM cada 24 horas durante un maximo de 72 horas. Los resultados obtenidos indican
que en las dos lineas celulares se vio una disminucién de la viabilidad a medida que se utilizaban
concentraciones crecientes del farmaco (Figura 45A).

Posteriormente, se evalué el efecto de la combinacion del tratamiento con metformina en
presencia de DFO. Para ello se realizaron ensayos de viabilidad utilizando las mismas concentraciones
anteriores del farmaco metformina pero en presencia del quelante de hierro a una concentracién de
300 pM.

En este caso, en las dos lineas celulares se vio una disminucion de la viabilidad a medida que
se utilizaban concentraciones crecientes del farmaco. No obstante, se pudo observar que la
proliferacion celular de las dos lineas tumorales disminuy6 en todas las concentraciones utilizadas de
metformina al estar expuestas al DFO (figura 45B).
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Debido a que no se observaron diferencias apreciables en la proliferacion celular a partir de 5
mM, la concentracién de metformina elegida para llevar a cabo estudios de morfologia, expresion de
proteinas e inmunofluorescencia en las dos lineas tumorales fue de 8 mM.

HT29
HCT116
700 700
500 600
S —— ——CONTROL
z 500 osmm 2 500 0,5 mm
2 =]
=] 1mM
£ 400 1mM £ 400
e 25mM S 25 mM
] 2
g 300 — smMm £ 300 l S
# 6,5 mM = I
200 3 200 $ o ——GamM
—F mM f —smM
100 100 =
T T T
0 ]
HORAS
] 24 a8 72 o 24 48 72 HORAS
HCT116 HT29
900 900
800
—— CONTROI e ——CONTROL

0.5 mM 0.5 mM

=1
5]

1mm 1mM

2,5mM 2,5 mM

T
i —5 mM

300
e 5,5 NIV
200 ; m
Ed —8 mM
100 3 = - r

HORAS HORAS

——5 mM

—6,5 mM

o
=1
5]

—E mM

% PROLIFERACION
r] W
=] [=}
=] =]
% PROLIFERACION
W 3 w o
& & o
& & 8
J/ e Hﬂ\—

I
5]
5]
i

-]
o

Figura 45. El tratamiento combinado de metformina y DFO disminuye la proliferacion celular en lineas tumorales de
CCR. A) Evaluacion de la proliferacion celular al realizar el tratamiento Unico con metformina durante 72 horas a diferentes
concentraciones. B) Evaluacion de la proliferacion celular al realizar el tratamiento combinado metformina y DFO. Los datos
representados corresponden a la media de tres réplicas y de tres experimentos independientes.

Después de realizar los analisis de proliferacién, se analizé la morfologia celular. Para ello, se
adquirieron imagenes mediante un microscopio 6ptico de los cultivos que fueron expuestos a hipoxia
a través del DFO vy tratados con el farmaco metformina a una concentracion de 8 mM cada 24 horas
hasta un maximo de 72 horas.

Al analizar la morfologia celular de las dos lineas tumorales cada 24 horas se observaron
diferentes caracteristicas. En el caso de la linea HCT116, no hubo variacién en su morfologia hasta
pasar las 48 horas, cuando se pudo apreciar la presencia de prolongaciones finas, parecidas a las que
presentan los fibroblastos; ademas, la extension del citoplasma y la aparicion de grandes vesiculas en
el mismo en algunas células. Por ultimo, a las 72 horas se observé mayor cantidad de células muertas,
asi como mayor numero de vesiculas en el citoplasma (figura 46).

La linea HT29 no presenté cambios en su morfologia hasta las 48 horas, cuando se observé
mayor cantidad de células muertas que en la linea HCT116, prolongaciones mas engrosadas,
extensiéon del citoplasma, pérdida de su morfologia hexagonal. En algunos casos se observo
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morfologia circular y tamafio celular mucho mayor, asi como también mayor cantidad de vesiculas en
el citoplasma. A las 72 horas las caracteristicas mencionadas permanecieron; ademas, se pudo
apreciar mayor cantidad de vesiculas en el citoplasma de las células (figura 46).

HCT116 HT29

24
horas

48 72 48 72
horas horas horas horas

Figura 46. El tratamiento conjunto metformina-DFO genera cambios en la morfologia celular en las lineas tumorales
derivadas de CCR. Las imagenes muestran el cambio de la morfologia celular durante 72 horas de tratamiento.

4.1.2 EVALUACION DE LA RESPUESTA A HIPOXIA EN LINEAS TUMORALES DE CCR
TRATADAS CON METFORMINA'Y DFO

Para analizar si el efecto del tratamiento con metformina generaba un cambio en la proteina HIF-
1a se evalud su expresion. Para ello, las células fueron tratadas con el farmaco a concentracién 8 mM
y en presencia de DFO durante 24, 48 y 72 horas. Ademas, para observar si ocurria variacion en la
muerte celular por el tratamiento realizado se evalué la expresion de la proteina PARP en los mismos
rangos de tiempo.

La expresion de HIF-1a aumentd progresivamente tras 72 horas en presencia de metformina y
DFO en las dos lineas celulares. Al cuantificar su expresion se pudo apreciar que en la linea HT29 el
aumento fue estadisticamente mayor con respecto a la linea HCT116 (figura 47).
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Al realizar el estudio de la expresion de la proteina PARP se observaron diferencias entre las
dos lineas celulares. En el caso de HCT116, se observd un aumento progresivo hasta las 72 horas,
mientras que en la linea HT29 a partir de las 48 horas el aumento fue mayor que el observado en
HCT116 (figura 50). Al cuantificar la expresion se pudo ver que en los dos tipos celulares la expresion
aumento significativamente a partir de las 48 horas, sin embargo, tras 72 horas de tratamiento el
aumento fue mayor en la linea HT29 (figura 47).
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Figura 47. Expresion de las proteinas HIF-1a y PARP. Western blot de las proteinas HIF-1a y PARP al trascurrir 24, 48 y
72 horas las lineas tumorales en tratamiento con DFO y metformina. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de
carga. En las graficas se observa los valores de la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas a partir del promedio
de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Posteriormente, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con el fin de corroborar la
expresion de la proteina HIF-1a y observar su localizacion. Estos ensayos se realizaron en cultivos
expuestos a DFO durante 72 horas bajo una concentracion de 8 mM de metformina. En la figura 48 se
muestran imagenes obtenidas a partir de las inmunofluorescencias realizadas bajo las condiciones
descritas anteriormente.

En las imagenes se puede observar que en los cultivos que permanecieron en normoxia durante
72 horas hay poca expresion de la proteina HIF-1a. Sin embargo, en las imagenes obtenidas a partir
de los cultivos en tratamiento la proteina se acumulaba en el citoplasma mayoritariamente. Es
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importante destacar que en los nucleos de las células de la linea HCT116 habia mayor acumulacion
de HIF-1a que en las células de la linea HT29.

HIF-1o

HCT116

ST

72 horas

DFO 300 uM

Figura 48. El tratamiento metformina-DFO incrementa la expresiéon de HIF-1a en lineas celulares de CCR. Células
HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al DFO a 300 uM y metformina a 8 mM. Las imagenes de inmunofluorescencia
muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI y se observan en color azul. Para evaluar la expresién de la proteina HIF-
1a se utilizo el anticuerpo primario Anti HIF-1a Abcam® (ab113642) y el anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore AP307P,
el cual permite observar a la proteina de color verde. La barra blanca representa 25 micras de largo; (ST: células sin
tratamiento).

4.1.3EXPRESION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN LA AUTOFAGIA EN LIiNEAS
CELULARES DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A DFO Y METFORMINA

Para analizar el efecto de la metformina sobre la autofagia en condiciones hipoxicas se estudio
la expresion de las proteinas Beclin1, BNIP3, mTOR, p62, LC3Bl/Il, y ATG5 en las lineas celulares
HCT116 Y HT29 tratadas con dicho farmaco a 8 mM y en presencia de DFO a 300 uM durante 24, 48
y 72 horas. Ademas, en estas dos lineas celulares se estudié por inmunofluorescencia la expresion de
las proteinas p62 y LC3B.

El estudio de expresién de Beclin1 mostré que en las dos lineas tumorales habia un aumento
progresivo de la expresion de la proteina (figura 49). La cuantificacion de la expresion indicd que en la
linea HCT116 habia un incremento de la expresion a lo largo del tiempo, que fue significativo a partir
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de las 48 horas. Por su parte, la expresion de Beclin1 en la linea HT29 fue progresiva. Al pasar las 72
horas la expresion fue el doble de la observada en la linea HCT116 (figura 49).

El estudio de la expresion de BNIP3 mostr6 que ambas lineas tumorales presentaban un
aumento progresivo de la expresién de la proteina (figura 49). La cuantificacion reflejé que las dos
lineas tumorales presentaron un aumento significativo de la expresion de esta proteina a partir de las
24 horas, sin embargo, en la linea HCT116 a partir de las 72 horas la expresién de BNIP3 fue el doble
de la observada en la linea HT29 (figura 49).

HCT116 HT29

ST 24 48 72 (horas) ST 24 48 72  (horas)

Beclinl

B-actina

==
- BNIP3 : ,

HCT11le HT29

= 1000 =

3 € 1000 |

£ a0 | £ o0 *k

= =

2 = [

g 600 * 2 600

3 * i *

T w00 I i E 200 s

2 200 E wo

& 3 o [}

ST 24 48 72 f(horas) ST 24 48 72 (horas)
HCT116 e e

< 1000 | o

8 *I* E s00 |
z

£ + s | 5

@ 600 I -1 i ="

z ]

$ = T o :

£ 2

S 200 £ 200

- 5

z 0 0

5T 24 48 72 (horas) ST 24 48 72 (horas)

Figura 49. Expresion de las proteinas Beclin1 y BNIP3 en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO y metformina.
Western blot mostrando la expresion de las proteinas Beblin1 y BNIP3 a partir extracciones proteicas provenientes de lineas
celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas al quelante DFO a 300 uM y metformina a 8 mM. En todos los casos la proteina
B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas anteriores. Los
valores se obtuvieron a partir del promedio de expresién proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05 y **p < 0,01 vs control
(ST).

En el caso del estudio de la proteina mTOR, no se observoé la disminucion de su expresion hasta
las 48 horas en las dos lineas tumorales. Sin embargo, al pasar las 72 horas se observaron diferencias
entre estos dos tipos celulares. En la linea HCT116 la expresion de la proteina es inhibida casi
totalmente, mientras que en la linea HT29 disminuyé ligeramente con respecto a las 48 horas (figura
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53). Al realizar la cuantificacion de la expresion se reflejo que la disminucion observada a las 72 horas
en tratamiento fue estadisticamente significativa en las dos lineas celulares, sin embargo, en las
células HCT116 fue significativamente menor que en las células HT29 (figura 50).
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Figura 50. Expresion de la proteina mTOR en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO y metformina. Western blot
mostrando la expresion de la proteina mTOR de extracciones proteicas provenientes de lineas celulares expuestas durante
24,48 y 72 horas al quelante DFO a 300 uM y metformina a 8 mM. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de
carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresién de la proteina anterior. Los valores se obtuvieron a partir del
promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

El analisis de la expresion de las proteinas p62, LC3BI/Il y ATG5 mostré que la proteina p62
disminuye de forma dependiente del tiempo que permanecen los cultivos en tratamiento (figura 51). Es
importante destacar que en la linea HCT116 se aprecio la inhibicion total de la expresion de la proteina
al pasar las 72 horas en tratamiento (figura 51). El analisis de la cuantificacion reflejo que en las dos
lineas celulares la disminucidn de p62 fue estadisticamente significativa tras 72 horas de tratamiento.

En segundo lugar, se evalué la variacion de la expresion de las proteinas LC3BI/Il, observandose
que el aumento de la expresion de estas dos proteinas ocurria de forma dependiente al tiempo de
exposicion de las células al tratamiento. Ademas, la expresion de estas dos isoformas aumentaba
significativamente a partir de las 24 horas bajo estas condiciones, lo que incrementé cuando los cultivos
permanecieron 72 horas en tratamiento (figura 51).

En tercer y ultimo lugar se analizé la variacion de la expresion de la proteina ATG5. Como se
puede observar en la figura 51, el aumento de la expresion de esta proteina en las dos lineas celulares
fue progresivo. Se pudo observar que en la linea celular HT29 hubo un aumento significativo al pasar
los cultivos celulares 48 horas en tratamiento, sin embargo, en las células HCT116 este aumento se
observo al transcurrir las 72 horas.
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Figura 51. Expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 de lineas tumorales de CCR en presencia de DFO y
metformina. Western blot que muestra la expresion de las proteinas p62, LC3B y ATGS a partir de extracciones proteicas
provenientes de lineas celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas en presencia de 300 uM de DFO y 8 mM de metformina.
En todos los casos la proteina B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresién de las
tres proteinas anteriores. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p <
0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Los ensayos de inmunofluorescencia en las dos lineas tumorales tratadas con metformina en
presencia de DFO mostraron la disminucion de la proteina p62, asi como una leve acumulacién
alrededor del nucleo al transcurrir las 72 horas en tratamiento, lo que no ocurre en las células en
normoxia, donde la proteina se expresa mayoritariamente en todo el citoplasma (figura 52).

En el caso de la proteina LC3B, se pudo apreciar que las células que permanecieron en normoxia
durante 72 horas presentaban poca expresion de la proteina, las cual se localizaba mayormente en el
citoplasma, mientras las células tratadas con metformina y DFO la expresién de LC3B aumento
considerablemente dentro y alrededor del nucleo (figura 52).
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Figura 52. El tratamiento conjunto de metformina y DFO disminuye la expresion de p62 y aumenta la expresién de
LC3B en lineas celulares de CCR. Células HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al quelante DFO a 300 uM y
metformina a 8 mM. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI y se observan
en color azul. Para evaluar la expresion de la proteina p62 y LC3B se utilizaron los anticuerpos primarios anti-p62 Abcam®
(ab109012) y anti-LC3B Novus Biologicals (NB61384) y como anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore A11037, el cual
permite observar a la proteina de color rojo. La barra blanca representa 25 micras de largo; (ST: células sin tratamiento).

72 horas

300 pM

4.2 CARACTERIZACION DEL EFECTO DEL FARMACO DECITABINA® EN LIiNEAS
CELULARES DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A DFO

Para evaluar si la Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) generaba un efecto en la proliferacion y
supervivencia de las lineas tumorales HCT116 y HT29 se realizaron ensayos de viabilidad usando las
concentraciones de 0,5, 1, 2, 3, 6 y 7,5 uM de este farmaco cada 24 horas durante un maximo de 72
horas (Figura 56A). Los resultados obtenidos en las dos lineas celulares mostraron una leve
disminucion de la viabilidad a medida que se utilizaban concentraciones crecientes del farmaco.

Posteriormente, se evaluo el efecto de la combinacion del tratamiento con 5-aza-2’-desoxicitidina
en presencia de DFO. Para ello se realizaron ensayos de viabilidad utilizando las concentraciones
anteriores, pero en presencia del quelante a una concentracién de 300 uM (figura 53B). En todos los
casos se observo que ambas lineas mostraban una mayor disminucion de la viabilidad celular a medida
que aumentaba la concentracion de este farmaco. Tanto en la linea celular HT29 como en la linea
HCT116 a partir de una concentracion de 6 uM del farmaco Decitabina® se observo que la proliferacion
fue considerablemente menor. Por ello, seleccionamos la concentracion de 6 uM para analizar el efecto
en la expresién de proteinas en ambas lineas celulares, asi como su morfologia.
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Figura 53. El tratamiento combinado de Decitabina® y DFO disminuye la proliferacion celular en lineas tumorales de
CCR. A) Evaluacién de la proliferacién celular al realizar el tratamiento Unico con Decitabina® durante 72 horas a diferentes
concentraciones. B) Evaluacién de la proliferacion celular al realizar el tratamiento combinado con Decitabina® y DFO. Los
datos representados corresponden a la media de tres réplicas y de tres experimentos independientes.

Con el fin de observar si ocurria un cambio en la morfologia celular con el tratamiento conjunto
DFO y Decitabina® se analizaron imagenes obtenidas mediante un microscopio 6ptico al exponer a
los cultivos celulares al quelante con el farmaco a una concentracion de 6 uM cada 24 horas hasta un
maximo de 72 horas.

El analisis de la morfologia celular de las dos lineas tumorales mostré que al pasar las 48 horas
en la linea HCT116 se observaba la presencia de prolongaciones finas y extension del citoplasma,
mientras que, en las células HT29 se observaron prolongaciones mas engrosadas y la pérdida de su
morfologia hexagonal. Por ultimo, a las 72 horas habia mayor cantidad de células muertas en la linea
HT29 que en la linea HCT116 (figura 54).
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Figura 54. El tratamiento conjunto Decitabina®-DFO genera cambios en la morfologia celular en las lineas tumorales
derivadas de CCR. Las imagenes muestran el cambio de la morfologia celular durante 72 horas de tratamiento

4.2.1 EVALUACION DE LA RESPUESTA A HIPOXIA EN LINEAS TUMORALES DE CCR
TRATADAS CON DECITABINA® Y DFO

Con el fin de analizar si el tratamiento con Decitabina® generaba un cambio en la expresion de
la proteina HIF-1q, las células fueron tratadas con el farmaco a concentracién 6 UM y en presencia de
DFO durante 24, 48 y 72 horas, ademas, para analizar si ocurria variacion en la muerte celular debido
al tratamiento se evalué la expresion de la proteina PARP en los mismos rangos de tiempo.

El estudio de la expresién de HIF-1a mostré un aumento progresivo tras 72 horas de tratamiento
en las dos lineas celulares (figura 55A). Los resultados de la cuantificacién indicaron que a partir de
las 48 horas en tratamiento el aumento en la expresion de HIF-1a fue estadisticamente significativo en
las dos lineas tumorales (figura 55A). Al realizar el estudio de la proteina PARP se observo que en las
dos lineas celulares aumento significativamente su expresion a partir de las 48 horas de tratamiento,
lo cual progreso significativamente al pasar las 72 horas (figura 55A).

Posteriormente, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con el fin de corroborar la
expresion de la proteina HIF-1a y observar su localizacion. Estos ensayos se realizaron tras 72 horas
de tratamiento con DFO y Decitabina®.

En la figura 55B se muestran imagenes de las inmunofluorescencias realizadas bajo las
condiciones descritas anteriormente. Las células en normoxia (ST) mostraron baja expresion de HIF-
1q, la cual se ubica en el citoplasma exclusivamente. Sin embargo, en las imagenes de los cultivos en
tratamiento se pudo observar que esta proteina se acumulaba tanto en el citoplasma como en los
nucleos de las células (figura 55B).
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Figura 55. El tratamiento Decitabina®-DFO incrementa la expresiéon de HIF-1a en lineas celulares de CCR. A) Western
blot de las proteinas HIF-1a y PARP al trascurrir 24, 48 y 72 horas las lineas tumorales en tratamiento con DFO a 300 uM y
5-aza-2’-desoxicitidina a 6 uM. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de carga.En las graficas se observa los
valores de la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas a partir del promedio de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p
< 0,01 vs control (ST). B) Células HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al DFO a 300 uM y Decitabina® a 6 uM. Las
imagenes de inmunofluorescencia muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI y se observan en color azul. Para evaluar
la expresion de la proteina HIF-1a se utilizé el anticuerpo primario Anti HIF-1a Abcam® (ab113642) y el anticuerpo secundario
Alexa fluor Millipore AP307P, el cual permite observar a la proteina de color verde. La barra blanca representa 25 micras de
largo; (ST: células sin tratamiento).
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4.2.2 EXPRESION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN LA AUTOFAGIA EN LINEAS
CELULARES DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A DFO Y DECITABINA®

Para analizar el efecto de la Decitabina® sobre la autofagia en condiciones hipdxicas se evalué
la expresion de las proteinas Beclin1, BNIP3, mTOR, p62, LC3Bl/Il, y ATG5 en las lineas celulares
HCT116 y HT29 tratadas con el farmaco a una concentracion de 6 uM en presencia de DFO durante
24,48 y 72 horas.

El estudio de expresidén de Beclin1 mostro que a partir de las 24 horas hay un aumento evidente
en la linea HCT116, mientras que en la linea HT29 la expresion se mantuvo practicamente igual a la
observadas al inicio del tratamiento. Sin embargo, la cuantificacién de la expresion mostraba que en
las dos lineas celulares hubo un aumento de la expresion significativo a partir de las 48 horas, el cual
incremento significativamente en la linea HCT116 tras 72 horas horas de tratamiento (figura 56A).

El estudio de expresién de BNIP3 mostré que en las dos lineas celulares hubo un aumento de
expresion dependiente del tiempo de tratamiento (figura 56A). La cuantificacion reflejéo que la linea
HCT116 mostraba el doble de expresién de BNIP3 comparada con la linea HT29. Sin embargo, el
aumento en la expresion de dicha proteina en la linea HT29 fue estadisticamente significativo a partir
de las 48 horas (figura 56A).

En el caso del estudio de la proteina mTOR, se observd la disminucién progresiva de su
expresion en las dos lineas celulares (figura 56B). Los resultados de la cuantificacion mostraron que
en la linea HCT116 la disminucion de la expresion de mTOR fue estadisticamente significativa a partir
de las 48 horas de tratamiento, mientras que en la linea HT29 fue a partir de las 24 horas, ademas,
tras 72 horas la expresion de la proteina fue casi nula en la linea HT29 (figura 56B).
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Figura 56. Expresion de las proteinas Beclin1, BNIP3 y mTOR en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO y
Decitabina®. A) Western blot mostrando la expresién de las proteinas Beblin1 y BNIP3 de extracciones proteicas
provenientes de lineas celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas al quelante DFO a 300 uyM y Decitabina® a 6 pM. En
todos los casos la proteina B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de las dos
proteinas anteriores. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05
y **p < 0,01 vs control (ST). B) Western blot mostrando la expresién de la proteina mTOR de extracciones proteicas
provenientes de lineas celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas al quelante DFO a 300 uM y Decitabina a 6 yM. En
todos los casos la proteina -actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de la
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proteina anterior. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y
**n < 0,01 vs control (ST)

Al analizar la expresion de las proteinas p62, LC3BI/Il y ATG5, observamos que la proteina p62
en la linea HCT116 presenté un leve aumento de la expresion a las 24 horas de tratamiento y
posteriormente disminuyd hasta inhibirse casi totalmente. Por su parte, en la linea HT29 la expresién
de p62 fue disminuyendo significativamente hasta la inhibicion total de la misma a las 72 horas (figura
57).

La expresion de las isoformas LC3BI/Il ocurria de forma dependiente al tiempo de exposicion de
las células al tratamiento (figura 57). Sin embargo, en la linea HCT116 el aumento fue significativo a
partir de las 48 horas bajo mientras que en la linea HT29 fue a partir de las 24 horas (figura 57).

Por ultimo, se analizé la variacion de la expresion de la proteina ATG5. Como se puede observar
en la figura 57, el aumento de la expresion de esta proteina en las dos lineas celulares fue progresivo.
En las graficas se refleja que el aumento observado en las dos lineas celulares fue significativo tras 72
horas de tratamiento.

i - HT29
£ 100
HCT116 HT29 ™ £ w0
ST 24 48 72 _(horas) ST 24 72 horas}é & ;“‘ *
y i ERY J:
- p62 - - 5 22 *k
s o ‘ﬂ. 0 e o
- (horas) ST 24 48 2 {horas)
- . o] T
P £ *
5 g0 B *
LC3BI H £ * ]
Lc3pl [ S . i ™ I
g
" ST 24 48 72 (horas) T 24 48 72 (horas)
al | ,_.m
% S700
— o i |
Ss00 *
fo :
Ssm0
{5200
g

g

]

st 2 a8 72 (horas) st 2 a8 72 (horas)

Figura 57. Expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 de lineas tumorales de CCR en presencia de DFO y
Decitabina®. Western blot que muestra la expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 a partir de extracciones proteicas
provenientes de lineas celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas en presencia de 300 yM de DFO y 6 uM de Decitabina®.
En todos los casos la proteina B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresién de las
tres proteinas anteriores. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p <
0,05y **p < 0,01 vs control (ST).
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Posteriormente, se realizaron los ensayos de inmunofluorescencia en las dos lineas tumorales
para analizar la expresion y localizacion de las proteinas p62 y LC3B. Estos ensayos se realizaron una
vez que las lineas celulares permanecieran 72 horas tratadas con Decitabina® y en presencia de DFO.

En la figura 58 se pudo apreciar que en las dos lineas tumorales en normoxia (ST) la expresién
de p62 fue mayoritariamente en todo el citoplasma y en algunas células en el nucleo. En los cultivos
en tratamiento se observo la inhibicion total de su expresion en algunas células y en otras una leve
acumulacion alrededor del nucleo. En el caso de la proteina LC3B, la expresion fue casi nula en las
células que permanecieron en normoxia (ST). Por su parte, en las células tratadas, la expresion de
LC3B aumentd considerablemente (figura 68). En estas se observé acumulacion principalmente en el
citoplasma y en el nucleo (figura 58).

P62 LC3B
HCT116 HT29 HCT116 HT29

Figura 58. El tratamiento conjunto de Decitabina® y DFO disminuye la expresiéon de p62 y aumenta la expresion de
LC3B en lineas celulares de CCR. Células HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al quelante DFO a 300 uM y
Decitabina a 6 yM. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran los nucleos celulares tefidos con DAPI y se observan en
color azul. Para evaluar la expresion de la proteina p62 y LC3B se utilizaron los anticuerpos primarios Anti-p62 Abcam®
(ab109012) y Anti-LC3B Novus Biologicals (NB61384) y como anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore A11037, el cual
permite observar a la proteina de color rojo. La barra blanca representa 25 micras de largo; (ST: células sin tratamiento).
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4.3 CARACTERIZACION DEL EFECTO DEL FARMACO CLOROQUINA EN LiNEAS
CELULARES DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A DFO

Las lineas celulares derivadas de CCR (HCT116 y HT29) se incubaron al tratamiento con el
farmaco inhibidor de la autofagia, cloroquina. El crecimiento y la supervivencia celular en respuesta al
tratamiento unico con este farmaco se evalué mediante ensayos de viabilidad usando las
concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100 y 150 uM cada 24 horas durante un maximo de 72 horas (figura
59A).

Al analizar los resultados obtenidos se pudo observar que la proliferacion en ambas lineas
celulares disminuye de forma dependiente al aumento de la concentracion de cloroquina. Ademas, se
aprecio que la concentracion a la cual disminuye mayormente la proliferacién celular en las dos lineas
tumorales fue a 75 uM.

Posteriormente, se evaludé el efecto de la combinacién del tratamiento con cloroquina en
presencia de DFO. Para esto, se realizaron ensayos de viabilidad utilizando las mismas
concentraciones que en el ensayo anterior, pero en presencia de DFO a una concentracién de 300 uM
(figura 59B).

En todos los casos se observo que ambas lineas mostraron mayor disminucion de la viabilidad
celular a medida que aumentaba la concentracion de este farmaco con respecto a los ensayos
anteriores. Es importante destacar que a partir de 25 yM no se observé proliferacion celular en las dos
lineas tumorales. Es por ello que se selecciond esta concentracion para analizar el efecto de este
tratamiento en la morfologia celular, expresion de proteinas de respuesta a hipoxia y en el proceso de
autofagia.
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Figura 59. El tratamiento combinado de cloroquina y DFO disminuye la proliferacion celular en lineas tumorales de
CCR. A) Evaluacion de la proliferacion celular al realizar el tratamiento Unico con cloroquina durante 72 horas a diferentes
concentraciones. B) Evaluacion de la proliferacion celular al realizar el tratamiento combinado con cloroquina y DFO. Los
datos representados corresponden a la media de tres réplicas y de tres experimentos independientes.

Con el fin de observar si ocurria un cambio en la morfologia celular con el tratamiento combinado
cloroquina y DFO analizamos imagenes mediante un microscopio optico a los cultivos que fueron
expuestos a DFO y tratados con el farmaco a una concentracién de 25 yM cada 24 horas hasta un
maximo de 72 horas.

Al comparar las imagenes obtenidas en aquellos cultivos que permanecieron en normoxia con
aquellas tomadas a las 24 horas se pudo apreciar que en la linea celular HCT116 presenté diferentes
caracteristicas como la presencia de finas prolongaciones, extension del citoplasma, y vesiculas muy
pequefias dentro de las células (figura 60). Por su parte, la linea celular HT29 presento otros rasgos
diferentes como la pérdida de su morfologia hexagonal, prolongaciones del citoplasma mas gruesas
que las observadas en la linea HCT116 y multiples vesiculas en el citoplasma celular. Estas
caracteristicas se mantuvieron al pasar las 48 horas de tratamiento. Sin embargo, a las 72 horas la
cantidad de células en las dos lineas fue menor a la observada al inicio, observandose mayor cantidad
de células muertas en la linea HCT116 que en la linea HT29. Por ultimo, en la linea HT29 se observaron
prolongaciones citoplasmaticas mas finas que las observadas a las 48 horas de tratamiento (figura 60).
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Figura 60. El tratamiento conjunto cloroquina y DFO genera cambios en la morfologia celular en las lineas tumorales
derivadas de CCR. Las imagenes muestran el cambio de la morfologia celular durante 72 horas de tratamiento.

4.3.1 EVALUACION DE LA RESPUESTA A HIPOXIA EN LINEAS TUMORALES DE CCR
TRATADAS CON CLOROQUINAY DFO

Para analizar si el efecto del tratamiento combinado de la cloroquina y DFO generaba un
cambio en la proteina HIF-1a se evalud su expresion. Para ello, las células fueron tratadas con el
farmaco a concentracion de 25 uM y en presencia de DFO durante 24, 48 y 72 horas. Ademas, para
observar si ocurria variacién en la muerte celular por el tratamiento se evalud la expresion de la
proteina PARP en los mismos rangos de tiempo.

La expresion de HIF-1a aumentd progresivamente transcurridas las 72 horas de tratamiento en
la linea celular HT29, el cual fue significativo a partir de las 48 horas, mientras que en la linea celular
HCT116 no se logro apreciar un cambio significativo hasta las 48 horas (figura 61).

Al evaluar la expresion de la proteina PARP se observé un aumento progresivo de la expresion
hasta las 72 horas de tratamiento en las dos lineas celulares. Al cuantificar su expresion se pudo ver
que el aumento fue significativo a partir de las 48 horas en las dos lineas celulares. Al pasar las 72
horas de tratamiento el incremento fue estadisticamente mayor en la linea HCT116 (figura 61).
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Figura 61. Expresion de las proteinas HIF-1a y PARP. Western blot de las proteinas HIF-1a y PARP al trascurrir 24, 48 y
72 horas las lineas tumorales en tratamiento con DFO a 300 uM y cloroquina a 25 uM. En todos los casos la proteina B-actina
fue el control de carga. En las graficas se observa los valores de la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas a partir
del promedio de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Posteriormente, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con el fin de corroborar la
expresion de la proteina HIF-1a y observar su localizacidon. Estos ensayos se realizaron después de que
los cultivos permanecieran 72 horas en presencia de DFO y bajo una concentracion de 25 uM de
cloroquina. En la figura 62 se muestran imagenes obtenidas de inmunofluorescencias en las cuales se
observo que los cultivos que permanecieron en normoxia durante 72 horas la expresion de la proteina
HIF-1a es baja. Sin embargo, en las imagenes obtenidas a partir de los cultivos en tratamiento hay
mayor se aprecia mayor expresion de la proteina, la cual e acumula mayoritariamente en el citoplasma.
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Figura 62. El tratamiento cloroquina y DFO incrementa la expresion de HIF-1a en lineas celulares de CCR. Células
HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al DFO a 300 uyM y cloroquina a 25 yM. Las imagenes de inmunofluorescencia
muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI y se observan en color azul. Para evaluar la expresion de la proteina HIF-
1a se utilizé el anticuerpo primario Anti HIF-1a Abcam® (ab113642) y el anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore AP307P,
el cual permite observar a la proteina de color verde. La barra blanca representa 25 micras de largo; (ST: células sin
tratamiento).

4.3.2 EXPRESION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN LA AUTOFAGIA EN LINEAS CELULARES
DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A DFO Y DECITABINA

Para analizar el efecto de la cloroquina sobre la autofagia en condiciones hipdxicas se analizé la
expresion de las proteinas Beclin1, BNIP3, mTOR, p62, LC3B, y ATG5 en las lineas celulares HCT116
Y HT29 tratadas con el farmaco a 25 yM y DFO a 300 uM durante 24, 48 y 72 horas. Ademas, se
estudio por inmunofluorescencia la expresion y la localizacion de las proteinas p62 y LC3B.

El estudio de expresion de Beclin1 mostré que las dos lineas tumorales presentaban un aumento
progresivo de la expresion de dicha proteina. La cuantificacion de la expresién indicd que el aumento
fue significativo a partir de las 48 de tratamiento en la linea HCT116, mientras que en la linea HT29
fue alas 72 horas (figura 63).

El estudio de la expresion de BNIP3 mostré que las dos lineas tumorales presentaban un
aumento progresivo de la expresion de la proteina que solo fue significativo a partir de las 48 horas en
tratamiento (figura 63).
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En el caso del estudio de la proteina mTOR, se observé que no hubo disminucién significativa
de la expresién hasta las 72 horas de tratamiento en las dos lineas tumorales (figura 64)
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Figura 63. Expresion de las proteinas Beclin1 y BNIP3 en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO y cloroquina.
Western blot mostrando la expresién de las proteinas Beblin1 y BNIP3 de extracciones proteicas provenientes de lineas
celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas al quelante DFO a 300 uM y cloroquina a 25 yM. En todos los casos la proteina
B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas anteriores. Los
valores se obtuvieron a partir del promedio de expresién proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05 y **p < 0,01 vs control
(ST).
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Figura 64. Expresion de la proteina mTOR en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO y cloroquina. Western blot
mostrando la expresién de la proteina mTOR de extracciones proteicas provenientes de lineas celulares expuestas durante
24, 48 y 72 horas al quelante DFO a 300 uM y cloroquina a 25 uM. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de
carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresién de la proteina anterior. Los valores se obtuvieron a partir del
promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Posteriormente, se evalud la expresion de las proteinas p62, LC3BI/Il y ATGS. Los resultados
obtenidos mediante western blot refleja que la expresion p62 disminuye significativamente a partir de
las 48 horas de tratamiento en las dos lineas celulares (figura 65).

Los resultados obtenidos de la expresion de las isoformas LC3BI/Il en las dos lineas tumorales
evidenciaron el aumento de la expresion de la isoforma Il de forma dependiente al tiempo de exposicion
de las células al tratamiento, mientras que la isoforma | no elevd considerablemente su expresion
(figura 65). La cuantificacion de la expresion de LC3B reflejo que en la linea HCT116 el aumento
observado fue estadisticamente significativo a partir de las 24 horas, mientras que en la linea HT29
ocurrié a partir de las 48 horas de tratamiento (figura 65).

La expresion de la proteina ATG5 aumento en las dos lineas celulares estudiadas a partir de las
24 horas bajo tratamiento, sin embargo, al transcurrir las 72 horas el aumento de su expresion fue
considerablemente mayor. En las graficas se refleja que el aumento de expresion observado fue
estadisticamente significativo a partir de las 48 horas en las dos lineas tumorales (figura 65).
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Figura 65. Expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 de lineas tumorales de CCR en presencia de DFO y
cloroquina. Western blot que muestra la expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 a partir de extracciones proteicas
provenientes de lineas celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas en presencia de 300 yM de DFO y 25 uM de cloroquina.
En todos los casos la proteina B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresién de las
tres proteinas anteriores. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p <
0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Posteriormente, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en las dos lineas tumorales para
observar la expresion y localizacion de las proteinas p62 y LC3B al ser tratadas con cloroquina y DFO.
Estos ensayos se realizaron después de que ambas lineas celulares permanecieran 72 horas en

tratamiento.
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Figura 66. El tratamiento conjunto de cloroquina y DFO disminuye la expresiéon de p62 y aumenta la expresion de
LC3B en lineas celulares de CCR. Células HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al quelante DFO a 300 uM y
cloroquina a 25 pM. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran los nucleos celulares teflidos con DAPI y se observan
en color azul. Para evaluar la expresion de la proteina p62 y LC3B se utilizaron los anticuerpos primarios Anti-p62 Abcam®

(ab109012) y Anti-LC3B Novus Biologicals (NB61384) y como anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore A11037, el cual
permite observar a la proteina de color rojo. La barra blanca representa 25 micras de largo; (ST: células sin tratamiento).

En la figura 66 se puede apreciar que en las dos lineas tumorales sin tratamiento la proteina p62
se localiza mayoritariamente en el citoplasma y en algunas células se observan acumulaciones en el
nucleo. En las imagenes de las inmunofluorescenias de las células en tratamiento se pudo distinguir
que la expresién de la proteina disminuye con respecto a las células no tratadas al pasar las 72 horas
pero no es inhibida totalmente, ademas se observa acumulaciones en el citoplasma.

En el caso de las proteinas LC3BI/Il, la expresion fue nula en las células que permanecieron en
normoxia (figura 66). Por su parte, las células tratadas, la expresion de LC3BI/Il aumentd
considerablemente. En estas se observd acumulacion de dicha proteina principalmente en el
citoplasma y en algunas células en el nucleo (figura 66).
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4.4 CARACTERIZACION DEL EFECTO DEL FARMACO PANOBINOSTAT® (LBH589) EN
LINEAS CELULARES DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A DFO

Para evaluar si el tratamiento con Panobinostat® (LBH589) generaba un efecto en la proliferacién
y supervivencia de las lineas tumorales HCT116 y HT29 se realizaron ensayos de viabilidad usando
las concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100 y 150 nM de este farmaco cada 24 horas durante un maximo
de 72 horas.

Al analizar los resultados obtenidos se pudo observar que la proliferacion de estas lineas
celulares disminuye de forma dependiente al aumento de la concentracion de Panobinostat®. Ademas,
se pudo observar que en la linea tumoral HCT116 a partir de una concentracion de 75 nM la
proliferacion celular fue minima, mientras que en la linea HT29 fue a 100 nM (figura 67A).

Posteriormente, se evalud el efecto de la combinacién del tratamiento con Panobinostat® y DFO.
Para esto, se realizaron ensayos de viabilidad utilizando las mismas concentraciones del ensayo
anterior, pero en presencia del quelante a una concentracion de 300 uM.

HCT116 HT29
1400 1400
— CONTROL
1200 —— CONTROL il
100
z
= 1000 il g 1000
g 25 nM - BM
s g
800 £ 800
£ 50 nM F -
= 2
a
£ 600 ——75nM - 600 —750M
®
— 1000M —— 10001
400 400 1
——150nn I I ——1500M
+ oh
e ” e ——
0 0
o 24 a8 73  HORAS 0 2 a8 - A
HCT11le
1400 HT29
1400
1200
—— CONTROL 5 —CcONTROL
i 10nM - 10nM
z & 1000
2 25nM g 25nM
Z 800 E o0
£ 50 nM & 500M
£ =
8 600 g
- 750M £ s00 750M
®
= -
200 100nM s — 1008M
—t i
10mry = a ——150 M
200 3 200 = =
= ———
‘___q Fﬂ
2 HORAS 0
0 24 a8 72 0 2 a8 72 HORAS

Figura 67. El tratamiento combinado de LBH589 y DFO disminuye la proliferacion celular en lineas tumorales de CCR.
A) Evaluacion de la proliferacion celular al realizar el tratamiento Unico con LBH589 durante 72 horas a diferentes
concentraciones. B) Evaluacion de la proliferacion celular al realizar el tratamiento combinado con LBH589 y DFO. Los datos
representados corresponden a la media de tres réplicas y de tres experimentos independientes
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En todos los casos se observo que el tratamiento combinado generaba mayor disminucion de la
viabilidad celular a medida que aumentaba la concentracién de Panobinostat®, observandose que a
partir de 50 nM no habia proliferacion celular en las dos lineas tumorales (figura 67B). Es por ello que
seleccionamos la concentracion de 50 nM del farmaco para analizar el efecto en la morfologia de las
células, asi como en la expresion de proteinas autofagicas y de respuesta a hipoxia.

Para observar si ocurria un cambio en la morfologia celular al tratar las células con LBH589 y
DFO se tomaron imagenes utilizando un microscopio 6ptico a los cultivos que fueron expuestos al
quelante y tratados con el farmaco a una concentracion de 50 nM cada 24 horas hasta un maximo de
72 horas.

HCT116 HT29

24

ST horas

horas horas horas horas

Figura 68. Células tumorales derivadas de CCR tratadas con los farmacos LBH589 y DFO. Las fotografias muestran
imagenes representativas obtenida a través de microscopia optica cada 24 horas hasta un maximo de 72 horas.

Al comparar las imagenes obtenidas al inicio del ensayo con aquellas tomadas cada 24 horas
se pudo apreciar que se modifica la morfologia celular en las dos lineas tumorales. Al pasar las 48
horas, se pudo apreciar que las células HCT116 presentaban prolongaciones finas, extensiéon del
citoplasma y vesiculas muy pequefas dentro de las mismas, ademas, tras 72 horas de tratamiento se
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observd mayor cantidad de células muertas (figura 68). Por su parte, la linea celular HT29 a partir de
las 24 horas presento pérdida de su morfologia hexagonal, prolongaciones del citoplasma mas gruesas
que las vistas en la linea HCT116 y multiples vesiculas en el citoplasma celular. Las caracteristicas
observadas en cada linea se mantuvieron al pasar las 48 horas de tratamiento, pero la cantidad de
células fue menor. Al pasar las 72 horas, se observd mayor cantidad de células muertas en la linea
HT29 que en la linea HCT116, ademas, las prolongaciones citoplasmaticas gruesas, que se
observaron en la linea HT29 se tornaron mas finas, semejantes a las observadas en la linea HCT116
(figura 68).

4.41 EVALUACION DE LA RESPUESTA A HIPOXIA EN LINEAS TUMORALES DE CCR
TRATADAS CON PANOBINOSTAT® (LBH589) Y DFO

Para analizar si el efecto del tratamiento con Panobinostat® generaba un cambio en la proteina
HIF-1a se evalud su expresion mediante wertern blot. Para ello, las células fueron tratadas con el
farmaco a 50 nM y en presencia de DFO durante 24, 48 y 72 horas. Para observar si ocurria variacion
en la muerte celular por el tratamiento, se estudio la expresion de la proteina PARP en los mismos
rangos de tiempo.

La expresién de HIF-1a en la linea HCT116 no cambié hasta las 48 horas de tratamiento, donde
se observé un aumento en la expresion de la proteina y fue significativamente mayor a las 72 horas.
En la linea celular HT29, se pudo apreciar el aumento progresivo de la proteina durante todo el ensayo,
el cual fue significativo a partir de las 48 horas de tratamiento (figura 69).

Al evaluar la expresion de la proteina PARP se observd que en las dos lineas celulares el
incremento de esta proteina fue significativo a partir de las 48 horas de tratamiento (figura 69).
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Figura 69. Expresion de las proteinas HIF-1a y PARP. Western blot de las proteinas HIF-1a y PARP al trascurrir 24, 48 y
72 horas las lineas tumorales en tratamiento con DFO a 300 uM y LBH589 a 50 nM. En todos los casos la proteina B-actina
fue el control de carga. En las graficas se observa la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas a partir del promedio

de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron después de que los cultivos permanecieran
72 horas en presencia de DFO y bajo una concentracion de 50 nM de Panobinostat®.

120



RESULTADOS

HIF-1o

HCT116 HT29

ST

72 horas

DFO 300 uMm
Cloroquina
25 uM

Figura 70. El tratamiento LBH589 y DFO incrementa la expresiéon de HIF-1a en lineas celulares de CCR. Células
HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al DFO a 300 pM y LBH589 a 25 pM. Las imagenes de inmunofluorescencia
muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI y se observan en color azul. Para evaluar la expresion de la proteina HIF-
1a se utilizo el anticuerpo primario Anti HIF-1a Abcam® (ab113642) y el anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore AP307P,
el cual permite observar a la proteina de color verde. La barra blanca representa 25 micras de largo; (ST: células sin
tratamiento).

En la figura 70 se muestran imagenes de las dos lineas celulares que permanecieron en
condiciones normales (ST) durante 72 horas, en estas se observa muy poca expresién de la proteina
HIF-1q, la cual se encuentra ubicada exclusivamente en el citoplasma. En las imagenes obtenidas a
partir de los cultivos en tratamiento se puede observar que en las dos lineas celulares la proteina se
acumula de forma uniforme tanto en el citoplasma como en los nucleos de las células
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4.42EXPRESION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN LA AUTOFAGIA EN LINEAS
TUMORALES DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A DFO EN TRATAMIENTO CON
PANOBINOSTAT®

Para analizar el efecto del tratamiento combinado entre el Panobinostat® y el DFO sobre la
autofagia se estudio la expresién de las proteinas Beclin1, BNIP3, mTOR, p62, LC3BI/Il, y ATG5 en
las lineas celulares HCT116 Y HT29 tratadas con DFO a 300 uM y de dicho farmaco a 50 nM durante
24,48 y 72 horas.

El estudio de expresion de Beclin1 mostré que en las dos lineas celulares no hubo variacién
significativa en la expresion de la proteina hasta las 48 horas de tratamiento. Sin embargo, en la linea
HCT116 hubo mayor incremento a las 72 horas, mientras en la linea HT29 permanecio estable (figura
71).

Al evaluar la expresién de BNIP3 frente a este tratamiento se observoé que las dos lineas
tumorales presentaban un aumento progresivo de la expresion de la proteina. Es importante destacar
que este incremento fue mucho mayor en la linea HT29 (figura 71). La cuantificacién de la expresion
reflejé que en las dos lineas celulares el incremento de la proteina fue estadisticamente significativo a
partir de las 24 horas (figura 71).
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Figura 71. Expresion de las proteinas Beclin1 y BNIP3 en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO y LBH589.
Western blot mostrando la expresion de las proteinas Beblin1 y BNIP3 de extracciones proteicas provenientes de
lineas celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas al quelante DFO a 300 yM y LBH589 a 50 nM. En todos los
casos la proteina B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de las dos
proteinas anteriores. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes,
*p <0,05y **p < 0,01 vs control (ST).
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Al evaluar la expresion de la proteina mTOR se observé que en la linea HCT116 no hubo
variaciéon significativa hasta pasar las 72 horas bajo tratamiento, mientras que en la linea HT29
disminuy6 progresivamente durante todo el ensayo, lo cual fue significativo a partir de las 48 horas de
tratamiento (figura 72).
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Figura 72. Expresiéon de la proteina mTOR en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO y LBH589. Western blot
mostrando la expresion de la proteina mTOR a partir de extracciones proteicas provenientes de lineas celulares expuestas
durante 24, 48 y 72 horas al quelante DFO a 300 uM y a LBH589 a 50 nM. En todos los casos la proteina -actina fue el
control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de la proteina anterior. Los valores se obtuvieron a
partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Posteriormente, se evalud la expresion de las proteinas p62, LC3BI/Il y ATGS. Los resultados
obtenidos reflejaron que la proteina p62 en la linea HCT116 no presento variacion hasta las 72 horas
en tratamiento, cuando se observd la disminucion significativa de la expresién de la proteina. Sin
embargo, en la linea HT29 la expresion de esta proteina disminuy6 progresivamente hasta culminar
las 72 horas en tratamiento, lo cual fue significativo a partir de las 48 horas (figura 82).

Luego se evalué la variacion de la expresion de las proteinas LC3BI/Il. Los resultados reflejaron
que el aumento de la expresion ocurria de forma dependiente al tiempo de exposicion de las células
al tratamiento. No obstante, en la linea HCT116 se observd el aumento en la expresion de las dos
isoformas, mientras que en la linea HT29 se observé la disminucion en la expresion de la isoforma
LC3BI y el aumento de LC3BII (figura 73). Al analizar la cuantificacion proteica se pudo observar que
el aumento en la expresién de LC3B fue estadisticamente significativo a partir de las 24 horas en la
linea HCT116, mientras que en la linea HT29 fue a partir de las 48 horas. (figura 73).
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Por ultimo, se analizé la variacion de la expresion de la proteina ATG5 y se observo que el
incremento de esta proteina en las dos lineas celulares fue a partir de las 24 horas de tratamiento, lo
cual fue significativo a partir de las 48 horas (figura 73).
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Figura 73. Expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 de lineas tumorales de CCR en presencia de DFO y LBH589.
Western blot que muestra la expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 a partir de extracciones proteicas provenientes de
lineas celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas en presencia de 300 yM de DFO y 50 nM de LBH589. En todos los
casos la proteina B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresién de las tres proteinas
anteriores. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p <

0,01 vs control (ST).

Posteriormente, se realizaron los ensayos de inmunofluorescencia en las dos lineas tumorales
con el fin de analizar la expresion y localizacion de las proteinas p62 y LC3B al ser tratadas con
Panobinostat® a 50 nM y DFO a 300uM. Estos ensayos se realizaron una vez que las lineas células
permanecieran 72 horas tratadas con estos dos farmacos.

En la figura 74 se pudo apreciar que en las imagenes de inmunoflorescencia la expresion de p62
fue en todo el citoplasma en las dos lineas tumorales sin tratamiento, sin embargo, en las imagenes
de las células tratadas durante 72 horas la expresion de la proteina fue mucho menor en las dos lineas
tumorales, solo se pudo diferenciar pequenas acumulaciones de p62 alrededor del nucleo en algunas

células.

En el caso de las proteinas LC3BI/Il, no se observé expresion de las isoformas en la mayoria de
las células que permanecieron en condiciones normales, mientras que, en las células expuestas al
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tratamiento, la expresion de LC3BI/Il aumentd de forma significativa y se observo principalmente en el
citoplasma (figura 83).
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Figura 74. El tratamiento conjunto de LBH589 y DFO disminuye la expresiéon de p62 y aumenta la expresion de LC3B
en lineas celulares de CCR. Células HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al quelante DFO a 300 uM y LBH589 a
50 nM. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran los nucleos celulares tefiildos con DAPI y se observan en color azul.
Para evaluar la expresion de la proteina p62 y LC3B se utilizaron los anticuerpos primarios Anti-p62 Abcam® (ab109012) y
Anti-LC3B Novus Biologicals (NB61384) y como anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore A11037, el cual permite observar
a la proteina de color rojo. La barra blanca representa 25 micras de largo; (ST: células sin tratamiento).

4.5 CARACTERIZACION DEL EFECTO DEL FARMACO PACLITAXEL EN LINEAS
CELULARES DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A DFO

Para evaluar si el farmaco paclitaxel generaba un efecto en la proliferacion celular en las lineas
tumorales HCT116 y HT29 se realizaron ensayos de viabilidad usando las concentraciones de 5, 10,
20, 30, 50 y 75 nM cada 24 horas durante un maximo de 72 horas (figura 75).

Al analizar los resultados se observo que en las dos lineas tumorales disminuia la proliferacion
celular a medida que se utilizaban concentraciones crecientes del farmaco.

Posteriormente, se evalud el efecto de la combinacion del tratamiento con paclitaxel y DFO. Para
ello se realizaron ensayos de viabilidad utilizando las mismas concentraciones anteriores, pero en
presencia de DFO a 300 uM. En este caso se observé mayor disminucion de la proliferacion celular en
las dos lineas tumorales en todas las concentraciones. Ademas, se pudo apreciar que al exponer las
células a la concentracion minima de paclitaxel (5 nM) no se observo proliferacion celular en las dos
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lineas celulares (figura 84), por ello, fue la concentracion elegida para llevar a cabo estudios de
morfologia, ciclo celular, expresion de proteinas e inmunofluorescencia en las dos lineas tumorales.
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Figura 75. El tratamiento combinado de paclitaxel y DFO disminuye la proliferaciéon celular en lineas tumorales de
CCR. A) Evaluacion de la proliferacion celular al realizar el tratamiento uUnico con paclitaxel durante 72 horas a diferentes
concentraciones. B) Evaluacion de la proliferacion celular al realizar el tratamiento combinado con paclitaxel y DFO. Los datos
representados corresponden a la media de tres réplicas y de tres experimentos independientes.

Para observar si ocurria un cambio en la morfologia celular al tratar las células con paclitaxel y
DFO se analizaron imagenes adquiridas mediante un microscopio 6ptico a los cultivos que fueron
expuestos a este tratamiento (DFO 300 uM y paclitaxel 5nM) cada 24 horas hasta un maximo de 72
horas.

Al comparar las imagenes cada 24 horas se pudo apreciar que la linea HCT116 no presento
cambios hasta pasar las 48 horas de tratamiento, cuando se observé que la mayoria de las células en
cultivo se encontraban muertas (figura 76). La linea celular HT29, al igual que la linea anterior, no
presento variacion en su morfologia pasadas las 24 horas, posteriormente, se observé mayor cantidad
de células muertas (figura 76).
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HCT116 HT29

Figura 76. Células tumorales derivadas de CCR tratadas con los farmacos paclitaxel y DFO. Las fotografias muestran
imagenes obtenidas a través de microscopia 6ptica cada 24 horas hasta un maximo de 72 horas.

4.51 EVALUACION DE LA RESPUESTA A HIPOXIA EN LINEAS TUMORALES DE CCR
TRATADAS CON PACLTAXEL Y DFO

Para analizar si el efecto del tratamiento conjunto de paclitaxel y DFO generaba un cambio en
la proteina HIF-1a se evalud su expresion. Para ello, las células fueron tratadas con el farmaco a 5 nM
y en presencia de DFO a 300 uM durante 24, 48 y 72 horas. Ademas, se analizé si ocurria variacion
en la muerte celular por el tratamiento realizado al estudiar la expresion de la proteina PARP en los
mismos rangos de tiempo.

Los resultados obtenidos muestran que en las dos lineas celulares el aumento de la expresion
de la proteina fue progresivo y dependiente de las horas en las condiciones descritas (figura 77). La
cuantificacion proteica de las dos proteinas reflejé que el aumento de la expresién en las dos lineas
tumorales fue estadisticamente significativo a partir de las 48 horas de tratamiento (figura 77).

Al evaluar la expresion de la proteina PARP se pudo apreciar el incremento significativo a partir
de las 24 horas de tratamiento. Es importante destacar que la expresion continué incrementando hasta
finalizar el ensayo (figura 77).
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Figura 77. Expresion de las proteinas HIF-1a y PARP. Western blot de las proteinas HIF-1a y PARP al trascurrir 24, 48 y
72 horas las lineas tumorales en tratamiento con DFO a 300 pM y paclitaxel a 5 nM. En todos los casos la proteina B-actina
fue el control de carga. En las graficas se observa la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas a partir del promedio
de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Ademas, a través de ensayos de inmunofluorescencia se observoé la expresion y localizacion de
la proteina HIF-1a. Estos ensayos fueron hechos luego de que los cultivos permanecieran 72 horas en
presencia de DFO y bajo una concentracién de 5 nM de paclitaxel.

En la figura 77 se muestran las imagenes obtenidas a partir de las inmunofluorescencias
realizadas posterior al tratamiento con paclitaxel y DFO. En ellas se puede observar que en los cultivos
que permanecieron en normoxia (ST) durante 72 horas expresan poco la proteina HIF-1a, la cual se
encuentra ubicada exclusivamente en el citoplasma. Sin embargo, en las imagenes obtenidas a partir
de los cultivos en tratamiento se puede apreciar que la proteina se acumula de forma uniforme en el
citoplasma.
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Figura 78. El tratamiento paclitaxel y DFO incrementa la expresion de HIF-1a en lineas celulares de CCR. Células
HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al DFO a 300 uyM y paclitaxel a 5 nM. Las imagenes de inmunofluorescencia
muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI y se observan en color azul. Para evaluar la expresién de la proteina HIF-
1a se utilizo el anticuerpo primario Anti HIF-1a Abcam® (ab113642) y el anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore AP307P,
el cual permite observar a la proteina de color verde. La barra blanca representa 25 micras de largo; (ST: células sin
tratamiento).

Debido a la elevada expresion de la proteina PARP y a la cantidad de células muertas
observadas en las imagenes de microscopia Optica, se realizé el estudio del ciclo celular con el
tratamiento combinado de paclitaxel y DFO a través de citometria de flujo.

En la figura 79 se observan los resultados obtenidos a partir del analisis del ciclo celular, en los
cuales se pudo observar que las dos lineas tumorales al ser tratadas con esta combinacion de
farmacos presentaban un aumento de la mortalidad celular al incrementar las horas de tratamiento. Al
transcurrir las 72 horas se observé que la linea HCT116 alcanzaba un 40% de muerte celular
(p=0.000), mientras que la linea celular HT29 un 45% (p=0.000).
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Figura 79. El tratamiento combinado de paclitaxel y DFO afecta el ciclo celular de las lineas tumorales derivadas de
CCR. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo de las lineas celulares de CCR en tratamiento con paclitaxel a 5 nM y
DFO a 300 uM. Los datos obtenidos se obtuvieron a partir de tres ensayos diferentes.

G0/G1

4.5.2 EXPRESION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN LA A2UTOFAGIA EN LINEAS TUMORALES
DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A DFO EN TRATAMIENTO CON PACLITAXEL

Para analizar el efecto de la combinacién del tratamiento de paclitaxel y el DFO sobre la autofagia
se valuo la expresion de las proteinas Beclin1, BNIP3, mTOR, p62, LC3Bl/lIl y ATG5 en las lineas
celulares HCT116 y HT29 tratadas con el farmaco paclitaxel a una concentracion de 5 nM en
combinacion con DFO a una concentracion de 300 uM durante 24, 48 y 72 horas.

Al evaluar la expresiéon de Beclin1 se pudo apreciar que en las dos lineas celulares no hubo
mayor cambio hasta pasar las 48 horas de tratamiento, cuando se observo el aumento significativo de
la expresion hasta pasar las 72 horas (figura 80).

En el caso de la proteina BNIP3, las dos lineas tumorales presentaban un aumento progresivo
de la expresion de la proteina. Es importante destacar que este incremento fue mayor en la linea HT29
(figura 80). La cuantificaciéon de la expresion reflejo6 que el incremento de la proteina fue
estadisticamente significativo a partir de las 24 horas en la linea HT29, mientras que en la linea
HCT116 fue a las 48 horas.
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Figura 80. Expresion de las proteinas Beclin1 y BNIP3 en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO y paclitaxel.
Western blot mostrando la expresion de las proteinas Beblin1 y BNIP3 de extracciones proteicas provenientes de lineas
celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas al quelante DFO a 300 uM y paclitaxel a 5 nM. En todos los casos la proteina
B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de las dos proteinas anteriores. Los
valores se obtuvieron a partir del promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control
(ST).

La expresion de la proteina mTOR en la linea HCT116 disminuy6 significativamente al pasar las
72 horas en tratamiento, mientras que en la linea HT29 se observd la inhibicion totalmente de su
expresion (figura 81). El analisis de la cuantificacion indicé que la disminucion de la expresion en la
linea HT29 fue significativa a partir de las 48 horas (figura 81).
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Figura 81. Expresion de la proteina mTOR en lineas tumorales de CCR expuestas a DFO y paclitaxel. Western blot
mostrando la expresion de la proteina mTOR de extracciones proteicas provenientes de lineas celulares expuestas durante
24,48 y 72 horas al quelante DFO a 300 uM y paclitaxel a 5 nM. En todos los casos la proteina B-actina fue el control de
carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de la proteina anterior. Los valores se obtuvieron a partir del
promedio de expresion proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p < 0,01 vs control (ST).

Los resultados obtenidos en las dos lineas celulares mediante western blot mostraron que la
proteina p62 disminuyd progresivamente su expresion hasta las 72 horas en tratamiento. Es importante
destacar que, en la linea HT29 se observd la inhibicion total de su expresion (figura 82). La
cuantificacion indicé que en la linea HCT116 la expresion de p62 fue estadisticamente menor al pasar
las 72 horas, mientras que en la linea HCT116 ocurri6 a partir de las 48 horas (figura 82).

En el caso de la expresion de las isoformas LC3BI/Il, los resultados observados reflejaron que el
aumento de la expresion ocurria de forma dependiente al tiempo de exposicién al tratamiento. No
obstante, las dos lineas tumorales presentaron el aumento progresivo de la isoforma LC3BII, mientras
que la isoforma LC3BI aumenté levemente su expresion a las 24 horas y posteriormente permanecio
estable hasta finalizar el ensayo (figura 82). Al analizar los datos obtenidos de la cuantificacion proteica
se pudo observar que el aumento en la expresion de LC3B fue estadisticamente significativo a partir
de las 48 horas en las dos lineas tumorales (figura 82).

En el caso de la expresion de la proteina ATG5, se pudo apreciar un aumento progresivo de esta
proteina en ambas lineas celulares, el cual fue significativo a partir de las 48 horas de tratamiento sin
embargo, al pasar las 72 horas este incremento de la expresion fue considerablemente mayor en la
linea tumoral HCT116 (figura 82)
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Figura 82. Expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 de lineas tumorales de CCR en presencia de DFO y pacltaxel.
Western blot que muestra la expresion de las proteinas p62, LC3B y ATG5 a partir de extracciones proteicas provenientes de
lineas celulares expuestas durante 24, 48 y 72 horas en presencia de 300 uM de DFO y 5 nM de paclitaxel. En todos los
casos la proteina B-actina fue el control de carga. Los graficos muestran la cuantificacion de la expresion de las tres proteinas
anteriores. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de expresién proteica de 3 ensayos diferentes, *p < 0,05y **p <
0,01 vs control (ST).

Posteriormente, se realizaron los ensayos de inmunofluorescencia en las dos lineas tumorales
con el fin de observar la expresion y localizacion de las proteinas p62 y LC3B al ser tratadas con
paclitaxel y DFO. Estos ensayos se realizaron una vez que las lineas celulares permanecieran 72 horas
tratadas con este farmaco en condiciones de hipoxia.

En la figura 83 se pudo apreciar que en las dos lineas tumorales sin tratamiento la expresién de
p62 fue mayoritariamente en todo el citoplasma, ademas se destaca parte de su expresion alrededor del
nucleo. En las imagenes de las células tratadas con estos dos farmacos se puede distinguir que la
expresion de la proteina fue mucho menor en las dos lineas tumorales al pasar las 72 horas en
tratamiento.

En el caso de las proteinas LC3BI/Il, no se observé expresion en la mayoria de las células que
permanecieron en normoxia (figura 83). Por su parte, las células tratadas, la expresiéon de LC3BI/II
aumenté de forma evidente (figura 83). En estas se observd acumulacion principalmente en el
citoplasma y el nucleo.
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Figura 83. El tratamiento conjunto de paclitaxel y DFO disminuye la expresiéon de p62 y aumenta la expresion de
LC3B en lineas celulares de CCR. Células HCT116 y HT29 expuestas durante 72 horas al quelante DFO a 300 uM y
paclitaxel a 5 nM. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI y se observan en
color azul. Para evaluar la expresion de la proteina p62 y LC3B se utilizaron los anticuerpos primarios Anti-p62 Abcam®
(ab109012) y Anti-LC3B Novus Biologicals (NB61384) y como anticuerpo secundario Alexa fluor Millipore A11037, el cual
permite observar a la proteina de color rojo. La barra blanca representa 25 micras de largo; (ST: células sin tratamiento).
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1. ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN GENES RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA EN
PACIENTES CON CCR ESPORADICO, SL Y PAF

La autofagia es un proceso altamente regulado necesario para la degradaciéon de proteinas de
vida larga y organulos. En los ultimos anos, el estudio de la autofagia ha sido implicado en la
patogénesis de multiples enfermedades, entre las que se incluyen enfermedades cardiacas,
infecciosas, inflamatorias, neurodegenerativas, obesidad, diabetes y cancer (139). El conocimiento de
los mecanismos moleculares que intervienen en el proceso autofagico comenzo con el descubrimiento
de los genes ATGs en levaduras. Estos genes participan en diferentes etapas de la ruta, forman parte
de importantes complejos y son clave en la induccion de la autofagia, en la formacion del autofagosoma
y en la fusion de éste con el lisosoma (140,141).

En nuestro trabajo hemos estudiado seis polimorfismos (SNPs) en cinco genes que codifican
proteinas implicadas en el proceso de autofagia, los cuales son ATG2B rs3759601, ATG5 rs2245214,
ATG10rs1864183, ATG16L1 rs2241880, NOD2 rs2066844 y NOD2 rs2066845, para evaluar el posible
papel de estas variantes en la susceptibilidad a padecer CCR esporadico, SL y PAF (Tablas 10, 11y
12).

El polimorfismo de ATG2B rs3759601 se encuentra ubicado en el exdén 25 y consiste en una
transversion de citosina por guanina en la posicion 4512 del DNA gendmico que genera la mutacion
missense p.Q1383E. En el estudio realizado no hemos encontrado diferencias significativas entre
pacientes con SL, PAF y CCR esporadico al ser comparados con la poblacién control. No obstante, se
ha descrito este polimorfismo como modulador de la susceptibilidad de otras enfermedades. Analisis
realizados en pacientes con cancer de cabeza y cuello mostré que el genotipo GG se relaciona con un
aumento de riesgo a padecer la enfermedad (142). Otras publicaciones han asociado diferentes
mutaciones en este gen con la predisposicion a padecer cancer colorrectal (143).

Es importante destacar que en mamiferos existen dos genes ATG2, los cuales presentan
funcionalidades redundantes y son fundamentales en la formacién del autofagosoma y la regulacion
de la morfologia, el tamano y la distribucion de los agregados lipidicos (144), por lo cual seria
importante evaluar otras variantes ubicadas en los dos genes que puedan influir en la predisposicion
al CCR.

El polimorfismo de ATG5 rs2245214 genera un cambio intrénico y ha sido previamente estudiado
en enfermedades como la tuberculosis, el lupus eritematoso, la enfermedad 6sea de Paget, el cancer
de tiroides no medular y el melanoma (145—-148). En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias
significativas entre los pacientes con SL, PAF, CCR esporadico y el grupo control. Este resultado ha
sido congruente con aquellos encontrados en la tuberculosis y en cancer de cabeza y cuello (142). No
obstante, en el estudio de lupus eritematoso, cancer de tiroides no medular y melanoma se relaciona
el alelo G con un aumento de riesgo a padecer la enfermedad. Debido a que esta mutacion intrénica
se ha relacionado con diferentes enfermedades, podria estar asociado a otro cambio exénico o con
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otro gen localizado en la proximidad no incluido en nuestro estudio. Es importe sefialar que, la proteina
ATG5 forma parte del complejo ATG12-ATG5-ATG16L1 y se encuentra involucrada en las primeras
etapas de formacién del autofagosoma (149).

El polimorfismo del gen ATG16L1 rs2241880 consiste en una transicién de adenina por guanina
que genera una sustitucion missense de treonina por alanina en la posicion 300 de la proteina
(p.T300A) (150), la cual se encuentra ubicada en un dominio de unioén a caspasa (151). Al comparar el
polimorfismo rs2241880 entre pacientes con SL, PAF y CCR esporadico con sujetos sanos, no hemos
encontrado diferencias significativas. Sin embargo, esta variante ha sido estudiada en otras
enfermedades, encontrandose relacionada con la susceptibilidad a desarrollar enfermedad dsea de
Paget (147), cancer gastrico (152), carcinoma de células escamosas de la cavidad oral (142) y
enfermedad de Crohn (152,153). En estos estudios la variante incrementa la secrecion de TNF-a e
IL1B promoviendo mayor inflamacion. Diferentes trabajos han descrito que esta variante puede generar
disminucion de la autofagia ya que es mas sensible a la accion de la caspasa 3, inflamacion cronica,
estado que incrementa la suceptibilidad hacia la enfermedad de Crohn (142). Sin embargo, otros
estudios sostienen que los heterocigotos GA y los homocigotos GG tienen menor riesgo a padecer
cancer gastrico y encuentran que ser portador del alelo G (Ala) protege frente a este tipo de cancer
(154). Otros estudios mantienen que los portadores del genotipo GG presentan una mayor
supervivencia y menor potencial metastasico de cancer colorrectal debido al incremento del Interferén
tipo | inducible, lo que conlleva a la mejora del prondstico del CCR (150).

El mecanismo por el cual el polimorfismo estudiado en ATG16L1 puede relacionarse con
enfermedades como el cancer no esta claro y existen estudios contradictorios, por lo que son
necesarios analisis mas exhaustivos y en nuestro caso, ampliar la muestra con un mayor niumero de
pacientes.

Por su parte, el polimorfismo del gen ATG10 rs1864183, consiste en un cambio de una citosina
por una timina en la posicion 929 del DNA gendmico, generando una mutacion de cambio de sentido
p.T212M (155). El analisis de nuestros resultados sugiere que no existen diferencias significativas entre
pacientes que padecen SL, PAF y CCR esporadico con respecto al grupo control. Analisis hechos en
pacientes diagnosticados con tuberculosis frente a este polimorfismo no encontraron diferencias
significativas. Sin embargo, se ha observado la asociacion de esta variante con la produccion de IL-8,
molécula clave de la respuesta inflamatoria, y que funciona como regulador positivo de la angiogénesis,
un proceso fundamental en el desarrollo del cancer (145). Estudios hechos en la enfermedad 6sea de
Paget han indicado que el alelo T se relacionaba con una disminucién del riesgo a padecer la
enfermedad (147). No obstante, otros estudios realizados en pacientes con cancer de laringe han
asociado el alelo T con mayor riesgo de desarrollar este tipo de cancer (142).

La proteina ATG10 es una enzima E2-like que permite la conjugacion de ATG5 con ATG12 para
que, posteriormente, éstas puedan formar el complejo ATG12-ATG5-ATG16L1 (156). El polimorfismo
estudiado genera un cambio catalitico en la proteina, que puede conllevar a la mala formacién de los
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autofagosomas. Debido a esto, las células no podrian degradar organelos dafiados y podria aumentar
el dafio en el DNA.

Por ultimo, estudiamos los polimorfismos del gen NOD2 rs2066845 y rs2066844. La primera
variante genera el cambio missense citosina por guanina en la posicién 2722 en el DNA gendmico,
generando la mutacion p.G908R; y la segunda genera un cambio de una citosina por timina en la
posicién 2104 en el DNA gendmico que produce la mutaciéon p.R702W. El estudio en pacientes con
SL, PAF y CCR esporadico no revelé diferencias estadisticamente significativas con el grupo control
en ninguna de las variantes estudiadas. Estos polimorfismos también se han evaluado en pacientes
diagnosticados con cancer gastrico sin observar asociaciones entre las variantes y la aparicién de la
enfermedad (157). Sin embargo, estas variantes se han asociado con la enfermedad de Crohn( 157),
colitis ulcerosa (159) y el cancer colorrectal, aunque en este ultimo caso hay informaciones
contradictorias respecto al alelo que aumenta la susceptibilidad (160). En un reciente meta-analisis en
el que se incluyen las variantes estudiadas en este trabajo se obseva una asociacion con el incremento
del riesgo de padecer cancer gastrointestinal. En el caso del polimorfismo rs2066844, los genotipos
CT y TT confieren mayor riesgo a padecer CCR, mientras que el polimorfismo rs2066845, los genotipos
CC y CG fueron asociados a mayor riesgo de padecer cancer gastrico (161).

Es importante destacar que la proteina NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain
containing 2) reconoce patdgenos microbianos a través de los dipéptidos de muramilo, que se
encuentran en la pared celular. Posteriormente, induce al factor NFkB, que genera el incremento de
moléculas proinflamatorias, logrando estimular la inmunidad adaptativa e innata (162). Las variantes
de estudio se encuentran ubicadas en repeticiones rica en leucina, por lo que la sustitucién de los
aminoacidos causada por estas mutaciones podria alterar la funcién de la proteina, conllevando a que
pueda generar inflamacion cronica y finalmente llevar al desarrollo del cancer (163). Ademas,
recientemente, se ha visto que NOD2 es crucial para el reclutamiento de ATG16L1 y la formacion del
autofagosoma en presencia de una infeccion bacteriana (164).

En resumen, nuestro estudio pone de manifiesto que los SNPs estudiados no modifican el riesgo
de desarrollar cancer de colon en nuestra poblacion. Es importante destacar que en este trabajo se
incluye por primera vez poblaciones con sindromes hereditarios en los que no se han hecho estudios
de asociacion con estos polimorfismos anteriormente.

2. EFECTO DE LA EXPOSICION A CONDICIONES HIPOXICAS EN LINEAS
CELULARES DERIVADAS DE TUMORES COLORRECTALES

La respuesta bioldgica a las fluctuaciones de oxigeno ha alcanzado un gran interés biomédico
ya que es un elemento central en numerosos escenarios patoldgicos tales como la progresién tumoral.
La mayoria de los tumores sdlidos desarrollan regiones con baja tensién de oxigeno debido a un
desequilibrio en la adquisicion y consumo del mismo (164). Tumores solidos humanos, incluso aquellos
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con menos de un centimetro de diametro pueden tener alguna fraccion de sus células hipoxicas, lo
que limita la efectividad de su tratamiento, ya que se ha visto que son menos sensibles tanto a la
radiacion como a la quimioterapia (166). Evidencias tanto clinicas como experimentales indican que la
hipoxia en tumores se encuentra asociada a un fenotipo mas agresivo e incremento del potencial
metastasico e inestabilidad genética (165).

En el presente trabajo hemos evaluado el efecto de la exposicién a condiciones de hipoxia tanto
de forma fisica (1% de O.) como de forma quimica (a través del farmaco DFO) en las células derivadas
de CCR. Para ello, se evalué la expresion de la proteina HIF-1a en las lineas celulares HCT116 y HT29
al ser expuestas durante un maximo de 72 horas bajo estas dos condiciones.

Los resultados de nuestro estudio mostraron que las dos lineas celulares expuestas a hipoxia
fisica (1% de O2) aumentaron la expresion de la proteina HIF-1a progresivamente tras permanecer 72
horas bajo este tipo de estrés. Ademas, se observé que la proliferacién celular no disminuye
significativamente en estas lineas tumorales al permanecer expuestas a esta condicién durante este
periodo de tiempo. Otros estudios en los cuales se han expuesto diferentes lineas celulares derivadas
de CCR a mas de dos semanas a 1% de O han indicado que la expresién de HIF-1a fue
significativamente mayor a la observada en los cultivos que permanecieron en normoxia, ademas la
tasa de proliferacion fue significativamente mayor comparadas con aquellas que permanecieron en
condiciones normales (167,168).

En el caso de la exposicion a DFO, molécula que se conoce por ser un quelante de hierro de alta
afinidad, que tiene la habilidad de mimetizar la hipoxia a través de la inhibicion de las enzimas
hidroxilasas (72), se realizaron ensayos a diferentes concentraciones crecientes del farmaco para
poder determinar la concentracién éptima a la cual ocurria mayor acumulacién de la proteina HIF-1a.
Los resultados mostraron que para las dos lineas tumorales la concentracion en la cual se observaba
mayor expresion de la proteina fue a 300 uM. Trabajos de otros grupos con esta molécula muestran
que la estabilizacién de esta proteina ocurre a menores concentraciones, como es el caso de las lineas
celulares de cancer gastrico (168), células de neuroblastoma (169) y carcinoma de ovario (138). Estas
diferencias pueden deberse a que en la mayoria de las células tumorales el metabolismo del hierro se
encuentra alterado (170). Algunos estudios han propuesto que la progresion del CCR esta relacionado
con la sobre expresion de proteinas que importan hierro y con la disminucién de aquellas que lo
exportan (170), lo que podria explicar porque estas células requieren mayor concentracion del quelante
para generar la estabilizacion de la proteina HIF-1a.

Al tratar las dos lineas celulares con DFO a 300 uM durante 72 horas se observo el incremento
significativo de la proteina HIF-1a a partir de las 24 horas en tratamiento. Ademas, se evalu6 el efecto
en la proliferacion celular al tratar las células tumorales durante 72 horas a diferentes concentraciones
de DFO. En este caso, se apreciod que a partir de 300 uM la proliferacion celular en las dos lineas
tumorales fue significativamente menor. Resultados similares se han observado en otras células
tumorales, en las cuales se ha visto que el uso de quelantes de hierro puede disminuir la proliferacion
tumoral tanto in vitro como in vivo (168). Estudios en células de cancer gastrico mostraron la inhibicion
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de la viabilidad celular de forma dosis dependiente hasta un maximo de 100 uM, lo que puede sugerir
que la dosis para la inhibicion de la proliferacion puede cambiar dependiendo del tipo tumoral (171).
Recientemente se ha visto que los quelantes de hierro inducen la activacion de las caspasas en
linfomas y células mieloides, sin embargo, el mecanismo por el cual podria afectar a los tumores sélidos
aun no ha sido establecido (170).

Ademas de la evaluacion de la proteina HIF-1a, se analizd la expresion de la proteina PARP,
apreciando que en las dos lineas celulares la expresion de esta proteina fue significativa a partir de las
48 horas de tratamiento al ser expuestas tanto a hipoxia fisica (1% O2) como hipoxia quimica (DFO).

La proteina PARP es un sensor molecular de dafos en el DNA, de modo que su actividad
catalitica se estimula por union a roturas en la molécula del DNA y desempefia un papel clave en la
organizacion espacial y temporal de la reparacion, la cual ocurre a través de la asociacion fisica con
proteinas nucleares para lograr el mantenimiento de la integridad gendmica (172). PARP esta
involucrada en el proceso de muerte celular, tanto en la apoptosis como en necrosis. En el proceso de
apoptosis, PARP es uno de los sustratos especificos de la caspasas 3y 7, lo cual genera la separacién
de su dominio catalitico, por lo que conserva su actividad basal pero no la actividad inducida por el
dafio al DNA (173,174). Esta actividad de las caspasas frente a la proteina PARP es considerada como
un marcador de apoptosis. Ademas, promueve un tipo de muerte celular apoptética independiente de
caspasas a través de la proteina AIF (apoptosis-inducing factor), que es una oxidorreductasa
mitocondrial que se libera al citoplasma para inducir muerte celular en respuesta a la activaciéon
excesiva de PARP (175).

Estudios realizados en células de cancer gastrico mostraron un aumento de la actividad de las
caspasas Y la isoforma de PARP basal con respecto al tiempo en el cual las células permanecian en
DFO (168). Otros trabajos han reportado que el DFO puede incrementar los niveles de ROS en las
células tumorales, lo que se ha relacionado con el estrés del reticulo endoplasmatico y puede conllevar
a la generacion de proteinas mal plegadas. Estas proteinas tienden a formar agregados que generan
la activacion de la respuesta UPR, si este tipo de estimulo se mantiene y no es compensado puede
activar la apoptosis en células cancerigenas (169,176).

Al analizar los cambios morfologicos en las lineas tumorales al estar expuestas bajo una
concentracion del 1%, apreciamos que las dos lineas celulares presentaron mayor extensién del
citoplasma, incremento del numero de vesiculas y prolongaciones parecidas a los fibroblastos. Estas
mismas caracteristicas se observaron al exponer las dos lineas tumorales al tratamiento con DFO
durante el mismo periodo de tiempo. En otros estudios en los cuales se han expuesto diferentes tipos
celulares a hipoxia (1% O.) in vitro se han observado cambios similares con pérdida de polaridad,
rasgos que son relacionados con la Transicion Epitelio Mesénquima (Epithelial-Mesenchymal
Transition o EMT) (177), proceso bioldégico por el que las células epiteliales polarizadas, que
normalmente interactian con la membrana basal a través de su superficie basal adquieren fenotipo de
células mesenquimales, aumentando su capacidad migratoria e invasiva (178). Otros trabajos han
indicado que la linea HT29 al estar expuesta al DFO presentaron las mismas alteraciones morfolégicas,
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como ampliacion de su citoplasma y una estructura aplanada; ademas, se observaron mas aisladas
con forma de fibroblasto, en comparacién con aquellas que no fueron tratadas, que presentaban una
morfologia mas redondeada y con multiples conexiones (179). Este mecanismo ha sido relacionado
con la estabilizacién y sobreexpresion de la proteina HIF-1a tanto en células de cancer de préstata
como en células de CCR. Se ha observado que en estos tipos de cancer los genes involucrados en
este proceso, como la E-cadherina y la vimentina, se encuentran alterados en parte de las células de
los tumores donde existe sobreexpresion de la proteina HIF-1qa, y la pérdida del fenotipo epitelial (180).

Al analizar los resultados del ensayo de scrath en las dos lineas tumorales tanto en condiciones
normales como en presencia de DFO hemos observado que las células expuestas a este quelante
tienen una migracién significativamente mayor que las células que permanecieron en condiciones
normales. Diferentes trabajos han realizados ensayos en las lineas HCT116 y HT29 en los que sobre-
expresan el gen HIF-1a demostrando que al incrementar la proteina HIF-1a, la capacidad migratoria e
invasiva aumenta con respecto aquellas células en las cuales este gen no sobre-expresa (180). Otros
trabajos en los cuales se ha utilizado el DFO como modelo de mimetizacién de hipoxia han observado
resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio, sugiriendo que este quelante podria promover
la migracion e invasion en células de cancer de mama (181). Otros estudios que han tratado células
de CCR en condiciones de hipoxia (1% de oxigeno) han mostrado que estas células presentan
potencial para desarrollar el proceso de EMT, y por consecuencia, adquirir rasgos invasivos vy
metastasicos (182).

La comparacion del efecto en la migracion entre las dos lineas tumorales expuestas al DFO
mostré que a partir de las 16 horas la linea celular HCT116 presentaba un aumento del porcentaje de
migracion estadisticamente significativo con respecto a la linea celular HT29. Esto puede deberse a
que en las células tumorales se ha observado que existen alteraciones en los genes involucrados en
el proceso de EMT (178), lo que puede facilitar que algunas células puedan activar mas rapido este
mecanismo. Multiples trabajos han indicado que la pérdida de la regulacion en el gen de la proteina E-
cadherina puede ser considerado como el primero y el mas importante paso para el desarrollo del
proceso EMT. Este gen puede ser silenciado por diferentes mecanismos que incluyen la metilacién
aberrante y la supresion transcripcional (183).

En conclusion, nuestros datos muestran que las células tumorales derivadas de CCR expuestas
tanto a hipoxia fisica como quimica generan el aumento de expresion de la proteina HIF-1a. Esta
sobreexpresion permite la activacion de mas 100 genes necesarios para la induccion de vias de
sefializacion cruciales para la supervivencia celular (184). Sin embargo, la exposicion al quelante
genera la disminucion significativa de la proliferacién celular, lo que no ocurre en las células expuestas
a 1% de O,. Esto podria deberse a que la exposicidon prolongada a este quelante afecta vias
metabdlicas como la generacion de ATP, el transporte de oxigeno y la sintesis de DNA (185), ya que
el hierro es una de las moléculas necesarias para el funcionamiento de estas vias de senalizacion,
conllevando a la disminucion de la viabilidad celular.
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La exposicion prolongada a estos dos tipos de modelos de hipoxia puede conllevar a la
activacion de la apoptosis como respuesta a situacion de estrés. La falta de oxigeno puede inducir
apoptosis al causar la permeabilidad del interior de la membrana mitocondrial y conllevar a la liberacion
del citocromo C al citosol y genera la activacion de las caspasas, asi como la inhibicion de la cadena
transportadora de electrones (186). En el caso del DFO puede incrementar la produccion de radicales
hidroxilos, elevar la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que se encuentra asociado
a la activacion de la apoptosis (181).

Los cambios morfolégicos son fundamentales en muchos procesos celulares, entre los que se
incluye la migracion y la diferenciacion (179). Algunos trabajos sefialan que bajo condiciones hipdxicas,
las células cancerigenas desarrollan mecanismos de escape para sobrevivir y evitar el microambiente
no favorable, lo que incrementa el potencial migratorio e invasivo (187). En nuestro estudio hemos
mostrado que a medida que trascurria el tiempo de exposicion de las células tumorales a estos dos
modelos de hipoxia ocurrian cambios en la morfologia celular los cuales se pueden asociar al aumento
de la expresion de HIF1-a y a su vez a la capacidad de las células a migrar hacia otros tejidos.

Estos resultados sugieren que HIF1-a es una de las proteinas mas importantes en la promocién
del proceso de EMT y en consecuencia de la metastasis. Sin embargo, los mecanismos moleculares
por los cuales ocurre este proceso no se encuentran clarificados (180). Ademas, que se ha visto que
la co-expresion de las proteinas HIF-1a y vimentina y la disminucion de la expresién de la proteina E-
cadherina podrian ser marcadores potenciales para predecir potenciales metastasico en pacientes con
CCR. Ademas, el uso de quelantes de hierro como terapia antitumoral podria generar efectos
secundarios como la promocion de metastasis por el incremento de la expresion del factor HIF-1a
(181).

3. AN
ALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN LA AUTOFAGIA EN LINEAS
TUMORALES DERIVADAS DE CCR EXPUESTAS A HIPOXIA

La autofagia se ha considerado como un mecanismo protector al prevenir la muerte celular en
microambientes hostiles o situaciones de estrés, dentro de los cuales se incluye la hipoxia (188). Se
ha reportado que la hipoxia es una de las condiciones que se pueden observar en diferentes patologias
como es el caso de los tumores solidos (128).

En este trabajo hemos analizado la variacion del proceso autofagico en lineas celulares
derivadas de tumores de CCR expuestas a una 1% de O, y al DFO durante diferentes periodos de
tiempo (1, 4, 8, 24, 48 y 72 horas) con la finalidad de estudiar si este proceso podria ser inducido de la
misma manera con estas dos modelos experimentales.

En primer lugar, hemos analizado la expresion de las proteinas BNIP3 y Beclin1, observando que
en las dos lineas tumorales la expresion de estas dos proteinas incrementaba significativamente al
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pasar el tiempo expuestas a estos dos tipos de condiciones (1% O» y DFO). Diferentes estudios han
mostrado que otras lineas celulares derivadas de diversos tipos de cancer (mama, prostata y colon)
expuestas a concentracion de oxigeno baja (1% de O) elevan la expresion de la proteina BNIP3 (189),
lo que se ha visto relacionado con la acumulacion de la proteina HIF-1a (81,137,189,190). De la misma
forma, en trabajos realizados tanto en células de cancer de higado como en células neuronales han
observado que el tratamiento con DFO incrementa significativamente los niveles proteicos de BNIP3 y
Beclin1 (191).

Nuestros resultados sugieren que la poca disponibilidad de oxigeno (1%) en las células derivadas
de CCR podrian generar un incremento de ROS por el complejo Il de la cadena respiratoria, lo que
inhiben la actividad de las PHDs (192), al igual que la exposicion a quelantes de hierro como el DFO,
lo que conlleva a la estabilizacion de la proteina HIF-1a. La elevacion de su expresién generaria la
induccién de la transcripcion de genes dentro de los cuales se encuentra BNIP3 (192).

La proteina BNIP3 como Beclin1 son parte de la famila de proteinas de dominio BH3, lo que les
permite la interaccién con las proteinas Bcl-2 y Bcl-xL. Se ha demostrado que Beclin1 presenta menor
interaccion con las proteinas Bcl-2 y Bcl-xL. Al generarse la situacion de hipoxia esta interaccion entre
Beclin1 y Bcl-2 puede inhibirse por la sobreexpresién de la proteina BNIP3, ya que se ha observado
que el dominio BH3 de estas proteinas presenta mayor interaccién con Bcl-2 (193) , conllevando a que
la proteina Beclin1 pueda inducir el proceso de autofagia estas condiciones.

Ademas, en nuestro estudio observamos que la expresion de la proteina ATG5 mostraba un
aumento significativo al igual que el de las proteinas BNIP3 y Beclin1 al incrementar el tiempo de
exposicion en los dos modelos experimentales (1% de Oz y el DFO). Diferentes estudios han sefialado
que células tumorales de cancer de mama, colon y ovario bajo condiciones hipdxicas (1-0,01%)
incrementan la expresién de las tres proteinas en funcién del tiempo de exposicién, ademas, al realizar
el silenciamiento de BNIP3, Beclin1 o ATG5 bajo estas condiciones generaba el aumento en la muerte
celular (81,188).

Se ha descrito que ATG5 es una de las proteinas que interviene el proceso de elongacion de la
membrana de los autofagosomas formando conjugados que se disocian después de la de la formacion
de la vacuola autofagosomal (89). Esto podria indicar en las células derivadas de CCR expuestas a
estos modelos experimentales genera la formacién de los autofagosomas.

Al evaluar la expresion de la proteina p62 y mTOR observamos su disminucion significativa de
forma dependiente al tiempo que permanecian los cultivos tanto en hipoxia como con DFO, sin
embargo, la expresion de la proteina LC3B mostré un aumento significativo tras las 72 horas de
exposicion a estos dos modelos experimentales. Estos resultados fueron corroborados al realizar
ensayos por inmunofluorescencia de las proteinas p62 y LC3B, en los cuales se observo el aumento
de LC3B tanto en el citoplasma como en el ndcleo y la inhibicién de p62. Resultados similares se han
observado en células de glioblastoma expuestas a DFO y concentracion de oxigeno baja, en las cuales
se relaciona el proceso de autofagia con la degradacion de p62 y el incremento de la isoforma LC3BI|I
junto con el aumento de la expresiéon de la proteina BNIP3 (185,194). Tanto la proteina p62 como
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LC3BII son catalogadas como marcadores del proceso autofagico, p62 se encuentra involucrado en la
autofagia selectiva y LC3B en la formacion de los autofagosomas (195), por lo cual nuestro resultados
pueden corroborar tanto la formacion de los autofagosomas como culminacion del proceso, ya que se
ha demostrado que p62 permite la eliminacion especifica de proteinas, organulos dafiados entre otros
(107) al ser ubiquitinizados y anclarse a la membrana del autofagosoma (109). Este anclaje produce
la interaccion entre la proteina p62 y la proteina LC3B lo que podria sugerir que el proceso de autofagia
se activa en los dos modelos experimentales conllevando a la activaciéon de diferentes vias de
sefalizacién que permiten la supervivencia celular.

Por su parte, la proteina mTOR que es un importante regulador del crecimiento celular y por tanto
en el desarrollo tumoral (196) en nuestro estudio se inhibe al ser expuesto a condiciones hipodxicas.
Esto podria deberse a que la estabilizacién de HIF-1 eleva la expresion de la proteina REDD1
(Regulation of DNA damege response 1), la cual inhibe también mTORC1 (197). Otros estudios han
demostrado que el complejo mMTORC1 puede ser inhibido por la fosforilacion de TSC2 por la proteina
AMPK (monophosphate-activated protein kinase) en condiciones hipdxicas (197). Por esto, se podria
asociar la disminucién de la proteina mTOR con la inhibicién del complejo mTORC1, lo que podria
sugerir que la activacion de la autofagia también puede tiene lugar por via independiente de HIF-1 en
lineas tumorales de CCR en condiciones de hipoxia(198).

Diferentes trabajos sefialan que la activacion de la autofagia en condiciones de hipoxia puede
ocurrir por 3 vias de sefalizacion diferentes: la via de sefalizacion dependiente de HIF, La via de
mTOR y la via UPR. Se ha visto que el estrés en el reticulo endoplasmatico y la hipoxia pueden estar
relacionados con la via de sefalizacion de mTOR a través de cambios en los niveles de calcio
citoplasmatico. La hipoxia puede incrementar el flujo proteico hacia el reticulo endoplasmatico,
causando estrés y generar la activacion de la via de AMPK a través de CAMKK?2 (calcium-calmodulin-
dependent kinase kinase 2), lo que conlleva la inactivacion de mTOR vy la activacion de la autofagia.
Otros articulos han observado que la proteina BNIP3 también se localiza en el reticulo endoplasmatico,
lo que podria generar la activaciéon de la autofagia en este organelo (195).

Nuestros resultados pueden sugerir que el modelo experimental de mimetizacién de hipoxia
puede generar la activacion de la autofagia en lineas celulares derivadas de CCR de la misma manera
que las condiciones de baja concentracién de oxigeno. En nuestro caso este proceso autofagico se
activaria tanto de forma dependiente del factor de transcripcion de HIF al activar la induccién de BNIP3,
para disminuir la acumulacion de ROS vy evitar el proceso de apoptosis, asi como de forma
independiente de HIF, al inhibir la proteina mTOR, conllevando a la supervivencia y proliferacion
celular.

La mimetizacion de la hipoxia a través del DFO podria ser utilizado para futuras investigaciones
en diferentes tipos de tumores para poder esclarecer a fondo como este proceso funciona y permite la
supervivencia tumoral y poder definir a futuro una diana terapéutica que evite la activacion de este
proceso en tumores sélidos que tiene como una de las caracteristicas principales la formacion de focos
de hipoxia.
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4. MODIFICACIONES DE LA AUTOFAGIA EN RESPUESTA A FARMACOS EN CONDICIONES
DE HIPOXIA

Diferentes grupos de investigacion han reportado estudios preliminares en los cuales el quelante
DFO en combinacién con multiples farmacos quimioterapicos ha sido beneficiosos como terapia
antiproliferativa (185), por lo cual hemos evaluado la modificacion de la autofagia al tratar las células
tumorales derivadas de CCR con 5 farmacos diferentes en presenica de DFO.

Analisis del efecto de la metorformina en lineas celulares derivadas de CCR expuestas a DFO.

La metformina es una molécula de la familia de las biguanidas (comercializada como hipoclorito
de 1,1-dimetilbiguanida), comiunmente usada como tratamiento oral para la diabetes tipo 2 (199, 200)
En los ultimos afios se ha visto que la metformina podria tener un efecto antitumoral, al encontrar que
los pacientes con diabetes de tipo Il tratados con metformina mostraban un menor riesgo a padecer
cancer (201). Posteriormente, otros grupos han obtenido resultados similares (202). En 2013, se
publicé un meta-analisis que incluyé 24.410 pacientes y se encontrd que el uso de la metformina estaba
asociado a un menor riesgo de muerte por cancer (203). Este farmaco ha demostrado ser efectivo
inhibiendo el crecimiento tumoral en leucemia, cancer de pancreas, préstata, ovario, melanoma, mama,
endometrio, pulmén, carcinoma hepatocelular y gliomas (204).

Hasta la fecha, se conocen dos mecanismos de accion de la metformina, el primero de ellos es
la inhibicion del complejo | de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (ETC1), provocando
una disminucién en la cantidad de ATP, que incrementa AMPK, es un regulador del homeostasis, el
metabolismo y la sintesis de proteinas al inhibir mTOR. Por otra parte, la metformina modifica el
metabolismo global, limitando los niveles de insulina y la produccién de IGF-1 por parte del higado, al
disminuir su gluconeogénesis; de esta manera, se disminuye la activacion del receptor de insulina/IGF-
1, que conlleva la no activacion de la ruta de PI3K y a la inhibicién de mTOR (205). Al inhibir mTOR a
través de sus dos mecanismos de accion, la metformina es un inductor de la autofagia (206).

El estudio del efecto de metformina en lineas celulares de CCR mostré que, al utilizar
Unicamente este farmaco como tratamiento antitumoral, disminuye levemente su proliferacion de
manera dosis dependiente. Diferentes trabajos han comunicado resultados similares a los obtenidos
en este estudio, en los cuales otros tumores derivados de cancer de mama, protata, pancrea, ovario y
pulmén este farmaco ejerce un efecto antiproliferativo (207-210).

Al combinar el tratamiento metformina con DFO se observé que la viabilidad celular disminuye
significativamente, hasta observarse que en las dos lineas tumorales al utilizar la concentracion de 8
mM no se observo proliferacion celular. Ademas, las dos lineas tumorales a las 72 horas de tratamiento
presentan menor numero de células que al inicio del ensayo, prolongaciones del citoplasma y mayor
cantidad de vesiculas en el mismo. Por lo que podemos sugerir que la combinacién de estos dos
farmacos genera mayor sensibilidad en comparacion al tratamiento Unico con metformina. Esta
combinacion permitiria reducir la dosis de metformina, ya que nuestros resultados muestran que se
requeriria de concentraciones mas altas para observar el mismo efecto. Se ha demostrado que la
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metformina se acumula mas en los tejidos que en la sangre (211), lo que sugiere que las dosis
farmacoldgicas pueden ser menores en los tejidos y generar el mismo efecto, por lo cual seria
necesario realizar el mismo tratamiento en modelos animales para evaluar con mayor exactitud que
concentracién es la idonea para generar el efecto antitumoral.

El estudio de expresion de HIF-1a y PARP mostro el aumento progresivo de estas proteinas tras
72 horas de tratamiento en las dos lineas celulares y las imagenes de inmunoflurescencia corroboran
la estabilizacion de HIF-1a. Estos resultados son congruentes con otros estudios realizados en células
de CCR en las cuales se observa que el tratamiento con metformina y DFO no reduce la expresion de
HIF-1a (212) Sin embargo, estudios realizados en carcinoma oral de células escamosas sugieren que
la combinacion de metformina y otros mimetizadores de hipoxia como el cloruro de cobalto disminuyen
la expresion de HIF-1a y pueden generar el aumento en la expresion de las PHDs (213). Otros estudios
realizados en células de cancer de higado indican que al exponer estas células a hipoxia (1% O-) en
presencia de metformina se inhibe la estabilizacion de HIF-1a, esto se debe que al inhibir el complejo
1 de la cadena respiratoria, limita el flujo de electrones hacia el complejo 3 reduciendo la formacion de
ROS y como consecuencia no generaria la activacion de HIF-1a a través de ROS (214). Tomando en
cuenta todos nuestros resultados podemos sugerir que la combinacion de estos dos farmacos no
genera la inhibicion de HIF-1q, lo que indicaria que este quelante de hierro permite la estabilidad de
HIF-1a de forma independiente de la cadena respiratoria.

Estudios recientes han observado que la metformina puede estar relacionada con la activacion
del proceso de apoptosis a través de la activacion de la via de sefalizacion de las caspasas en células
tumorales de pancreas (209). Otros estudios han indicado que la combinacién del tratamiento con
metformina y cloruro de cobalto, genera la activacién de la caspasa 3, una de las proteinas que actua
junto con PARP en el proceso de activacion de la apoptosis (213). En nuestro trabajo hemos observado
el incremento significativo de PARP basal a partir de las 48 horas de tratamiento, lo que indicaria la
accion de las caspasas al interaccionar con PARP y como consecuencia la activacion del proceso de
apoptosis.

Al evaluar el efecto del proceso autofagico hemos observado una disminucion significativa de
p62 en las dos lineas celulares incluidas en nuestro estudio, confirmando el efecto inductor de este
proceso. En el caso de LC3BI/II, sus niveles de expresion incrementaron de manera significativa, asi
como los de Beclin1 y ATG5.Todos estos datos pueden sugerir que el tratamiento con metformina en
hipoxia aumenta y mantiene la autofagia en las lineas celulares derivadas de CCR.

Por su parte mTOR disminuye su expresion de forma significativa tras 72 horas de tratamiento.
Esto es similar a lo publicado por otros grupos que observan que la metformina es una molécula con
carga positiva que se acumula en la matriz mitocondrial e inhibe el transporte de electrones en este
organulo, provoca una reduccion en la oxidacion de NAD (nicotinamide adenine dinucleotide) y en la
sintesis de ATP (312). La disminucion en la sintesis de ATP activa a AMPK, que es un sensor celular
de energia. La activacién de AMPK suprime a mTOR, lo que provoca una disminucién en la sintesis
proteica y la proliferacion celular (313).
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Otros grupos ya han sefialado que tanto el tratamiento con DFO como con metformina genera
un efecto antiproliferativo en diversas lineas tumorales (215, 216). En nuestro trabajo hemos observado
que las lineas de CCR presentan mayor sensibilidad al combinar estos dos farmacos, esto podria
deberse a que presentan tanto activacion del proceso de autofagia como la activacion del proceso de
apoptosis. Es importante destacar que diversos trabajos sefialan que la sobreactivacién del proceso
autofagico puede conllevar a la muerte celular (228).

Analisis del efecto de la Decitabina en lineas celulares derivadas de CCR expuestas a DFO

La 5-aza-2’-deoxicitidina o Decitabina® es un analogo de citidina que se incorpora al DNA e
inhibe la metilacion mediada por las DNA metiltransferasas (DNMTs). Esto ocurre debido a que el
atomo de carbono aceptor del grupo metilo de la citidina se sustituye por nitrégeno, impidiendo la
metilacion (218). Se ha observado que la metilacion del DNA es un evento importante en la
carcinogénesis y, por ello, los inhibidores de DNMTs se han convertido en una herramienta terapéutica
contra el cancer (219).

En nuestro trabajo hemos evaluado el efecto sobre la proliferacién celular al tratar a las lineas
celulares solo con Decitabina® y con la combinaciéon de este farmaco con el DFO. Los resultados del
tratamiento con Decitabina® solo generaron una leve disminucion de la proliferacién, la cual fue
dependiente de la concentracion del farmaco. Sin embargo, al realizar el tratamiento combinado se
pudo observar que el efecto en la proliferacion celular fue mayor y a partir de 6 uM se observé la
inhibicion total de su crecimiento tras 72 horas de tratamiento. Resultados similares se han observado
en estudios recientes en los cuales se observé la combinacion del tratamiento de quelantes de hierro,
como es el deferasirox (DFX) y la Decitabina® en lineas celulares de leucemia y han mostrado que
genera una interaccion aditiva con respecto a la proliferacion celular, conllevando a la inhibicion de la
viabilidad (231). Nuestros resultados sugieren que la sinergia del DFO con la Decitabina® puede
generar un mayor efecto antiproliferativo en células derivadas de CCR, lo que indicaria que la
combinacion podria disminuir la dosis de Decitabina® y evitar menores efectos secundarios si se
aplicara a futuro en ensayos clinicos. Ademas de ser un inicio para futuras investigaciones en las
cuales se pueda entender molecularmente como esta sinergia entre quelantes de hierro y farmacos
epigenéticos puede favorecer un efecto antiproliferativo en el CCR.

Se ha visto que la Decitabina® es util en el tratamiento de diferentes tipos tumorales y su uso
ha sido aprobado para el tratamiento del sindrome mielodisplasico y la leucemia mieloide aguda. La
dosis administrada en estos pacientes puede variar de 3 a 11 uM (221) y su accién mejora en sinergia
con otros agentes quimioterapicos o radioterapicos en diferentes tipos tumorales (222).

Para analizar si esta sinergia tenia un efecto en la ruta autofagica y en la apoptosis observamos
la expresion de las proteinas HIF-1a y PARP. En nuestro estudio observamos que la expresion de
estas dos proteinas aumentaba significativamente a partir de las 48 horas de tratamiento, lo que podria
indicar la activacion de la apoptosis y que el tratamiento no afecta la estabilizacion de HIF-1a, y como
consecuencia no afectaria la activacion de la autofagia dependiente de HIF-1.
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Al observar la expresion de las proteinas autofagicas en las dos lineas celulares tratadas con
estos dos farmacos se pudo apreciar el aumento de la proteina LC3BII, Beclin1, BNIP3 y ATGS5, asi
como la disminucién de la expresion de p62 y mTOR, por lo que podemos sugerir que esta sinergia
induce y mantiene la autofagia tras 72 horas de tratamiento. Este mismo resultado fue observado al
utilizar el DFO como tratamiento Unico, lo que podria sugerir que la autofagia no se ve afectada por la
adicién de la Decitabina®. Por esto, seria necesario analizar la expresién de las proteinas autofagicas
unicamente en presencia de Decitabina® para realmente esclarecer si este farmaco genera un efecto
en el proceso autofagico.

Diferentes estudios han demostrado que los inhibidores de metil transferasas causan muerte
celular induciendo la apoptosis (223). Se ha reportado que la Decitabina® puede inducir apoptosis en
lineas celulares de leucemia (224,225) y en un estudio reciente con el quelante de hierro DFX'y
Decitabina® han indicado que este tratamiento puede incrementar la apoptosis celular (223). Sin
embargo, se requieren de mas estudios que permitan corroborar esta activacion.

Diversos trabajos han mostrado que el tratamiento con Decitabina® en condiciones de hipoxia
puede evitar la metilacion del gen BNIP3 en lineas celulares de cancer de pancreas (226, 227). Como
se ha comentado anteriormente, BNIP3 se encuentra asociado a la induccion de la autofagia en
condiciones de hipoxia, pero también se encuentra relacionado con la activacion de la apoptosis. Sin
embargo, en nuestro trabajo al evaluar la expresién de BNIP3 tanto en la presencia exclusiva de DFO
como con el tratamiento combinado con Decitabina® no observamos diferencias, por lo cual, la acciéon
de la Decitabina® variaria la expresién de otros genes que podrian conllevar a la activacion de la
apoptosis, pero se requiere de diversos estudios para corroborar este efecto.

En conclusion, se presenta por primera vez en células derivadas de CCR el estudio de la
combinacion de la Decitabina®, un inhibidor de DNA metiltransferasas, con el DFO, quelante de hierro
e inductor autofagico, el cual mejora los resultados de viabilidad comparado con los obtenidos usando
la Decitabina® en monoterapia.

Analisis del efecto de la cloroquina en lineas celulares derivadas de CCR expuestas a DFO

La cloroquina (CQ) (N'-(7-chloroquinolin-4-yl)-N,N-diethyl-pentane-1,4-diamine) es un agente
lisosomotrépico capaz de atravesar la membrana lisosomal para protonarse, incrementando el pH del
organulo. Fue inicialmente desarrollada como tratamiento antimalarico, aunque actualmente se usa
también para el tratamiento de enfermedades reumatoldgicas, inmunoldgicas y dermatoldgicas (228).

Este farmaco inhibe la fosfolipasa A2 y la acilhidrolasa lisofosfolipidica, necesarias para la
acidificacion del lisosoma, favoreciendo, asi, el incremento del pH del organulo, impidiendo la
degradacion de las sustancias que hay en él e inhibiendo la autofagia (228). Recientemente, se ha
analizado su capacidad antitumoral en combinacion con radioterapia o agentes quimioterapicos,
obteniendo resultados prometedores en cancer de mama (229), melanoma, cancer de colon (230),
gliomas (231), entre otros.
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Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con cloroquina en lineas derivadas de CCR
disminuye la proliferacion de forma dependiente al aumento de la concentracion de este farmaco hasta
ser inhibida en las dos lineas tumorales a 75 pM. Otros estudios realizados en lineas de cancer
colorrectal, diferentes a las utilizadas en nuestro trabajo han observado que la inhibicién de la viabilidad
celular es dependiente de la dosis y solo se detecta a partir de 20 uM (230). Sin embargo, al evaluar
el efecto de la combinacién de la cloroquina con el DFO se observé la inhibicion de la proliferaciéon
celular en las dos lineas tumorales a partir de 25 yM. Otros estudios han indicado que en lineas de
cancer de pulmoén al usar bajas concentraciones de cloroquina (0,25-32 uM), observan inhibicion de la
proliferacion celular, pero no muerte celular hasta que se aumenta la dosis (32-64 pM) (232).

Nuestros resultados indican que la sinergia de estos dos farmacos genera mayor efecto en la
proliferacion inhibiendo el crecimiento tumoral con menor dosis de cloroquina en las lineas HCT116 y
HT29 tras 72 horas de tratamiento. Esta sinergia podria ser utilizada en futuros ensayos clinicos, ya
que estos farmacos son utilizados cotidianamente en otras patologias y no se observado su uso en
pacientes que presenten tumores colorrectales y podria tener un potencial antitumoral mayor a otros
tratamientos.

Al evaluar la combinacion de la cloroquina y DFO se pudo observar que este tratamiento no
modificé la expresion de HIF-1a, lo que indicaria que el proceso de autofagia se induce a través de
HIF-1.

El estudio de la expresion de las proteinas autofagicas en lineas celulares derivadas de CCR
mostré un incremento significativo de la expresion de las proteinas LC3BII, Beclin1, BNIP3 y ATG5.
Sin embargo, la expresion de la proteina mTOR y p62 disminuyé al pasar las 72 horas en exposicién
a esta sinergia. Las imagenes de inmufluorescencia de la proteina p62 mostraron que tras 72 horas de
tratamiento se observaban acumulaciones de la proteina en el citoplasma, lo que podria indicar la
presencia de autofagosomas y como consecuencia la inhibicion de la autofagia.

La cloroquina es un farmaco que impide la fusion del autofagolisosoma y la degradacion de su
contenido, provocando una acumulacion de autofagosomas con LC3B-Il en su membrana y p62 que
no se degrada (233). Sin embargo, en nuestro estudio, aunque se observa la acumulacion de LC3BII
se evidencia la degradacion de p62. Es importante destacar que en el tratamiento unico con DFO la
expresion de LC3BIl es menor a la observada en este tratamiento.

Al evaluar la expresion de la proteina PARP se pudo ver que en las dos lineas celulares la
expresion aumenté significativamente a partir de las 48 horas, lo que indica la activacién del proceso
de apoptosis. Otros estudios han observado que la cloroquina puede generar la inducciéon de la
apoptosis en lineas derivadas de CCR a través de la fosforilacion de MAPK (p42/44 mitogen-activated
protein) y AKT (234).

En resumen, las lineas celulares de CCR al ser tratadas con cloroquina y DFO inhiben su
crecimiento celular y una de las razones podria deberse a la inhibicion de la autofagia. En este trabajo
se ha visto que la proteina PARP basal incrementa su expresién, lo que puede indicar que el proceso
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de apoptosis se activa con este tratamiento, sin embargo, se requieren de mas estudios para poder
corroborar su activacion.

Analisis del efecto de la Panobinostat (LBH589) en lineas celulares derivadas de CCR expuestas
a DFO

Las histonas desacetilasas (HDACs) son enzimas que eliminan grupos acetilo de los residuos
de lisina de las histonas y otras proteinas regulando su funcion. En el caso de las histonas, esta
desacetilacion conduce a un estado condensado de la cromatina y al silenciamiento génico (235).

El desequilibrio entre la acetilacién y desacetilacion de histonas esta implicado en el desarrollo
tumoral. La pérdida de acetilacién es un evento comun en tumores humanos y ocurre frecuentemente
en estadios tempranos de la tumorigénesis. Las HDACs pueden regular negativamente la expresién y
funcién de diferentes proteinas, induciendo su sobreexpresion, por lo que estas enzimas pueden ser
dianas terapéuticas muy prometedoras en cancer y la busqueda de moléculas capaces de inhibirlas
se ha convertido en una prioridad (242, 243).

El Panobinostat® (LBH589) es un pan-inhibidor de histona desacetilasa (pan-HDACI) que
procede de la familia del acido hidroxamico, el cual presenta fuerte actividad inhibitoria frente a las
HDACs de clase |, Il y IV. Su efecto antitumoral se debe a diversos mecanismos. Por una parte, al
inhibir las HDACs de clase |, favorece la transcripcion de genes supresores de tumores; por otra, actua
inhibiendo la HDAC6, una HDAC de clase llb, localizada en el citoplasma, que desempena un papel
en el transporte de proteinas mal plegadas para su degradacion en el lisosoma, causando estrés en el
reticulo endoplasmatico generando la induccién tanto de la autofagia como de la apoptosis (237,238).

En nuestro estudio evaluamos el efecto del Panobinostat® en la viabilidad celular en lineas
tumorales derivadas de CCR tanto como tratamiento unico como en combinacion con el mimetizador
de hipoxia DFO. Al realizar el tratamiento uUnico con el farmaco se observd la inhibicion de la
proliferacion celular en la linea celular HCT116 a una concentracion de 75 nM, mientras que en la linea
HT29 fue a 100 nM tras 72 horas de tratamiento. Sin embargo, al realizar la sinergia de Panobinostat®
y DFO se observé la inhibicion de la proliferacién celular a una concentracion de 50 nM en ambas
lineas celulares. Se han reportado diferentes ensayos clinicos con este farmaco tanto en tumores
hematoldgicos como en tumores sélidos (linfoma, mieloma multiple cancer de pancreas entre otros) y
se ha indicado que el tratamiento combinado con otros farmacos antitumorales ejerce mayores efectos
antiproliferativos (245, 246). Sin embargo, los mecanismos por los cuales ocurre este efecto siguen en
estudio.

En nuestro trabajo evaluamos el efecto en la viabilidad de las células HCT116 y HT29 con
respecto al tratamiento Unico con Panobinosotat®, los cuales mostraron que de manera dosis
dependiente este farmaco ejerce un efecto antiproliferativo en estas lineas tumorales. Se ha descrito
que el Panobinostat® posee capacidad proapoptética en diferentes tipos tumorales (241), por lo que
podriamos sugerir que este mismo proceso se activaria en las linea derivadas de CCR. Al evaluar la
expresion de la proteina PARP al realizar la sinergia de Panobinostat® y DFO hemos observado que
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la expresion de dicha proteina aumenté significativamente tras 72 horas de exposicién. Por lo cual,
podemos sugerir que la combinacién de Panobinostat y DFO puede generar el incremento de la
actividad proapoptética en estas lineas celulares.

Es importante destacar que la sinergia realizada permiti6 disminuir la concentracién de
Panobinostat® y ejercer el mismo un mayor antiproliferativo en las células derivadas de CCR. Por lo
cual, este tratamiento se podria recomendar para futuros ensayos en modelos animales y
posteriormente en ensayos clinicos, ya que son farmacos que se encuentran aprobados para uso
clinico y la sinergia no ha sido probada en pacientes con tumores colorrectales.

En los ultimos afos se ha observado que los inhibidores de las enzimas desacetilasas reducen
los niveles de la proteina HIF-1a (242). Estudios realizados en células de cancer de pulmén han
demostrado que el Panobinosostat tanto en condiciones de normoxia como hipoxia reducen la
expresion de la proteina HIF-1a, y que esta inhibicidon es de manera dependiente al incremento de la
dosis de este farmaco (243). Por ello, evaluamos la expresion de dicha proteina al tratar las células
durante 72 horas con la sinergia mencionada anteriormente. En nuestro trabajo hemos observado que
la expresién de la proteina HIF1-a no se ve afectada por el tratamiento con Panobinostat®, lo que
difiere de los resultados obtenidos en otros estudios. Basados en nuestros resultados, podemos sugerir
que en las células de CCR la dosis aplicada de Panobinostat® en este tratamiento no modifica la
expresion de HIF-1a o que la expresion de este factor de transcripcion es independiente de la accién
de las enzimas HDACs y su inhibicion no modifica su expresién, sin embargo, se requieren de mas
estudios enfocados en las enzimas HDACs para corroborar que este farmaco no ejercen ningun
cambio en la expresion o degradacion de la proteina HF-1a.

Por su parte, el estudio de las proteinas autofagicas mostrd que la sinergia genera la induccion
de dicho proceso, por el aumento de la expresion de LC3B, Beclin1 y ATG5 y en el caso de las
proteinas p62 y mTOR, su disminucion en ambas lineas celulares. El estudio de este proceso en otras
enfermedades ha descrito que el farmaco LBH589 induce autofagia (244), como es el sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (245), cancer de higado (246) o el cancer de colon (247). Es importante
destacar que la induccion de la autofagia ya se habia observado al realizar el tratamiento con DFO,
por lo cual podemos sugerir que Panobinostat® tiene un efecto aditivo en la induccion de la autofagia.
Se ha demostrado que en condiciones de estrés la autofagia puede presentar dos tipos de respuestas
posibles, la autofagia con adaptacion metabdlica para la supervivencia y la autofagia que permite la
muerte celular como consecuencia al fallo en la adaptacion a condiciones extremas (248). En
conclusion, la sinergia entre DFO y Panobinostat® induce tanto la induccién de la autofagia como la
activacion de la apoptosis en células derivadas de CCR y podria ser una aproximacion terapéutica
valida, la cual no se ha utilizado en pacientes con tumores colorrectales.

Analisis del efecto del paclitaxel en lineas celulares derivadas de CCR expuestas a DFO

Paclitaxel es un terpeno, un principio activo de la familia de los taxanos, aislado de la corteza
de Taxus breuifolia (249). Actua promoviendo la polimerizacion de dimeros de tubulina para formar
microtubulos, estabilizandolos posteriormente e impidiendo su despolimerizacion. Actua uniéndose a
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la subunidad 8 de la tubulina, en el dominio N-terminal, por un mecanismo independiente de GTP (250).
Los microtubulos generados son anormales y generan el bloqueo del huso mitético, la ruptura de
cromosomas, la inhibicion de la replicacion y la migraciéon celular. Debido a que la formacion de
microtubulos ocurre durante la fase G2 y la profase de mitosis, el paclitaxel provoca una parada en
G2/M y favorece la apoptosis (249).

En nuestro estudio hemos evaluado el efecto del tratamiento con paclitaxel y la sinergia de dicho
farmaco con el mimetizador de hipoxia DFO. En el primer caso, hemos visto que las dos lineas
disminuyen la viabilidad celular a medida que incrementa la concentracion del farmaco. Sin embargo,
la inhibicién de la proliferacion solo fue observada en la linea HCT116 a una concentracion de 75 nM.
Al evaluar el efecto de la sinergia del paclitaxel y DFO observamos que a la menor concentracion
utilizada del paclitaxel (5 nM) se observé la inhibicién de la proliferacion en ambas lineas celulares.
Estos resultados indican que la sinergia con menor dosis de este taxano genera mayores efectos
antiproliferativos a los observados al tratar las células exclusivamente con paclitaxel.

Se ha descrito que el paclitaxel presenta gran potencial antitumoral y su uso ha mejorado la
respuesta al tratamiento en el cancer de ovario, mama, pulmon de células no pequefias, pulmon de
células pequefias, cancer de préstata, neoplasia de cabeza y cuello, leucemia, cancer gastrico, entre
otros (254, 256-260). Sin embargo, diferentes estudios indican que altas dosis de este farmaco
quimioterapéutico puede generar numerosos efectos secundarios, tales como reacciones de
hipersensibilidad, neutropenia entre otros (256). Por lo cual la sinergia utilizada permitiria generar
menores efectos secundarios generados por este terpeno. Es importante destacar que el paclitaxel se
acumula intracelularmente de 50 a 1000 veces mas dependiendo del tipo celular y de la concentracién
afiadida y se ha demostrado que su acumulacién es mucho mayor en tumores que en el plasma (257).
Por lo cual, es necesario realizar diferentes ensayos en modelos animales para lograr establecer con
claridad las dosis correctas para esta sinergia y asi poder aplicarse en futuros ensayos clinicos en
pacientes con tumores colorrectales.

Multiples estudios han descrito que este taxano puede generar un bloqueo en células en la fase
G2/M en diferentes tipos tumorales (258). Por ello, evaluamos el ciclo celular al tratar a las células la
sinergia de paclitaxel y DFO. Nuestros resultados mostraron que en las células tratadas con estos dos
farmacos ocurrio un bloqueo en la fase G1/0 a las 24 horas de exposicién, sin embargo, tras 72 horas
de tratamiento observamos el incremento de la muerte celular hasta mas del 40% en las dos lineas
celulares. El bloqueo de células en G1/0 ha sido descrito en multiples tipos tumorales como un efecto
del tratamiento con el DFO, evitando que la mayoria de las células entren en fase S o G2/M (235).
Ademas, al evaluar la expresion de PARP frente al tiempo en que las células fueron tratadas con esta
sinergia, se pudo observar un aumento significativo a partir de las 24 horas de tratamiento, lo que
puede sugerir la activacién del proceso de apoptosis.

Se ha descrito que el paclitaxel puede inducir apoptosis y también inhibir la autofagia. En células
mitéticas, este compuesto bloquea la proteina Vps34, impidiendo la iniciacién del autofagosoma. En
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células no mitéticas, el paclitaxel inhibe el movimiento del autofagosoma, impidiendo su maduracioén y
fusion con el lisosoma (260).

El estudio realizado tanto de la proteina HIF-1a como en las proteinas involucradas en la
autofagia con la sinergia en las lineas de CCR muestran el aumento de Beclin1 y la disminucion de
mTOR, el aumento de la expresion de LC3B y la disminucién de p62. Ademas, la expresion de las
proteinas HIF-1a y BNIP3. Resultados similares se observaron en nuestro trabajo al realizar el
tratamiento con DFO exclusivamente, lo que indica que la adicion del paclitaxel no genera la inhibicion
de la autofagia. En conclusion, el tratamiento combinado con DFO y paclitaxel induce la autofagia y la
apoptosis conllevando a la muerte celular tras solo 72 horas de tratamiento, por lo cual seria una buena
aproximacion terapéutica para este tipo de tumor
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CONCLUSION

1. El estudio de polimorfismos de genes implicados en autofagia muestra que estas variantes
genéticas no se asocian a la susceptibilidad a desarrollar cancer colorrectal.

2. Nuestros resultados muestran que las células tumorales derivadas de CCR expuestas tanto a
hipoxia fisica como quimica generan el aumento de expresion de la proteina HIF-1a. Esta
sobreexpresion permite la transcripcidn de genes necesarios para la activacion de diferentes vias
de sefalizacién que conlleva a la supervivencia celular

3. Elestudio realizado sobre el mecanismo de la autofagia indica que las células tumorales derivadas
de CCR inducen este proceso tanto en condiciones de hipoxia como en presencia del quelante
DFO, lo cual podria ser uno de los mecanismos por los cuales estas células evitan la muerte celular.

4. Los estudios de farmacos en lineas celulares de CCR realizados en este trabajo confirman que el
uso del mimetizador de hipoxia DFO junto con Decitabina®, Panobinostat®, cloroquina, metformina
y paclitaxel tiene una actividad antiproliferativa y generan muerte celular, por lo que estas
combinaciones podrian emplearse como tratamientos terapéuticos para este tipo de tumor.
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