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1. TUMORES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

1.1 GENERALIDADES

El Sistema Nervioso Centrar (SNC) estd compuesto por neuronas y células de la glia. Las
neuronas son células especializadas en la recepcién del estimulo y la conducciéon del impulso
nervioso, mientras que la glia es el tejido conectivo encargado del mantenimiento, la protecciény la
nutricion de las primeras. Existen varios tipos de células gliales en el SNC: los astrocitos, los
oligodendrocitos, las células del epéndimo y la microglia. Los astrocitos son células con forma
estrellada que se encargan de proporcionar soporte fisico a las neuronas, aportarles nutrientes
mediante su unidn a los vasos sanguineos y fagocitar los desechos del cerebro. Los oligodendrocitos
proporcionan soporte a los axones y producen las vainas de mielina. Las células del epéndimo
revisten el conducto central de la médula espinal y los ventriculos cerebrales, protegiéndolos, v,
ademads, producen y segregan liquido cefalorraquideo. La microglia son células pequefias con

capacidad fagocitica que constituyen la principal defensa del SNC.

A diferencia de las neuronas, que pierden su capacidad proliferativa cuando el SNC madura,
los precursores de las células de la glia mantienen la capacidad de dividirse y diferenciarse. Por ello,
la mayoria de los tumores del SNC en adultos son de origen glial, denomindndose genéricamente

gliomas (Figura 1) *
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Figura 1. Esquema del desarrollo neuroectodérmico y los principales tumores del SNC.

El origen de los gliomas esta abierto a debate. Una hipdtesis sugiere que los gliomas derivan
de la transformacidn de células gliales maduras; no obstante, la evidencia que apoya este tipo de
gliomagénesis es limitada **. Actualmente se apoya preferentemente una gliomagénesis derivada de
células madre neurales, de células progenitoras o de la desdiferenciacion de células neurales

maduras debido a la activacién de distintas rutas oncogénicas ®’

1.2 EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA DE LOS TUMORES DEL SNC
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Los tumores malignos del SNC, excluyendo linfomas, tumores de la pituitaria y las glandulas
pineales y tumores olfativos de la cavidad nasal, representan el 1,8% de todos los tumores humanos
a nivel mundial y el 1,7% de la totalidad de los tumores en Espafia. No obstante, la incidencia de
estos tumores en Espafia tiende a aumentar lentamente seglin la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC). Este incremento podria explicarse por el crecimiento de la poblacidn
y su envejecimiento ®. En Espafia, la tasa de incidencia de estos tumores en mujeres en mas baja que
en hombres, siendo de 4,2 por cada 100000 y 6,1 por cada 100000 respectivamente (datos
GLOBOCAN 2012) ™! No obstante, las mujeres suelen desarrollar mds tumores benignos,
fundamentalmente meningiomas, que se producen en el tejido aracnoideo de las meninges *.
Factores étnicos, culturales y geograficos también son determinantes en la incidencia de estos
tumores. En paises desarrollados las tasas de incidencia de tumores malignos del SNC son mas altas
4 En Japdn la incidencia de estos tumores es menos de la mitad que en el norte de Europa. Hay
estudios que demuestran que en Estados Unidos las personas de raza blanca desarrollan mas
gliomas que las personas de raza negra, aunque la incidencia de tumores benignos es similar entre

ambas razas .

La etiologia de los tumores del SNC es desconocida. Factores como la dieta, el tabaco o el
alcohol no parecen tener un papel determinante en el desarrollo de estos tumores, aunque un
estudio afirma que si la altura y el indice de masa corporal *°. Se ha observado también un aumento
de la incidencia de estos tumores en mujeres post-menopdusicas, sugiriendo que las hormonas
sexuales podrian tener un papel protector en el desarrollo de tumores primarios del SNC *’. Se cree,
ademas, que virus como el citomegalovirus (HCMV) podrian estar relacionados con el desarrollo de

los gliomas *®.

El principal factor de riesgo descrito en el desarrollo de tumores primarios malignos del SNC
es la radiacion ionizante *°. Sustancias quimicas como pesticidas, compuestos aromaticos policiclicos

¥ Los campos electromagnéticos y algunos

y disolventes se consideran potencialmente peligrosos
metales también se han relacionado con el riesgo de padecer gliomas, lo que ha llevado a pensar
que el uso del teléfono mavil podria incrementar su incidencia; sin embargo, esta afirmacion no es

concluyente >,

Existe, ademas, una predisposiciéon genética a desarrollar este tipo de tumores en familias
con mutaciones en genes relacionados con sindromes hereditarios poco frecuentes *°. Entre ellos se
encuentran la esclerosis tuberosa (genes TSC1 y TSC2), el sindrome de Turcot (gen APC), el sindrome
de Li-Fraumeni (gen TP53), el sindrome de Cowden (gen PTEN), el retinoblastoma (gen RB), el
sindrome de Von Hippel-Lindau (gen VHL) o el sindrome de Lynch (genes del sistema de reparacion

23-27

mismatch repair (MMR))

Se sabe también que polimorfismos en genes implicados en la reparacién del DNA (ERCCI,

ERCC2, XRCC7 o MGMT) o la regulacion del ciclo celular (CDKN2B, TP53 o MDM?2) estan relacionados

. . 13,1
con el riesgo a padecer gliomas **°.
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1.3 CLASIFICACION DE TUMORES DEL SNC

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha establecido una clasificacién de todos los

tumores del SNC en funcién de su histologia y grado de malignidad (Tabla 1) %.

El grado de malignidad predice el comportamiento biolégico del tumor, su respuesta a la
terapia y el prondstico del paciente y se establece en funcién de criterios histolégicos tales como la
atipia nuclear, la actividad mitética, la proliferacién microvascular y la presencia de zonas necrodticas

en el tumor %.

En términos generales, se designan como tumores de grado | aquellos con potencial
proliferativo bajo y comportamiento fundamentalmente benigno, lo que hace posible su reseccién
quirurgica completa. Las neoplasias de grado Il tienen naturaleza infiltrante, aun con una actividad
proliferativa baja; a menudo estos tumores son recurrentes y muchos de ellos tienden a evolucionar
a grados mayores de malignidad. Los tumores de grado Ill son tumores con clara evidencia de
malignidad, atipia nuclear y elevada actividad mitética. Finalmente, los tumores de mayor grado de
malignidad son los tumores de grado IV, que caracterizan por tener una naturaleza altamente
infiltrante, mucha activacion mitética, alta vascularizacién, zonas necréticas y estar asociados con

una rapida evolucidn pre-y post-quirtrgica de la enfermedad y mal pronéstico .

Tabla 1. Clasificacién de los tumores del SNC mas frecuentes seguin la OMS incluyendo su grado de malignidad.

TUMORES NEUROEPITELIALES
Tumores astrociticos

Astrocitoma pilocitico (grado 1)
Astrocitoma difuso (grado )
Astrocitoma anaplasico (grado Ill)
Glioblastoma multiforme (grado IV)
Astrocitoma subependimario de células
gigantes (grado 1)

Xantoastrocitoma pleomoérfico (grado Il)

Tumores oligodendrogliales
Oligodendroglioma (grado )
Oligodendroglioma anaplasico (grado lll)

Tumores oligoastrociticos
Oligoastrocitoma (grado Il)
Oligoastrocitoma anaplasico (grado Il1)

Tumores ependimales
Subependimoma (grado |)
Ependimoma mixopapilar (grado |)
Ependimoma (grado Il)
Ependimoma anaplasico (grado lll)

Tumores embrionarios

Meduloblastoma (grado IV)

Tumores neuroectodermales primitivos del
SNC (PNET) (grado IV)

Tumor rabdoide/teratoide atipico (grado
V)

TUMORES DE LOS NERVIOS CRANEALES Y
PARAESPINALES

Schwannoma (grado |)

Neurofibroma (grado |)

Perineurioma (grado |, 1l y 1lI)

Tumor de la vaina nerviosa periférica
maligno (MPNST) (grado II, lll y IV)

TUMORES DE LAS MENINGES
Meningioma (grado |)

Meningioma atipico (grado Il)
Meningioma anaplasico (grado Ill)
Hemangiopericitoma (grado Il)
Hemangiopericitoma anaplasico (grado 1lI)
Hemangioblastoma (grado |)
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1.4 TUMORES ASTROCITICOS

Los gliomas son los tumores malignos primarios mas comunes del SNC, suponiendo mas del
30% de los tumores intracraneales y mas del 80% de las neoplasias cerebrales malignas. Los
astrocitomas son los gliomas mas comunes en adultos, representando el 76% de todos ellos * y

comprenden cuatro tipos tumorales en funcidn del grado de malignidad.
Grado | (Astrocitoma Pilocitico)

Supone el 5-6% de todos los gliomas. Se trata de un tumor relativamente circunscrito y de
baja proliferaciéon (Figura 2). Afecta fundamentalmente a nifios y jovenes, siendo la edad media de
aparicién del tumor entre 15 y 20 afos. Habitualmente aparece en el cerebelo, hipotdlamo o en la
tercera region ventricular. Su prondstico es muy favorable debido a que suele eliminarse totalmente
mediante cirugia, por lo que tratamiento con radioterapia o quimioterapia no suele ser necesario 2.

Su supervivencia es del 95% a los 10 afios .

Figura 2. Histopatologia del astrocitoma pilocitico.

Grado Il (Astrocitoma Difuso o de Bajo Grado)

Representa el 5-10% de los gliomas y el 10-15% de todos los tumores astrociticos. Se trata
de un tumor con capacidad de infiltracién del parénquima cerebral. La edad media de aparicién del
mismo es entre 30 y 40 afos, mostrando predominancia en varones. Su localizacidon suele ser
supratentorial. Es un tumor bien diferenciado que se caracteriza por un incremento moderado de la

| 29,32

celularidad, asociado a un crecimiento lento pero continuo y atipia nuclear ocasiona (Figura 3).

A menudo el astrocitoma difuso evoluciona a astrocitoma de grado mas alto (Grados Il y IV). Su

3 aunque a menudo presenta

tratamiento habitual es la reseccidon quirdrgica y la radioterapia
recurrencia. La media de la supervivencia tras la cirugia es de 7-8 afios *. Junto con el astrocitoma

pilocitico conforma los llamados astrocitomas de bajo grado.
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Figura 3. Histopatologia del astrocitoma difuso.

Grado Il (Astrocitoma Anaplasico)

Representa el 10-15% de los gliomas. Su edad de aparicidn es de 45-55 afios y su localizacién
también es supratentorial. Se considera el resultado de la progresién del astrocitoma difuso,
habitualmente asociado a una pérdida del control del ciclo celular y un aumento de la angiogénesis.
Este tumor también muestra un aumento de la celularidad, alta actividad mitética y atipia nuclear *
(Figura 4). El tratamiento habitual de este tipo tumoral es la cirugia y la radioterapia. En muchos
casos, la quimioterapia también se considera tratamiento de eleccidon, aunque no mejora el
prondstico *. Habitualmente el astrocitoma anapldsico recurre e incluso progresa a grado IV. Su

media de supervivencia es de 2 a 3 afios **.

Figura 4. Histopatologia del astrocitoma anaplasico.

Grado IV (Glioblastoma Multiforme (GBM))

Es el tumor mds comun entre los astrocitomas, suponiendo el 60-75% de ellos. Afecta
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fundamentalmente a adultos, siendo las edades mas comunes de aparicion las comprendidas entre
los 45 y 75 aios. El glioblastoma multiforme se localiza fundamentalmente en los hemisferios
cerebrales. Este tumor se caracteriza por tener células astrociticas pleomérficas con marcada atipia
nuclear y altisimas tasas mitdticas. Esta alta proliferacion resulta en necrosis espontaneas vy
proliferacién endotelial 2 (Figura 5). Su tratamiento habitual consiste en una cirugia que consiga la
maxima reseccién, seguido de radioterapia en combinacién con el farmaco quimioterdpico
temozolamida (TMZ) . A pesar de esto, la media de supervivencia de este tumor no supera los 14

meses 37'38.
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Figura 5. Histopatologia del glioblastoma multiforme.

2. EL GLIOBLASTOMA MULTIFORME

El glioblastoma multiforme es el tumor maligno del SNC mas comun y agresivo en adultos.
Como se ha descrito anteriormente, se caracteriza por tener proliferacidn celular incontrolada,
elevada capacidad de infiltracidon por todo el tejido, angiogénesis robusta, intensa resistencia a la
apoptosis, propension al desarrollo de focos necréticos y alta inestabilidad gendémica *. A pesar de

su alta capacidad de infiltracién, raramente metastatiza 0

Se han establecido dos subgrupos de glioblastomas en funcion de su mecanismo de
tumorigénesis: los glioblastomas primarios y secundarios. Los glioblastomas primarios se desarrollan
de novo, sin la existencia de lesiones previas. Suponen el 90% de todos los glioblastomas y presentan
un crecimiento muy rdpido, postuldandose que su tiempo de desarrollo es de tres meses. La edad
media de aparicidon es 64 afios **. El 10% restante de glioblastomas son secundarios, desarrollados
por la progresion de tumores de bajo grado, lo que puede llevar 4-5 afos. Su crecimiento es mas
lento y, en general, presentan mejor prondstico. La edad de aparicion de los glioblastomas

1 o) .
“. A pesar de que la base genética y los mecanismos

multiformes secundarios es de 39 afios
genéticos de desarrollo de los tumores son diferentes %, los glioblastomas primarios y secundarios

no muestran diferencias morfoldgicas y son clinica e histolégicamente indiferenciables *.
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2.1 EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA DEL GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Segun el dltimo informe del CBTRUS (Central Brain Tumor Registry of the United States), el
glioblastoma multiforme representa el 46,1% de todos los tumores malignos del SNC (Figura 6), con
una incidencia de 3.20 (Cl 3.17-3.22) por cada 100000 personas **. Es un tumor que aparece de
manera mas comun en adultos, siendo la edad media de apariciéon de 64 afos. No obstante, supone
el 3% de todos los tumores malignos intracraneales en nifios entre 0-19 afios *. La incidencia de este
tumor aumenta con la edad, alcanzando el maximo entre los 75-84 afios. El glioblastoma es 1,6
veces mas comun en hombres que en mujeres, con tasas de incidencia de 3,99 y 2,54 por cada
100000 respectivamente. La etnia también parece ser un factor determinante, observdndose tasas
de incidencias dos veces mas elevadas en personas de raza caucdsica que en personas de raza negra

* especialmente entre aquellos que viven en zonas industriales *°.

Tumores de células
germinales
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14% |
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Figura 6. Distribucidn de los principales tumores malignos del SNC.

Como ya hemos sefalado, la etiologia del glioblastoma no se conoce completamente,
aunque se sabe que algunos de los principales factores de riesgo en su desarrollo son la radiacién
ionizante y determinados compuestos quimicos. Aunque la mayoria de glioblastomas son
esporadicos, algunos sindromes como la esclerosis tuberosa, el sindrome de Lynch o la

neurofibromatosis tipo | pueden aumentar el riesgo a desarrollar este tumor .

2.2 SUPERVIVENCIA DEL GLIOBLASTOMA MULTIFORME

El glioblastoma multiforme es uno de los tumores con peor prondstico. La supervivencia

relativa al afio del diagndstico es del 35%, del 13% tras el segundo afio y tan solo el 5% de los
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pacientes sobrevive 5 anos. Sin embargo, estas estimaciones de supervivencia son ligeramente

superiores si el diagndstico se produce en pacientes menores de 20 afios ***°.

Los diferentes tratamientos para el glioblastoma multiforme tienen impacto en la
supervivencia global del paciente. En términos generales se habla de una supervivencia de 12-14
meses en pacientes con el tratamiento estdndar quirdrgico seguido de radioterapia en
concomitancia con quimioterapia. En el caso de realizarse Unicamente tratamiento quirurgico, la
media de supervivencia es de 6-10 meses, extendiéndose a 12 meses con radioterapia post-
quirdrgica *’. La supervivencia es inferior en pacientes ancianos, teniendo medias de 8,5 meses con

tratamiento estandar .

2.3 TRATAMIENTO DEL GLIOBLASTOMA MULTIFORME

El tratamiento estandar actual del GBM consiste en la maxima resecciéon quirurgica segura
del tumor, junto con radioterapia y quimioterapia post-quirurgica >’. El agente quimioterapico mas
utilizado es la temozolamida (Temodar®, Temodal®, TMZ), un farmaco alquilante administrado por
via oral capaz de afiadir un grupo metilo a las purinas del DNA, formando O°-methylguanine (O°-
MeG) (Figura 7), que promueve la muerte celular “*°. No obstante, la enzima O°-metil guanina metil
transferasa (MGMT) es capaz de eliminar la 0°-MeG, haciendo el tratamiento inefectivo. Se piensa

que la pérdida del sistema de reparacién MMR puede mediar también la resistencia a la TMZ **.
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Figura 7. Mecanismo de accién de la temozolamida.

A pesar de lo agresivo del tratamiento de eleccion, practicamente todos los glioblastomas
recurren, habitualmente en el lugar del tumor primario. Esto se puede atribuir al comportamiento
infiltrante del tumor, haciendo que la reseccién quirdrgica completa sea dificil; ademas, el GBM
tiene extensas regiones de hipoxia en las que la ausencia de oxigeno puede disminuir la eficacia de
la radiacién ionizante. La presencia de la barrera hematoencefdlica también limita la eficacia del

transporte de la TMZ al tumor *. El Unico agente terapéutico aprobado para el tratamiento del
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glioblastoma recurrente es el Bevacizumab (Avastin®, BEV) 2, un anticuerpo monoclonal contra el
factor del crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A). El VEGF-A activa la ruta de sefializacidon de
VEGFR, que promueve la proliferacién, migracién y supervivencia de las células endoteliales,

favoreciendo la formacién de vasos sanguineos.

La recurrencia del glioblastoma, junto con los mecanismos de resistencia a la TMZ y la
aparicién de clones celulares resistentes a medida que se administra el tratamiento hace necesario
el desarrollo de nuevos tratamientos. Actualmente existen ensayos clinicos con inhibidores de
receptores tirosina quinasa, inhibidores del factor de crecimiento epidérmico, inhibidores del
receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular, inhibidores del factor de crecimiento de
las plaquetas, inhibidores de la ruta de sefalizacidn de RAS, inhibidores de la proteina quinasa C,
inhibidores de la ruta PI3K/AKT/mTOR, inhibidores de histonas deacetilasas, inhibidores de
integrinas °, inhibidores de microttbulos, inmunoterapia > y nanoparticulas que actien como

vehiculos para su transporte a través de la barrera hematoencefalica (Figura 8) “.
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Figura 8. Dianas moleculares de las nuevas estrategias terapéuticas del GBM.

2.4 ALTERACIONES GENETICAS Y RUTAS DE SENALIZACION EN EL GLIOBLASTOMA MULTIFORME.
BIOMARCADORES

En las ultimas décadas se han empezado a dilucidar los mecanismos genéticos y epigenéticos
responsables de la iniciacién, migracién e invasidon del GBM. En la mayor parte de los casos estos

mecanismos generan alteraciones en rutas que regulan procesos como la proliferacién, invasién,
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metabolismo, muerte celular y angiogénesis, y pueden ser consecuencia de mutaciones genéticas o

grandes amplificaciones o deleciones cromosdmicas, alteraciones en la metilacién de genes o

54,55

variaciones en los niveles de microRNAs . Los genes alterados y el momento del desarrollo del

tumor en el que se alteran se correlacionan con el tipo y grado tumoral (Figura 9).
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Figura 9. Principales alteraciones genéticas y epigenéticas en el glioblastoma multiforme.

A dia de hoy, muchos de estos genes se consideran biomarcadores, de los cuales existen dos
tipos: los prondsticos y los predictivos. Los prondsticos son aquellos que nos indican el resultado

probable de la enfermedad independientemente del tratamiento recibido, mientras que los
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predictivos nos informan de la respuesta probable de la enfermedad a la aplicacién de un

tratamiento °°.

La ruta de sefializacion de EGFR/PTEN/Akt/mTOR es clave en el desarrollo del glioblastoma
>’ EGFR es una tirosina quinasa transmembrana cuya ruta de sefializacién promueve la division
celular, la invasion y la resistencia a radioterapia y quimioterapia. Su amplificacion ocurre
habitualmente en el 40% de los glioblastomas primarios, pero raramente en los secundarios. Su
sobreexpresion también es mas habitual en los glioblastomas primarios (60%) frente al 10% de los
secundarios . Su transcrito alternativo 3 (EGFRVIII) es muy habitual. Esta variante presenta una
delecién de los exones 2 al 7, careciendo por tanto de dominio extracelular de unién a ligando y se
expresa constitutivamente >°. Los tumores con amplificacién de EGFR o sobreexpresiéon de EGFRVIII
tienen un prondstico mucho mas pobre que los que no lo presentan, lo que convierte a EGFR en un
biomarcador prondstico de la enfermedad. PTEN, cuyo locus se encuentra localizado en 10¢23.3, se
encuentra mutado de manera exclusiva en el 15-40% de los glioblastomas primarios . Parece que

pacientes con mutacién de pérdida de funcidn en este gen tiene tasas de supervivencia mds cortas
40

La ruta TP53/MDM2/p14°% juega un papel crucial en el desarrollo de los glioblastomas
secundarios. Las mutaciones en TP53 son la primera alteracién genética detectable en los

astrocitomas difusos de bajo grado precursores, por lo que los glioblastomas secundarios también

32,39,61

las tienen . Mutaciones en TP53 también ocurren en glioblastomas primarios, pero tan solo en

el 30% de los casos. Ademads, en los glioblastomas secundarios, la mayoria de mutaciones se
concentran en los codones 248 y 273, mientras que en los primarios se encuentran repartidos en

toda la secuencia *%. La amplificacion de MDM2 esta presente en menos del 10% de glioblastomas y

ARF

se da Unicamente cuando no hay mutacién en TP53 . La pérdida de expresion de p14** también es

habitual, siendo mas frecuente en glioblastomas primarios *.

INK4a

La ruta p16 RB parece ser importante en el desarrollo de ambos tipos de glioblastoma,

aunque la delecién de p16™*

RB en secundarios (43%) .

es mas frecuente en glioblastomas primarios y la metilacion del gen

También existen mutaciones en rutas implicadas en el metabolismo celular, siendo el gen
afectado mads frecuentemente el de las isoformas 1 y 2 de la enzima IDH. IDH1 se localiza en el
citoplasma y cataliza la decarboxilacion oxidativa del isocitrato. IDH2 cataliza la misma reaccion en la
mitocondria. Se ha observado que tumores de grado Il, Ill y glioblastomas secundarios con
mutaciones en IDH presentan mejor prondstico que los tumores del mismo grado sin mutacion en

d **%. Estas mutaciones

IDH, convirtiendo IDH en un marcador prondstico de la enfermeda
probablemente constituyan un evento temprano en el desarrollo tumoral ya que se dan en
astrocitomas de bajo grado precursores ® y suelen estar asociadas a otras alteraciones como las

mutaciones en TP53 ®,

Recientemente se han identificado mutaciones somdticas en el promotor del gen de la
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telomerasa transcriptasa reversa (TERT), que codifica la subunidad catalitica del complejo de la
telomerasa. Las dos mutaciones mas comunes son C228T y C250T, y se ha observado una mayor
frecuencia en glioblastomas primarios que secundarios (58% y 28% respectivamente). En concreto,
su mayor incidencia se ha dado en glioblastomas primarios con IDH germinal y amplificacién de
EGFR (92%) ***%. Parece que la presencia de mutaciones en el promotor de este gen se asocia con

una supervivencia mas corta, haciendo de TERT un marcador prondstico del tumor “.

La pérdida del brazo largo del cromosoma 10 (10q) es la alteracidon genética mas comun
asociada tanto al glioblastoma primario como secundario, con frecuencias del 60-80% en ambos

casos .

Aproximadamente el 40% de los glioblastomas primarios y mas del 75% de los secundarios
presentan hipermetilacién de la regién promotora del gen MGMT, que codifica la proteina O°-metil
guanina metil transferasa. Esta enzima participa en la reparacion del DNA eliminando los grupos
alquilo de la posicién O6 de la guanina, lo que protege a las células normales de la carcinogénesis,
pero también repara el efecto alquilante de farmacos como la temozolamida. La metilacién del
promotor de MGMT supone el silenciamiento del gen por lo que, en estos casos, el tumor es capaz

de responder al tratamiento con temozolamida """

Recientemente The Cancer Genome Atlas (TCGA) ha establecido una nueva clasificacién
molecular de los glioblastomas en funcién de las alteraciones genéticas que éstos poseen. Asi, habria
cuatro subtipos de glioblastoma: proneural, neural, clasico y mesenquimal ”2. El subtipo proneural se
caracteriza por tener mutaciones en TP53, PDGFR e IDH1; aparece habitualmente en pacientes
jovenes y esta asociado a mejor prondstico y mayor supervivencia que otros subtipos, aunque es
resistente a la quimioterapia *’. Este grupo, ademas, se puede subdividir en CpG (G-CIMP) positivo o
negativo en funcion de los patrones de metilacion del DNA. El subtipo clasico esta caracterizado por
tener mutaciones o amplificaciones en EGFR, PDGFRA, PTEN, ganancia de 7p y pérdida de 10gq;
aunque tiene peor prondstico, responde mejor a la quimioterapia y radioterapia que el anterior
grupo. Por ultimo, el subtipo mesenquimal estd asociado a mutaciones en PTEN, TP53, NF1, NFkB y
RB1, se ha visto que no presenta mutaciones en IDH1, ATRX o PDGFRA y que habitualmente

presenta el gen CYB5R2 hipometilado. Ademads, presenta respuesta parcial al tratamiento *”.

3. LA AUTOFAGIA

La palabra autofagia deriva del griego auto - uno mismo, y phagos — comer y se refiere a
cualquier proceso celular de degradacion proteolitica que implique el traslado de material

* Hasta el momento se han identificado tres formas diferentes de

citoplasmatico al lisosoma
autofagia: autofagia mediada por chaperonas (AMC), microautofagia y macroautofagia. En la
primera, proteinas diana solubles que tienen un pentapétido particular son reconocidas por

proteinas chaperonas como la Hsc-70 y traslocadas al lisosoma a través de LAMP-2A (lysosome-
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associated membrane protein 2), resultando en su degradacidn. En la microautofagia el material
citoplasmatico a degradar es directamente engullido por el lisosoma por reestructuracion de su
membrana. Finalmente, en la macroautofagia (a la que, a partir de ahora, se le referira simplemente
como autofagia), vesiculas de doble membrana, denominadas autofagosomas, engullen proteinas de
vida larga, orgdnulos dafiados o incluso patégenos y los traslada a los lisosomas. Alli, la membrana
exterior del autofagosoma se fusiona con la de lisosoma y su membrana interior y el contenido que

75-77

transporta se degradan . Las macromoléculas resultantes de la degradacion son transportadas

de nuevo al citosol para su reutilizacion (Figura 10) .

Macroautofagia (E6EERS
o Expansién | :
Nucleacién L p\J ! Hidrolasa
e = T \|" Proteinas citosdlicas o
 Iniciacién | "y orgénulos
\ O \.\. E = 1
O > ® > () Reciclado de
% o(\ nutrientes |
\5) ==
Fagoforo Autofagosoma ;@\ /—LAMP2A

.. —KFERQ
*
@/HSCN
Microaﬁtofagia Autofagia mediada
por chaperonas

Figura 10. Esquema de los diferentes tipos de autofagia.

La autofagia es un proceso altamente controlado que supone la mayor via celular regulada
para la degradacién de proteinas de vida larga y la Unica via conocida para la degradacidn de
organulos ”. Este proceso se activa como mecanismo protector ante diferentes situaciones de estrés
metabdlico como privacion de nutrientes y factores de crecimiento, estrés del reticulo
endoplasmatico, presencia de citocinas, acumulacidn de calcio intracelular o hipoxia. Sin embargo,
en ausencia de estrés, funciona basalmente para mantener la homeostasis celular mediante la
degradacion de orgdnulos dafiados, agregados proteicos anormales, proteinas mal plegadas y la
eliminacién de patégenos ’*. Estudios recientes sugieren que la autofagia puede actuar también
como mecanismo protector del DNA, limitando su dafio y la inestabilidad gendmica *°. No obstante,
a pesar de que es fundamentalmente un mecanismo citoprotector, la autofagia también puede
promover la llamada muerte celular programada tipo Il o muerte autofagica. Sin embargo, no se
conocen aun los mecanismos que pueden llevar a ella, aunque se ha propuesto que este tipo de
muerte puede ocurrir como resultado de un auto-canibalismo extremo o a la degradacién especifica

de factores citoprotectores ®'.

3.1 BASES MOLECULARES DE LA AUTOFAGIA

La autofagia se ha estudiado en mamiferos desde la década de 1950, aunque no ha sido
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hasta hace algo mas de una década cuando se han llevado a cabo estudios moleculares en

levaduras, permitiendo la identificacion de 32 genes (atg) relacionados con este proceso. Con el

tiempo, muchos homadlogos han sido identificados en eucariotas superiores (ATG), sugiriendo que la

autofagia es un proceso altamente conservado en la evolucién (Tabla 2)
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Tabla 2. Proteinas implicadas en la autofagia en mamiferos, sus homologos en levaduras y sus funciones.

Proteina en Homoélogo en Funcién

mamiferos levaduras

ULK1/2 Atgl 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 conjugacién de LC3 con PE
ATG4A,B,C, D Atg4 Cistein proteasa que procesa Pro-LC3

ATG5 Atg5 Forma parte del complejo ATG12-ATG5

Beclinl Atg6b Componente del complejo Vps34 PI3P quinasa

ATG7 Atg7 Importante en la conjugaciéon de ATG12-5y ATG8-PE
LC3A,B, C Atg8 Marcador del autofagosoma por conjugacién con PE
GABARAP, Atg8 Marcador del autofagosoma por conjugacién con PE
GABARAPL1,

GATE-16

ATG9 Atg9 Proteina de membrana importante en la expansion del autofagosoma
ATG10 Atg10 Importante en la conjugacion de ATG12-5

ATG12 Atgl2 Forma parte del complejo ATG12-ATG5

ATG13 Atgl3 Componente del complejo ULK1/2 quinasa

ATG14L Atgl4 Subunidad del complejo Vps34 PI3P quinasa

ATG16L1 Atgl6é Forma complejo ATG12-5 y participa en la conjugacion ATG8-PE
FIP200 Atgl7 Componente del complejo ULK1/2 quinasa
WIPI1/2/3/4 Atgl8, Atg21 Proteinas de unién 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
RUBICON Regulador negativo del complejo Vps34 PI3P quinasa
UVRAG Regulador del complejo Vps34 PI3P quinasa

VPS34 Vps34 PI3 quinasa

El proceso de autofagia se divide en distintas etapas incluyendo la iniciacién y nucleacién del

fagoforo, la inclusion de la carga, la elongacién y cierre del autofagosoma, la formacion del

autofagolisosoma y la degradacion del material celular.

3.1.1 Iniciacidn del fagoforo.

La induccion de la autofagia comienza con la formacion del fagoforo o membrana de

aislamiento. La iniciadora del proceso es la proteina quinasa ULK1 (Unc-51-like kinase 1) que forma

un complejo tetramérico con ATG13, la proteina de andamiaje FIP200 (focal adhesion kinase family-

interacting protein 200kD) y la proteina ATG101, que se une y estabiliza a ATG13 (Figura 11)

75-77,82

ULK1 es capaz de fosforilar Atg13 y FIP200, induciendo la autofagia. Este complejo, a diferencia de lo

observado en levaduras, se forma incluso en condiciones ricas en nutrientes ®**. El paralogo de

ULK1, ULK2 (Unc-51-like kinase 2), se cree que tiene redundancia funcional con ULK1 ®. El complejo

ULK1 quinasa estd regulado por la serina / treonina quinasa mTOR (mammalian Target of

Rapamycin) cuando ésta forma el complejo mTORC1. Este complejo estd formado por mTOR, Raptor

(Rapamycin-sensitive adapter protein of mTOR) y la proteina LST8

8687 Bajo condiciones ricas en
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nutrientes el complejo MTORC1 interactua con el complejo ULK1 quinasa y fosforila ULK1 y ATG13,
inhibiendo de esta manera la actividad de ULK1. En situacién 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 de

fagoforo y activar la autofagia >#%%,
=
§@ﬁsm§m§m§m@$ ks
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Figura 11. Moléculas claves en la iniciacion del proceso de autofagia.

3.1.2 Nucleacién del fagoforo

La nucleacion del autofagosoma estd controlada por la activacién del complejo proteico PI3K
de clase lll. Este complejo se forma con la interaccién de las proteinas Vps34 (Phosphatidylinositol
(P1) 3-kinase (PI3K) catalytic unit 3), p150, Beclin-1 y mATG14 (Figura 12). La interaccion de Vps34

|II

con mATG14 a través de su regién “coiledcoil” dirige el complejo hacia la membrana emergente del
autofagosoma. Se cree ademas que mATG14 es la proteina responsable del mantenimiento de la
curvatura de la membrana del autofagosoma en formacién. Beclinl interactia con Vps34, lo cual es
necesario para que Vps34 sea capaz de fosforilar el fosfatidilinositol (Pl) a fosfatidilinositol 3-fosfato

(P13P), que se encarga de reclutar proteinas al fagoforo para guiar el crecimiento de la membrana

89,90 91

. Beclinl es importante también en la regulacion de la nucleacion del autofagosoma
Habitualmente Beclinl se encuentra interactuando con la proteina Bcl-2 a través de su dominio BH3.
En condiciones normales Bcl-2 inhibe a Beclinl, mientras que, en condiciones de estrés, Beclinl se

disocia de Bcl-2, permitiendo la activacidon de Vps34 y estimulando consecuentemente la autofagia
92,93
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Figura 12. Moléculas claves en la nucleacion del fagoforo.

3.1.3 Expansion de la membrana del autofagosoma

Una vez incluida la carga a degradar en las inmediaciones de la membrana, comienza su

expansion, que estd mediada por dos sistemas de conjugacién tipo ubiquitina.

Sistema de conjugacién ATG12-ATG5-ATG16L: ATG12 se activa mediante la union del residuo

Cys 572 de ATG7 por enlace tioéster para, posteriormente, conjugarse con ATG5 a través de un
enlace isopeptidico. ATG10 media la formacién de este complejo. Mas tarde, la unién de ATG16L
formara el complejo completo de 350kDa, que es esencial en la formacién del pre-autofagosoma.
Una vez que éste esté formado, las proteinas ATG se envian de nuevo al citoplasma por un

mecanismo desconocido %%,

Sistema de conjugacién de ATGS8: el segundo sistema consiste en la lipidacién de LC3, el

homdlogo mamifero de atg8. LC3 se sintetiza inicialmente como pro-LC3, que se procesa por la
cistein proteasa ATG4 para obtener su forma citosélica LC3-1. Gracias a las proteinas ATG7 y ATG3,
LC3-1 se conjuga con fosfatidiletanolamina (PE) para obtener LC3-Il, que se ancla a las membranas
interna y externa del autofagosoma para dirigir especificamente la elongacidn de las mismas (Figura
13) 7%, LC3-Il permanece ahi hasta la fusién con el lisosoma . La conversién de LC3-I a LC3-II se

considera un marcador de la induccién de la autofagia.
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Figura 13. Sistemas de conjugacion responsables de la expansidon de la membrana.

Ademas, la proteina ATG9 se ha descrito recientemente como esencial en la expansién 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-WIPI4 *°.
3.1.4 Cierre del autofagosoma, formacion del autofagolisosoma y degradacién de su contenido

Los mecanismos que conducen al cierre del autofagosoma son poco conocidos, aunque se
piensa que podrian estar regulados por las proteinas ATG2A y ATG2B ?’. Se ha descrito también que
otras proteinas, tales como las GTPasas Rab22, Rab24 y Rab7, el andlogo mamifero de SNARE (N-

ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor), VAMP-3 (vesicle-associated

75,98

membrane protein 3) , la proteina NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) o la maquinaria

ESCRT, podrian ser importantes en este proceso *°.

Una vez completada la elongacidn y el cierre de la membrana del autofagosoma alrededor
del material celular a degradar, éste se fusiona con un lisosoma para formar el autofagolisosoma. De

nuevo, los mecanismos moleculares que llevan a ello aun estan por esclarecer. No obstante, se sabe

74,100,101

que se requiere de las proteinas de la membrana lisosomal LAMP2, CLN3 y Rab7 , el complejo
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PI3K de clase Ill %, asi como el sistema ESCRT '®. Recientemente se ha descrito que la proteina

ATG14 (beclin-1-associated autophagy-related key regulator (Barkor) or ATG14L) promueve la fusion

mediante la proteina SNARE STX17 %%, E| citoesqueleto también juega un papel fundamental en

esta etapa, ya que se asocia con el autofagosoma y lo mueve hasta alcanzar el lisosoma %%,

Una vez formado el autolisosoma, se lleva a cabo la degradacién de la carga celular por
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enzimas hidroliticas, tales como cistein proteasas, o las catepsinas B, D o L ~'. Las moléculas
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resultantes de la degradacién, mayoritariamente aminodcidos, son transportados de vuelta al citosol

para la sintesis proteica y el mantenimiento de las funciones celulares ”’.

3.2 ORIGEN DE LA MEMBRANA EN LA BIOGENESIS DEL AUTOFAGOSOMA

A pesar del considerable progreso que se esta realizando en la identificacion de proteinas
implicadas en el proceso de autofagia, las fuentes a partir de las cuales se forma la membrana del
autofagosoma auln son desconocidas. Existen tres teorias al respecto. La primera sugiere que la
membrana se formaria a partir de muchas fuentes, en lo que se denomina modelo de ensamblaje.
Segun esta hipdtesis la membrana se formaria a partir de depdsitos de ATG9 que se transportarian

1% La segunda opcién sugiere que la membrana del

desde el Golgi a los endosomas tardios
autofagosoma se formaria fundamentalmente a partir de la de un orgdnulo citopldsmico como el
reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi, la mitocondria o la propia membrana citoplasmatica. A

198199 por (ltimo, el modelo combinado afirma

este modelo se le denomina modelo de maduracion
gue la membrana se formaria originalmente a partir de una membrana preexistente y que durante
su maduracidn recibiria pedazos de otras membranas (Figura 14) * Se ha identificado una estructura
en forma de caliz, el omegasoma, como una plataforma para la formacién del autofagosoma a partir

del reticulo. Parece que ULK1, LC3 y ATG5 son reclutados por el omegasoma en situaciones de ayuno
109

a Modelo de ensamblaje € Modelo combinado

Fagoforo
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Figura 14. Modelos sobre la biogénesis de la membrana del autofagosoma.
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3.3 LA AUTOFAGIA SELECTIVA

Existe evidencia creciente que afirma que la autofagia es un proceso mas selectivo de lo que
inicialmente se podia anticipar. En la autofagia selectiva se identifica especificamente la carga a
degradar, lo que es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis celular. Este tipo de
autofagia se caracteriza por la presencia de un cargo especifico a degradar, su reconocimiento por
parte de un receptor autofdgico selectivo y su reclutamiento por la maquinaria molecular del
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autofagosoma para su degradaciéon final en el lisosoma ~—. Los tipos de autofagia selectiva que

existen se denominan habitualmente en funcién del cargo a degradar. Asi tendriamos agrefagia para
proteinas agregadas, ferritinofagia para ferritina, mitofagia para mitocondrias, REfagia, para el

reticulo endoplasmatico, xenofagia para patégenos externos (Tabla 3) ...

Tabla 3. Tipos de autofagia selectiva y sus receptores.

Via Receptores Sustrato Tipo
Mitofagia OPTN, NDP52, TAX1BP1,p62  Mitocondrias Ubiquitina dependiente
Eliminacién de NDP52, p62 RNA Ubiquitina dependiente
RNA
Pexofagia NBR1, p62 Peroxisomas Ubiquitina dependiente
Agrefagia p62, NBR1, OPTN TOLLIP, Agregados proteicos Ubiquitina dependiente
Cue5
Xenofagia p62, OPTN, NDP52, TAX1BP1  Patdgenos Ubiquitina dependiente
Proteafagia RPN10 Proteasomas Ubiquitina dependiente
Zimofagia p62 Zimoégeno Ubiquitina dependiente
REfagia FAM134B, Atg40 RE Ubiquitina independiente
Ferritinofagia NCOA4 Ferritina Ubiquitina independiente
Pexofagia Atg30, Atg36 Peroxisomas Ubiquitina independiente
Mitofagia NIX, BNIP3, FUNDC1, Atg32 Mitocondrias Ubiquitina independiente
Agrefagia OPTN Agregados proteicos Ubiquitina independiente
Virofagia TRIM5a, SMURF1, p62 Virus Ubiquitina independiente
Glicofagia Stbd1 Glucégeno Ubiquitina independiente
Nucleofagia Atg39 Envuelta nuclear Ubiquitina independiente
Lisofagia Galectin-8/NDP52 Lisosomas Ubiquitina independiente
Xenofagia Galectin-8/NDP52 Patégenos Ubiquitina independiente

Eliminacién de
acidos grasos

Atgl9, Atg34

Acidos grasos

Ubiquitina independiente

El proceso de la autofagia selectiva estda mediado por proteinas receptoras selectivas que
unen fisicamente la carga a degradar con la membrana del autofagosoma en formacién para su final

traspaso al lisosoma, donde se degradaran (Figura 15).
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Figura 15. Mecanismo general de autofagia selectiva.

La maquinaria del autofagosoma que reconoce estas proteinas receptoras son las proteinas
ATGS8. En mamiferos existen seis: LC3A, LC3B, LC3B GABARAP, GABARAP-L1 and GABARAP-L2/GATE-
16 ™2, que se encuentran ancladas a la membrana del autofagosoma e interactian con los
receptores a través de la Regidn de Interacciéon con LC3 (LIR), también conocida como el Motivo de

113,114

Interaccion con Atg8 (AIM)

Existen multiples tipos de receptores selectivos de autofagia, pero se clasifican

fundamentalmente en dos grupos: dependientes e independientes de ubiquitina **°.

Receptores dependientes de ubiquitina: Son aquellos que, en vez de reconocer
directamente al sustrato, reconocen cadenas de poliubiquitina unidas a éste a través de su dominio
UBD ™. El receptor mas estudiado de este tipo es p62/SQSTM1. p62 es una proteina que, ademas
de tener importancia en la autofagia selectiva, es fundamental en la via de transduccién de sefiales
de NFkB ™°. En su estructura presenta varios dominios, entre los que se incluye un dominio de
asociacion a ubiquitina (UBA), con el que atrapa a las moléculas de sustrato poliubiquitinadas; un
dominio de oligomerizacién PB1, importante para la agregacion de agregados proteicos, y un motivo

317 Mediante esta interaccién,

LIR para la interaccién con las proteinas ATG8 (Figura 16)
p62/SQSTM1 es capaz de unir fisicamente el sustrato a degradar con el autofagosoma. Ademas,
p62/SQSTM1 presenta otros dominios como el ZZ, TB y KIR (Figura 16), a través de los cuales es
capaz de interaccionar con otras proteinas, lo que pone de manifiesto su papel como regulador

central en muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos **°.
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Figura 16. Estructura de p62/SQSTM1.

Parece que p62/SQSTM1 se une preferencialmente a las cadenas de ubiquitina K63,
mientras que las K48 son reconocidas por los proteasomas y, por tanto, se degradan alli. Este
fenémeno podria suponer un nuevo nivel de regulacion de la autofagia selectiva *® y demuestra la

funcién cooperativa del sistema autofagia-lisosoma y el sistema ubiquitina-proteasoma **°.

Actualmente se conocen muchos mds receptores dependientes de ubiquitina como NBR1,
OPTN, TAX1BP1, NDP52/CALCOCO2, TOLLIP y RPN10 (Tabla 3) ***.

Receptores independientes de ubiquitina: Son aquellos que reconocen directamente el
sustrato, sin necesitar que éste esté unido a cadenas de poliubiquitina. En los ultimos afios se han
identificado muchos receptores de este tipo, como NCOA4, que actla en la ferritinofagia, o la familia
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FAM134 que participan en la REfagia (Tabla 3) .

3.4 AUTOFAGIA Y CANCER

Dependiendo del contexto, la autofagia puede tener un papel citoprotector o citotéxico. No
es de extrafiar, por tanto, que su desregulacion contribuya a la patogénesis de mdultiples
enfermedades, entre las que se incluyen enfermedades cardiacas, infecciosas, inflamatorias,

neurodegenerativas, envejecimiento, obesidad, diabetes o cancer “

La relacion que existe entre la autofagia y el cancer es extremadamente compleja debido a
gue este proceso puede tanto promover como inhibir la tumorigénesis. La explicacion mas aceptada
al respecto sugiere que la autofagia tiene un rol dindmico, pudiendo actuar como supresor tumoral
0 como pro-tumorigénico, dependiendo de multiples factores, entre los que se incluyen el estadio

tumoral, el contexto celular y el tejido de origen (Figura 17) .
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Figura 17. Roles de la autofagia durante la tumorigénesis.

3.4.1 La autofagia como supresor tumoral

Actualmente se piensa que la autofagia tiene un rol supresor en los primeros estadios del
desarrollo tumoral y que defectos en el proceso contribuyen a su progresidon. De hecho, se ha
demostrado que células pre-malignas muestran niveles basales de autofagia mds bajos que en

120

células normales . Ademas, alteraciones habituales en cancer, como la amplificacion de AKT,

mutaciones en PI3K o la pérdida de PTEN, se asocian a una disminucién de la autofagia, sugiriendo
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indirectamente que este proceso previene la trasformaciéon oncogénica de las células . Estudios en

ratones demuestran que defectos en proteinas de la maquinaria autofagica como ATG5, ATG7 o

| 120122 Asimismo, se han encontrado mutaciones de cambio de

Beclini, facilitan la iniciacion tumora
fase de lectura en los genes ATG2B, ATG5, ATG9 y ATG12, mutaciones puntuales o deleciones en
varios reguladores autofagicos y la delecion hemicigota de BECN1 en un alto nimero de tumores
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humanos "~°. Ademas, se ha visto que la supresidn de la autofagia resulta en una acumulacion de la

proteina p62 que contribuye a la oncogénesis ***

. Los mecanismos por los cuales la autofagia puede
proteger frente a la iniciaciéon tumoral son muchos, entre los que se incluye limitar la acumulacién
de proteinas u organulos dafiados '*>, prevenir la inestabilidad genémica ¥, limitar la inflamacién
causada por necrosis **°, eliminar las especies reactivas de oxigeno que incrementan el dafio en el
DNA y defectos mitocondriales '*’, degradar de proteinas necesarias para la proliferacién celular o

promover la muerte autofagica de la célula %,
3.4.2 La autofagia como promotor de la progresion tumoral

A medida que el tumor aumenta de tamano, las células cancerigenas suelen sufrir diferentes
estreses celulares como hipoxia o falta de nutrientes y factores de transcripcidn debido a la ausencia
de vascularizacion. Ademas, tratamientos contra el cancer como la radioterapia o la quimioterapia

crean nuevos estreses celulares al interrumpir vias de sefalizacidn o inhibir la angiogénesis. En estas




LY'® Introduccion

circunstancias, la autofagia favorece la supervivencia de las células tumorales al proveer a las
mismas de energia y nutrientes mediante la degradacién de componentes citoplasmaticos y su
reciclado. Se ha demostrado que tumores Ras positivos muestran niveles autofdgicos mas elevados

que son cruciales para su desarrollo %%,

3.5 MODULACION DE LA AUTOFAGIA COMO TRATAMIENTO ANTITUMORAL

De la misma manera que la autofagia tiene una funcién dual en el desarrollo y la progresién
de procesos tumorales, se ha demostrado que tanto su activacién como represiéon pueden ser
aproximaciones terapéuticas validas contra el cdncer. Por una parte, la hiperactivacién de la
autofagia conduciria a la muerte celular programada de tipo Il o muerte autofagica. Este tipo de
muerte se diferencia de la apoptosis en que estd asociada a un aumento en el numero de
autofagosomas y es caspasa independiente. Por tanto, tratamientos que activen la autofagia podrian
ser particularmente uatiles en el caso de tumores resistentes a apoptosis en los que farmacos
proapoptdticos no tienen efecto **°. Por otra parte, una inhibicién de la autofagia evitaria su funcién
de mecanismo de supervivencia en células tumorales en situaciones de estrés. Esto podria conducir
a las células tumorales a la muerte apoptodtica, por lo que se trataria de una aproximacion

terapéutica valida en tumores sin alteraciones en la ruta de apoptosis **°.
3.5.1 Activadores autofagicos

Entre los fdrmacos activadores de la autofagia destacan los inhibidores de mTOR. mTOR es
un represor clave de la ruta, por lo que su inhibicidn activaria el proceso. El mdas habitual de estos

11 No obstante, la represiéon de mTOR activaria AKT,

inhibidores es la rapamicina o sus derivados
por lo que se podrian contrarrestar los efectos antitumorales. Una terapia combinada de inhibidores
de mTOR y AKT podria mejorar el resultado ***. mTOR también se inhibe al inducir AMPK. Es el caso
de farmacos como la metformina, un inhibidor del complejo | de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, que provoca una disminucidn de la cantidad de ATP e incrementa AMPK,

inhibiendo, por tanto, mTOR y activando la autofagia **

. Existen, ademas, farmacos citotdxicos que
inducen la autofagia en células tumorales. Un ejemplo es la temozolamida, utilizada en el
tratamiento de glioblastoma. Otros activadores autofagicos son los inductores de estrés de reticulo
endoplasmatico o inductores de inanicion, inhibidores PI3K clase |, inhibidores tirosina quinasa,
inhibidores de proteasoma, inhibidores de la inositol monofosfatasa y inhibidores de histona

desacetilasas como Panobinostat® (Figura 18) %,

3.5.2 Inhibidores autofagicos

La inhibicién de la autofagia ha sido estudiada en mds profundidad que su modulacién
positiva. Los inhibidores de los primeros estadios del proceso actian fundamentalmente sobre PI3K
de clase lll. El primer inhibidor identificado de este tipo fue 3-MA, aunque actualmente se conocen

mads, como LY294002 y wortmannin **. Sin embargo, la homologia entre PI3K de clases | y Ill hace
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gue muchas veces estos compuestos induzcan también la autofagia. Recientemente se ha descrito el
compuesto Spautin-1, que causa la degradacion del complejo PI3K de clase Il actuando
directamente sobre Beclinl al evitar que las proteasas UPS10 y UPS13 desubiquitinen esta proteina
B! La mayoria de inhibidores de autofagia actian en etapas mas tardias del proceso. Un ejemplo
son los inhibidores ATPasa de tipo vacuolar, que evitan la autofagia en la etapa de maduracién al
inhibir la acidificacidn de lisosomas y endosomas. Es el caso de la bafilomicina Al. Los inhibidores de
microtubulos como vinblastina, nocodazol o paclitaxel también actian sobre etapas tardias de la
autofagia al evitar la fusion del autofagosoma y el lisosoma ™**. Los agentes alcalinizantes del lumen
lisosomal como la cloroquina también bloquean la autofagia **°. En este caso aumentan el pH del
lisosoma, inhibiendo la actividad de las hidrolasas y del autofagolisosoma en ultima instancia. No
obstante, recientemente se ha descrito que la cloroquina también puede inducir autofagia al inhibir
mTORC1 ***. Hasta el momento la cloroquina ha sido usada como farmaco antimalaria y para el
tratamiento de la artritis reumatoide, aunque estudios preclinicos y clinicos demuestran que es un
farmaco antitumoral prometedor **'. Inhibidores de la protedlisis lisosomal como las leupeptina y la

pepstatina también alteran la etapa autofagica de digestion lisosomal (Figura 18) 2%%¢.
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Figura 18. Esquema de algunos moduladores de autofagia y la etapa en la que actuan.
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Hipotesis y Objetivos

El glioblastoma multiforme (GBM) es uno de los tumores humanos mds letales, con una media
de supervivencia de 12-14 meses en tratamiento estandar de cirugia, radioterapia y quimioterapia con

temozolamida ***’

. Se trata de un astrocitoma de grado IV heterogéneo caracterizado por una
proliferacién celular incontrolada, elevada capacidad de infiltracién, angiogénesis robusta, resistencia

a la apoptosis, propension al desarrollo de focos necréticos y alta inestabilidad genémica *.

La autofagia es un sistema de degradacion intracelular altamente regulado por el cual
proteinas de larga vida y orgdnulos son absorbidos por vesiculas de doble membrana llamadas
autofagosomas vy trasportados hasta el lisosoma, donde serdan degradados. Tras esto, las

macromoléculas resultantes son trasladadas al citosol para su reciclaje "2

Se sabe que la autofagia desempefia un papel importante en el desarrollo de enfermedades,
incluyendo enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, inflamatorias, diabetes y cancer 7.
Por todo ello, nuestra hipédtesis inicial fue que la autofagia podria estar relacionada especificamente
con el desarrollo y la evolucién del glioblastoma multiforme y podria ser considerada una nueva diana

terapéutica para esta enfermedad. Para probarlo, nos planteamos los siguientes objetivos:

1- Determinar si variantes alélicas de algunos genes implicados en la ruta de autofagia podrian estar

relacionados con el riesgo a padecer glioblastoma multiforme.

2- Analizar la expresion de proteinas de la maquinaria autofagica en pacientes con glioblastomas y
astrocitomas de bajo grado para, de esta manera, profundizar en el conocimiento del proceso de

autofagia y determinar posibles biomarcadores prondsticos y diagndsticos de dichos tumores.

3- Analizar el efecto de los farmacos Panobinostat®, cloroquina, metformina, paclitaxel, y las sinergias
Panobinostat® + cloroquina, 5-aza-2’-desoxicitidina + cloroquina y 5-aza-2’-desoxicitidina +
metformina en lineas tumorales de glioblastoma multiforme para determinar nuevas estrategias

terapéuticas en el tratamiento de este tumor.
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Material y Métodos

1. PACIENTES

Para la realizacién de este trabajo se han analizado muestras de tejido tumoral de 91
pacientes diagnosticados de tumores primarios de SNC procedentes del Servicio de Neurocirugia del
Hospital Universitario de Salamanca y del Servicio de Neurocirugia del Hospital Universitario Son
Espases de Mallorca. Las muestras se obtuvieron por extirpacién quirdrgica y se almacenaron a -
802C hasta su procesamiento. La poblacion de estudio estaba compuesta por 2 astrocitomas
pilociticos, 24 astrocitomas difusos de bajo grado y 68 glioblastomas multiformes, todo ellos
diagnosticados de acuerdo a la clasificacion propuesta por la OMS para los tumores de SNC %. La
recogida de las muestras tuvo lugar entre los afios 2001 y 2014, y se ha seguido el tratamiento y

evolucién de los pacientes desde el momento del diagndstico hasta la actualidad.

Para la realizacion de los estudios de asociacién de polimorfismos de genes relacionados con
la autofagia se han analizado muestras de DNA extraido de sangre periférica de 174 pacientes
diagnosticados de glioblastoma multiforme. Dichas muestras procedian del Servicio de Neurocirugia
del Hospital Universitario de Salamanca, del Servicio de Neurocirugia del Hospital Universitario Son
Espases de Mallorca y del Servicio de Neurocirugia del Hospital Universitario de Valladolid. Como
grupo control se analizaron muestras de DNA de sangre periférica de 264 individuos mayores de 60
afios que no tenian historia personal ni familiar de cancer. En todos los casos las muestras se
obtuvieron mediante venopuncidon antecubital, se recogieron en tubos de 10mL con EDTA y se

conservaron a 49C hasta su procesamiento.

Todas las muestras fueron obtenidas previo consentimiento informado, siguiendo las
normas legales para Estudios Clinicos en Espafia y las del Comité de Etica del Hospital Universitario

de Salamanca, del Hospital Universitario Son Espases y del Hospital Universitario de Valladolid.

2. LINEAS CELULARES TUMORALES

Las cuatro lineas celulares usadas en este trabajo se detallan en la tabla 4.

Tabla 4. Lineas celulares utilizadas y resumen de sus mutaciones.

Linea ATCC® No Tipo Tumorigénica Genes Mutaciones
celular tumoral mutados
T98G CRL-1690™ GBM No PTEN ¢.125T>G; p.L42R
A172 CRL-1620™ GBM No CDKN2A c.1_471del471
PTEN €.165_1212del1048; p.R55fs*1
LN18 CRL-2610™ GBM Si p53 ¢.713G>C; p.C238S
CDKN2A c.1_471del471
LN229 CRL-2611™ GBM Si p53 c. 293C>T; p.P98L

CDKN2A (c.1_471del471
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3. FARMACOS

En este trabajo se han utilizado cinco farmacos diferentes: Panobinostat®, cloroquina,

metformina, paclitaxel y 5-aza-2’-desoxicitidina.

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

150nM.

Cloroquina (Sigma-Aldrich): se prepard una solucion de 50mM del farmaco disolviendo la
droga en polvo en 4H,0 al 0,5% de DMSO. Se usaron las concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100 y
125uM.

Metformina (Sigma-Aldrich): se prepardé disolviendo la pastilla comercial de la casa en 50ml
de 4H,0. A partir de ese stock se prepararon las concentraciones del estudio: 0.5, 1, 2.5, 5, 6.5y
8mM.

Taxol® (Paclitaxel) (Teva Genéricos Espafiola S.L.): a partir de un stock se prepararon para el

trabajo las concentraciones de 5, 10, 20, 35, 50 y 75nM.

Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) (Sigma-Aldrich): a partir de un stock de 50uM en acido

acético se prepararon las concentraciones del estudio: 0.5, 1, 2, 3 y 6uM.

El experimento de sinergia Panobinostat® y cloroquina se realizé manteniendo fija la

concentracién de cloroquina a 25uM y combinandola con 10, 25, 50, 75, 100nM de Panobinostat®.

El experimento de sinergia de 5-aza-2’-desoxicitidina y cloroquina se realiz6 manteniendo
fija la concentracién de cloroquina a 25uM y combinandola con 0.5, 1, 2, 3 y 6uM de 5-aza-2’-

desoxicitidina.

El experimento de sinergia 5-aza-2’-desoxicitidina y metformina se realiz6 manteniendo fija
la concentracion de metformina a 8mM y combinandola con 0.5, 1, 2, 3 y 6uM de 5-aza-2’-

desoxicitidina.

4. ANTICUERPOS

En este trabajo se han utilizados nueve anticuerpos primarios diferentes, dos anticuerpos
secundarios conjugados con la peroxidasa de rabano (HRP) y dos anticuerpos secundarios unidos a

una molécula fluorescente. Todos ellos se detallan a continuacién (Tabla 5).
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Tabla 5. Anticuerpos usados en este trabajo en los experimentos de Western Blot e inmunofluorescencia.

Anticuerpo Tipo Origen Concentracion Concentracion Casa comercial Tamaiio
WB IF proteina
(KDa)

Anti-LC3B Primario Conejo 1:1000 1:200 Novus 17 (LC3-
Biologicals I y 19
(NB600-1384) (LC3-1)

Anti-p62 Primario Conejo 1:2000 1:200 Abcam® 62
(ab109012)

Anti-mTOR Primario Conejo 1:2000 1:300 Cell signaling 289
(#2972)

Anti- Primario Raton - 1:200 Sigma-Aldrich

aTubulina (T6199)

Anti-Beclinl Primario Raton 1:2000 - Abcam® 70
(ab114071)

Anti-PI3KCA Primario Conejo 1:1000 - Abcam® 110
(ab40776)

Anti-TRAF6 Primario Conejo 1:8000 - Abcam® 58
(ab3915)

Anti- PKCz Primario Conejo 1:2000 - Abcam® 68
(ab59364)

Anti-B-actina Primario Raton 1:10000 - Sigma-Aldrich 42

Anti-Rabbit Secundario Cabra 1:10000 - Millipore

(HRP) (AP307P)

Anti-Mouse Secundario Cabra 1:10000 - GE Healthcare

(HRP) (NXA931)

Anti-Rabbit Secundario Cabra - 1:400 Molecular

(Alexa Fluor® Probes®

594) Invitrogen™
(A11037)

Anti-Mouse Secundario Burro - 1:400 Molecular

(Alexa Fluor® Probes®

488) Invitrogen™
(A21202)

5. EXTRACCION DE DNA

La extraccion de DNA se llevd a cabo en las muestras de sangre periférica, en las muestras

de tejido tumoral y en lineas celulares sin tratar.

5.1 Extraccion de DNA a partir de sangre periférica

Para la extraccion de DNA a partir de sangre periférica, se aislo la interfase de células
nucleadas mediante centrifugacion repetida y lisis osmdtica de los eritrocitos con 44H,0 estéril. El
botdn celular, que contiene Unicamente las células nucleadas, se resuspendid en tampdn Fornace
(0.25M Sacarosa, 50mM Tris-HCI pH 7.5, 25mM KCI, 5mM MgCl,) y se centrifugé a 15000r.p.m. 10
minutos. El pellet obtenido se resuspendid nuevamente en tampdn Fornace, al que se le afadio
EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) 10mM pH 8.0 para posibilitar la inactivacion de las
nucleasas, 50ug/ml de proteinasa K (ApliChem) para degradar las proteinas y SDS (dodecilsulfato
sodico) a una concentracidn final del 1% para romper las membranas celulares. La mezcla se incubd
a 559C durante 8-16 horas. Tras ello se procedid a la extraccidn y purificacién del DNA tratandolo
con una mezcla de fenol tamponado a pH 8.0 y CIAA (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1) y se

sometid a centrifugacion para separar las fases. El DNA atrapado en la fase acuosa se limpié de otros



Material y Métodos

residuos celulares mezclandolo con CIAA y centrifugdndolo nuevamente para separar las fases. Tras
esto, se afiadidé etanol absoluto frio a la fase acuosa para precipitar el DNA. Tras un lavado con

etanol al 70%, finalmente se resuspendié en 200ul 44H,0 estéril.

5.2 Extraccion de DNA a partir de tejido tumoral

En el caso del tejido tumoral, se tomaron muestras de 100-200mg y se homogeneizaron en
tampdn Fornace con el homogeneizador Polytron® System PT 1200 E, (Thermo Fisher Scientific). Una
vez homogeneizado el tejido se afiadid EDTA, proteinasa K y SDS siguiendo el mismo procedimiento

gue para la extraccidon de DNA a partir de sangre periférica.

5.3 Extraccion de DNA a partir de lineas celulares

En el caso de las lineas celulares, las células se recogieron de las placas de cultivo usando
1.5ml del agente de disociacion TrypLE 1X (Gibco), se lavaron con PBS y se centrifugaron a
1500r.p.m. tres minutos. El precipitado celular se resuspendié en tampdn Fornace, EDTA, proteinasa
K y SDS, siguiendo el mismo procedimiento que para la extraccién de DNA a partir de sangre

periférica.

La concentracion de DNA de las muestras en todos los casos se determind en un
espectrofotometro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific) midiendo la absorbancia de la
muestra a 260nm. Ademas, el cociente entre las absorbancias A260/A280 permitié determinar el
grado de pureza de las muestras, estando los valores adecuados comprendidos entre 1.8-2.0. Si en
algun caso la relacién se salia de ese margen se procedié a realizar una nueva purificacion del DNA,
ya que esto indicaria la presencia de proteinas o solventes organicos si los valores son inferiores,

mientras que valores superiores indicarian un exceso de RNA.

Todas las muestras de DNA se almacenaron en tubos Eppendorf® a —202C, con el fin de

evitar tanto la degradacion progresiva del DNA como una posible contaminacién.

6. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA MEDIANTE PCR

Las muestras de DNA obtenidas a partir de tejido tumoral fueron amplificadas por PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Las reacciones de amplificacion se llevaron a un volumen
final de 25pl utilizando 12.5uL del sistema PCR Master Mix 2X (Promega) (22mM tris-HCL a pH 8.4,
55mM KCl, 1.65mM de MgCl2, 220uM de dNTP, y 22U de Tag DNA polimerasa), 9.5ul de agua libre
de nucleasas, 1ul de cada uno de los oligonucledtidos (forward y reverse) a una concentracion final
de 0.5uM cada uno y 1pl de DNA molde a concentracién de 100ng/ml. Como control negativo se

prepard en paralelo un tubo de reaccién con todos los componentes excepto DNA.

Los oligonucleétidos especificos disefiados para la amplificacion de la regién promotora del

gen TERT se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Oligonucleétidos empleados en la amplificacion de la region promotora del gen TERT, su temperatura de

anillamiento y tamario del amplicén.

Oligonucleétido Oligonucleétido Tamafio T2 anillamiento
Forward (5’-3’) Reverse (5°-3’) PCR (bp)
GGCCGATTCGACCTCTCT AGCACCTCGCGGTAGTGG 489 662C

Las reacciones de amplificacidn se llevaron a cabo en un termociclador (Life Technologies-
Invitrogen) utilizando un programa de PCR convencional adaptado a la temperatura de anillamiento

de la pareja de oligonucleétidos (Figura 19).

95°C 1 95°C

30 seg.

o

35-40 ciclos
Figura 19. Programa de amplificacién estandar utilizado donde X es la temperatura de anillamiento especifica de cada

pareja de oligonucledtidos.

7. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Los fragmentos amplificados mediante PCR fueron separados por su tamafio molecular
mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 2% en tampdn TBE 0.5X (Tris 0.045M,
acido bérico 0.045M, EDTA 1.0mM pH 8.0). Las muestras migraron en paralelo con un marcador de
tamafio molecular derivado del DNA del fago ®X-174 cortado con la endonucleasa Haelll que genera
fragmentos de los siguientes tamafios: 1.353, 1.078, 0.872, 0.603, 0.310, 0.281, 0.271, 0.234, 0.194,
0.118, 0.072 Kb. La migracién del DNA en el gel se monitorizé utilizando dos colorantes incluidos en
el tampdn de carga: el xileno cianol, que migra aproximadamente con los fragmentos de 5Kb en un
gel de agarosa al 0.8%, y el azul de bromofenol, que migra aproximadamente con los fragmentos de
0.5Kb. Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron utilizando SYBR® Safe DNA
Gel Stain (1/10000) (Invitrogen, Life Technologies), que actla intercaldndose entre las bases
nitrogenadas del DNA y emite fluorescencia al ser expuesto a la luz UV (254nm). Los resultados
obtenidos fueron capturados gracias a un sistema de fotografia digital acoplado a un programa

informatico de tratamiento de imagenes (KODAK iD software v3.5.4, Kodak).

8. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

La purificaciéon de los fragmentos de DNA procedentes de la amplificacion fue realizada
usando PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen, Life Technologies) siguiendo las instrucciones del

fabricante.



Material y Métodos

9. SECUENCIACION AUTOMATICA

Para la secuenciacion automatica, las muestras se prepararon a una concentracién de 40-
60ng de DNA purificado con 3pmol del oligonucledtido sentido o antisentido correspondiente,
llevado a un volumen final de 8pL. La reaccién de secuenciacion por Sanger se llevd a cabo en el
secuenciador automatico ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Inc.) en el Servicio

Central de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca, usando el kit BigDye Terminator® v.3.1.

La lectura y tratamiento de las secuencias automaticas se realizé con ayuda del programa
Chromas lite 2.01 (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html) (Figura 20). La homologia
con las secuencias depositadas en la base de datos GenBank (http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/genbank) se realizé con el programa BLAST de los servidores: http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgBlat?command=start y http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.

i
J
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Figura 20. Secuencia correspondiente al promotor de TERC

10. DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE PCR CON SONDAS TAQMIAN™

La identificacion de polimorfismos de genes relacionados con la autofagia se llevé a cabo

mediante discriminacion alélica con sondas TagMan™.

Esta técnica de amplificacion en cadena se basa en la fluorescencia emitida por sondas
especificas marcadas con fluorocromos. Dichas sondas son oligonucleétidos que hibridan
especificamente con cada alelo y estdn 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.
Las sondas empleadas en nuestro trabajo estaban marcadas con los fluorocromos VIC y FAM para
cada alelo (Tabla 7).

s, o of .2 ™
Tabla 7. Moléculas fluorescentes utilizadas en la amplificacion con sondas Tagman .

Fluorocromo Max. A,ps (hm) Max. A, (nm)
VIC 538 55
FAM 495 435
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Durante la amplificacién del DNA diana, la sonda hibrida con su cadena complementariay la
DNA polimerasa, que tiene actividad 5-3’ exonucleasa, al desplazarse a lo largo de la cadena,
hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberacién del fluorocromo donador. Al

guedar separados los fluorocromos donador y el aceptor, se emite fluorescencia.

La reaccidon de PCR requiere ademas los mismos componentes que una reaccion de PCR
convencional (Taq polimerasa, dNTPs, MgCl, y oligonucledtidos forward y reverse) y se lleva a cabo
en termocicladores que incorporan un lector de fluorescencia. En nuestro caso la reaccion de
genotipado se llevd a cabo con el sistema TagMan Genotyping Master Mix 2x (Applied Biosystems),
en un volumen final de 10pL, y se realizé en el equipo Step One Plus Real Time PCR™ (Applied
Biosystems) bajo las condiciones recomendadas por el fabricante. Los polimorfismos analizados

mediante esta técnica de detallan en la tabla 8.

Tabla 8. SNPs estudiados en este trabajo de genes relacionados con la autofagia.

GEN SNP ID REFERENCIA CAMBIO ENEL CAMBIOEN SONDA SONDA
COMERCIAL DNA PROTEINA VIC FAM

ATG2B  rs3759601  C_9690160_20 4512C>G p.Q1383E C G
ATG5 rs2245214  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_11717468 20 2209C>T p.R702W C T
NOD2  rs2066845  C_11717466_20 2829C>G p.R908G C G

Los resultados de este andlisis muestran generalmente tres nubes de puntos diferenciados

correspondientes al genotipo de cada una de las muestras analizadas (Figura 21).

Allelic Discrimination Plot
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oV °
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Figura 21. Representacion de los resultados de la discriminacion alélica con sondas TaqmanwI del polimorfismo del gen
ATG16L1rs2241880. Cada nube de puntos representa uno de los genotipos posibles: los azules son los homocigotos GG,

los verdes los heterocigotos AG y los rojos los homocigotos AA.
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11. CULTIVO DE LINEAS CELULARES TUMORALES

Todas las lineas celulares usadas en este trabajo fueron cultivadas en un incubador (Cultek
S.L.U.) a 37°C en una atmosfera himeda con un 5% de CO, y un 95% de aire. Para su cultivo se utilizo
medio completo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Sigma-Aldrich) con glucosa (4.5g/1), L-
glutamina y L-piruvato. Ademads, dicho medio se suplementdé con los antibidticos penicilina y

estreptomicina al 1% y suero fetal bovino (FBS) al 10% (Invitrogen, Life Technologies).

12. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

El crecimiento y la supervivencia celular al tratamiento con los compuestos por separado y
en sinergia en las lineas celulares de glioblastoma usadas en este trabajo se evalué mediante el
ensayo de viabilidad MTT **’. Esta técnica consiste en el marcaje de células metabdlicamente activas
con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich). Se trata de
compuesto de color amarillento que, al ser reducido por la enzima succinato deshidrogenasa (SDH)
celular, da lugar a un compuesto hidrofébico de color azul oscuro, el formazan. El formazdn se
solubiliza con DMSO y, posteriormente, se mide la intensidad de color con un espectrofotémetro, lo
gue permite determinar la tasa de proliferacidon. La absorbancia se correlaciona con el color e,

indirectamente, con la cantidad de células en cultivo metabdlicamente activas.

Para llevar a cabo este ensayo se sembraron un total de 10.000 células por pocillo en placas
de 24 pocillos y se las dejo crecer toda la noche. Tras esto, se sustituyd el medio por uno nuevo con
diferentes concentraciones de farmaco, dejando siempre células sin tratamiento como control. A
continuacién se incubaron las placas multipocillo durante 24, 48, o 72 horas, utilizando también una
placa previa (tiempo 0) sin ningun tipo de farmaco como control. Una vez trascurridos los tiempos se
afiadié a cada pocillo Img/ml de MTT y se incubo durante 1 hora a 37°C. Tras esto, se eliminod el
medio y se afiadid DMSO para disolver los cristales de formazan depositados en cada pocillo. La
absorbancia de los mismo se determind en el lector de microplacas UltraEvolution (Tecan®) a

570nm.

13. ANALISIS DEL CICLO CELULAR MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

El estudio del ciclo celular en las distintas lineas celulares de glioblastoma se realizé
cuantificando el contenido de DNA de éstas por citometria de flujo. Para ello, las células fueron
tratadas con las distintas concentraciones de los compuestos suministrados en medio completo
DMEM durante 24, 48 y 72h respectivamente, tomando un tiempo 0 como control. Tras la
exposicién a los compuestos, las células tratadas se recogieron y se fijaron en etanol 70% helado.
Una vez fijadas, se lavaron repetidamente con PBS para eliminar los residuos de etanol,
centrifugando a 1500 r.p.m. durante 3 minutos. Después, se anadid a cada muestra 0.05% de

RNAasa A y 7.5ul de yoduro de propidio (Sigma-Aldrich) y los tubos se incubaron a temperatura
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ambiente toda la noche. Tras esto, las muestras se analizaron utilizando el citémetro de flujo

FACSCalibur (BD Biosciences), cuantificando el DNA de un total de 30000 células por muestra.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa asociado al citdmetro
CellQuest Pro® (BD Bioscience). Este programa proporciona un grafico para cada muestra en el que
se representa la cantidad de DNA, que es proporcional a la cantidad de yoduro de propidio, en
abscisas y el nimero de células en ordenadas (Figura 22). Tras esto, los archivos fueron analizados
con el programa WINMDI 2.9., el cual permite hacer una discriminacidén y cuantificacidon del niumero

de células en cada estado del ciclo celular.
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Figura 22. Grafico de citometria de flujo que representa las diferentes etapas del ciclo celular y la cantidad de células que

se encuentra en cada una de ellas.

En todos los casos se realizaron dos réplicas de cada experimento para verificar los

resultados.

14. EXTRACCION DE PROTEINAS

La extraccion de proteinas se llevd a cabo en las muestras de tejido tumoral y en lineas

celulares tratadas y sin tratar.

14.1 Extraccién de proteinas a partir de tejido tumoral

En el caso del tejido tumoral, se tomaron muestras de 100-200mg y se homogeneizaron en
tampdn de lisis RIPA (1% Igepal, 0.5% deoxicolato sédico, 0.1% SDS en PBS 1X) suplementado con
inhibidor de proteasas Api (pepstatina A, aprotinina y leucopeptina) con ayuda del homogeneizador
Polytron® System PT 1200 E, (Thermo Fisher Scientific). La mezcla se incubd durante 30 minutos a

49C en agitacion y se centrifugd a 12000g durante 15 minutos a 49C, trasladando el sobrenadante,
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que es el que contiene el extracto proteico total, a un nuevo tubo Eppendorf® y almacenandolo a -
802C.

14.2 Extraccion de proteinas a partir de lineas celulares

En el caso de las lineas celulares, las células se recogieron de las placas de cultivo usando
1.5ml del agente de disociacion TrypLE 1X (Gibco), se lavaron con PBS y se centrifugaron a
1500r.p.m. tres minutos. Los precipitados se incubaron durante 30 minutos con buffer de lisis en frio
y en agitacion (NaCl 140nM, EDTA 10mM, 10% glicerina, 1% Nonidet P-40, Tris 20mM pH 8.0), al que
se le afiadieron los siguientes inhibidores de proteasas: PMSF 1mM, pepstatina 1uM, aprotinina
1pg/ml, leupeptina 1pg/ml y ortovanadato sodico 1mM. Tras centrifugar los tubos durante 10
minutos a 4°C y 12000 r.p.m. se transfirieron los sobrenadantes resultantes a un nuevo tubo

Eppendorf® y se almacenaron a -80°C.

15. WESTERN BLOT

Mediante esta técnica analizamos la expresion de las proteinas LC3B, p62/SQSTM1, TRAF6,
PKCz, mTOR, Beclinl y PI3KCA. Para ello, las muestras de proteina total se prepararon mezclando
200ug de cada extracto proteico con tampdn de carga (Tris 100mM pH 6.8, 20% glicerol, 4% SDS,
0.05% azul de bromofenol y 2% B- mercaptoetanol) y se desnaturalizaron durante 5-10 minutos a
1002C en un bafio seco. Tras esto, se procedid a la carga de las muestras en geles SDS-PAGE para su
separacion en funcién del tamafo mediante electroforesis vertical con minigeles discontinuos
(Sodium-Dodecylsulfate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis) siguiendo el protocolo de Laemmli *%. El
gel separador se prepard a un porcentaje de acrilamida adecuado al tamafio de las proteinas a
separar (8-12% acrilamida/bis-acrilamida 30%) (BioRad) en tampodn Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 y SDS al
10%. Encima del gel separador, se prepard un gel concentrador al 4% acrilamida/bis acrilamida 30%

en tampon Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 y SDS al 10%. Para la polimerizacidn de los geles se utiliz6 AMPS
(persulfato de amonio) y TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina).

La electroforesis se realiz6 a 150 voltios en condiciones desnaturalizantes en tampdn de
electroforesis (Tris 20mM, Glicina 192mM y SDS al 1%) y como marcador de peso molecular se

utilizé el marcador PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific).

Una vez separadas por tamafio, las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF
Immobilon-P (Millipore Corporation) utilizando el sistema de transferencia semiseca TRANS BLOT®
SD (BioRad) durante 45 minutos a 15 voltios en tampdn 25mM Tris-HCl pH 8.5, 192mM Glicinay 20%
metanol. Posteriormente, la membrana fue bloqueada durante 1 hora en una solucién de leche
desnatada en polvo al 5% en TBS-T (0.1 % Tween-20 en TBS) para saturar todos los sitios
inespecificos de uniéon a proteinas. A continuacion, la membrana se incubd con el anticuerpo
primario especifico para la proteina de interés a la dilucién adecuada (Tabla 5) en TBS-T con BSA

(Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich) al 3% toda la noche a 49C. Tras varios lavados con TBS-T en
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agitacion, la membrana se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con
peroxidasa de rdbano (HRP) durante 45 minutos a temperatura ambiente. Tras nuevos lavados de la
membrana con TBS-T, se utilizéd el sistema de quimioluminiscencia basado en la oxidacidon del
luminol en presencia de peréxido 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) para la deteccion de proteinas (Figura 23).
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Figura 23. Fundamento tedrico del Western blot.

Los fragmentos correspondientes a las proteinas de interés se cuantificaron usando el

programa de analisis de imagen Image).

16. INMUNOFLUORESCENCIA

Para poder observar la distribucidon celular y la expresidon de proteinas en células tumorales

tratadas con paclitaxel, se realizd un experimento de inmunofluorescencia.

Para llevar a cabo esta técnica se sembraron 175000 células de las lineas celulares A172 y
LN229 en placas de 6 pocillos y se las dejo crecer toda la noche. Cada pocillo contenia 3 cristales
cubreobjetos. Tras haber crecido, se reemplazé el medio por medio nuevo con paclitaxel 5nM, a
excepcion de un pocillo por linea celular y proteina de estudio que se utilizd6 como control sin
tratamiento. Las placas se incubaron 72 horas. Tras este tiempo, se lavaron las células con PBS para
eliminar el medio de cultivo y se fijaron con 1ml/pocillo de formaldehido al 37% diluido en PBS
durante 10 minutos en hielo. Se elimind el formaldehido y se precedid a lavar los pocillos tres veces
con PBS, tras lo cual las células se permeabilizaron afiadiendo 1ml/pocillo de Tritdon-X-100 (IBI

Scientific) al 0.5% durante 10 minutos en hielo. Tras lavar con PBS se afiadié a cada pocillo 2ml de
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solucién de bloqueo preparada con BSA al 10% en PBS y se incubé durante 1 hora a temperatura
ambiente. Tras el bloqueo, los cristales cubreobjetos se trasladaron a cdmaras himedas y se
rociaron con 30ul de anticuerpo primario preparado con BSA al 3% en PBS usando las
concentraciones especificadas en la tabla 5. La incubacién se llevd a cabo a temperatura ambiente y
atmdsfera humeda durante hora y media. Transcurrido ese tiempo, se lavaron tres veces con PBS y
se incubaron con 30 pl de anticuerpo secundario preparado en BSA al 1% de PBS en las camaras
himedas durante una hora y media y semioscuridad. Tras eso, se lavaron de nuevo con PBS y se
incubaron 5 minutos con DAPI (Roche) 1:2000 en yH,0 para la tincién de los nucleos celulares. Por
ultimo, se lavaron las células y se colocd cada cubreobjetos sobre un portaobjetos usando la
solucion Moviol (Sigma-Aldrich) que actlia como pegamento. Las células se visualizaron en un
microscopio confocal LEICA SP5 modelo DMI 6000B con el software asociado LEICA LAS AF y se

capturaron las imagenes necesarias con una cdmara conectada a dicho microscopio (Figura 24).

Figura 24. Imagen de la linea celular LN229 marcada con un anticuerpo secundario fluorescente frente al anticuerpo anti-

aTubulina. El ndcleo estd marcado con DAPI.

17. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en los distintos experimentos se analizaron usando el software IBM
SPSS Statistics 23.0.0.0.

En primer lugar, se realizd un andlisis descriptivo de las variables clinicas. En el caso de las
variables categdricas nominales y ordinales se calculé la proporcidn de pacientes en cada categoria,

y en las variables cuantitativas se calculé la mediana y el rango intercuartilico.

La relacién entre las distintas variables clinicas y moleculares se analizd mediante la
elaboracion de tablas de contingencia y el test x2 de Pearson. En los casos en los que la frecuencia
de alguno de los grupos fue menor del 5%, se empled el test exacto de Fisher. La correlacion entre

proteinas se determind mediante el test de Spearman.



Material y Métodos

En los analisis de supervivencia, el tiempo de supervivencia global se estimé como el tiempo
desde el diagnéstico hasta el fallecimiento del paciente o el Ultimo seguimiento. Aquellos pacientes
perdidos a lo largo del seguimiento fueron censurados. Ademas, los pacientes con una supervivencia
inferior a 14 dias se excluyeron de los estudios de supervivencia, ya que estos pacientes podrian
haber fallecido por causas diferentes a la propia enfermedad. Las diferencias entre los tiempos de
supervivencia se estimaron por el método Kaplan-Meier y la comparacién entre grupos se realizo
usando el test log-rank. El modelo de los riesgos proporcionales de Cox se utilizd para evaluar la

independencia de los factores prondstico identificados.

En los estudios de asociacidn de polimorfismos, se analizd la distribucién de genotipos entre
pacientes y controles mediante el test X2 de Pearson o el test de Fisher. 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.

Los datos obtenidos en el estudio del ciclo celular se analizaron mediante el analisis de la

varianza de un factor (one-way ANOVA) para cada una de las fases.

En todos los casos se consideréd que existian diferencias estadisticamente significativas

cuando se observaron valores de P-valor < 0.05.
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1. ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN GENES RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA EN
PACIENTES CON GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Las variantes polimdrficas de un gen pueden afectar a la actividad de la proteina que codifica
al modificar su expresion o estructura, la trascripcion del gen o el procesamiento del RNA. De hecho,
se sabe que polimorfismos en diversos genes estdn relacionados con el riesgo de padecer

glioblastomas.

Para determinar si cambios polimérficos en genes relacionados con la autofagia se asocian a
cambios en la susceptibilidad al desarrollo de glioblastomas, hemos analizado una poblacién de 174
individuos con este tumor. Como poblacién control seleccionamos 264 individuos (58.7% hombres y
41.3% mujeres) mayores de 60 aifos que no tuvieran ningln 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. Los datos clinicos de los pacientes se pueden

observar en la tabla 9 y, de manera detallada, en el anexo 1.

Tabla 9. Principales caracteristicas de los pacientes del estudio poblacional, localizacién del tumor y tratamiento recibido.

Tumor Glioblastomas (n=174)
Sexo

Hombres 89 (53.6%)

Mujeres 77 (46.4%)
Mediana de edad, afios [IQR] 62.22 [27-79]

Localizacion del tumor
® Por hemisferios

Derecho 83 (50.3%)
lzquierdo 66 (40%)
Otra 16 (9.7%)
e Por I6bulos
Frontal 45 (27.1%)
Temporal 47 (28.3%)
Parietal 30 (18.1%)
Occipital 8 (4.8%)
Otra 36 (21.7%)
Cirugia
Exéresis total 97 (71.9%)
Exéresis subtotal 38 (28.1%)
Tratamiento post-quirurgico
Sin tratamiento 10 (6.1%)
Radioterapia 58 (35.4%)
Radioterapia + Quimioterapia 96 (58.5%)
Mediana de supervivencia, dias [IC 95%] 413.15 [7-4119]

En este trabajo hemos estudiado 6 polimorfismos de genes relacionados con la autofagia
mediante la técnica de discriminacion alélica con sondas TagMan™ (Tabla 8). Se analizé la
distribucién de las frecuencias genotipicas en el grupo de pacientes y el grupo control y, en aquellos
polimorfismos en los que encontramos diferencias estadisticamente significativas, realizamos los
modelos logisticos correspondientes (Tabla 10). De la misma manera se analizaron las frecuencias

alélicas (Tabla 11).



La distribucidon de los genotipos en cada uno de los polimorfismos analizados en el grupo

control cumplia el equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0.1).

Tabla 10. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos en genes relacionados con la autofagia de pacientes y controles

Y su asociacion con el riesgo a padecer GBM.

SNP Modelo Genotipo  Pacientes Controles p- OR (IC 95%)
herencia valor
ATG2B Codominante  CC 55 (31.6%) 39 (14.8%) 1
rs3759601 CG 73 (42%) 115(43.6%)  0.000  0.433(0.259-0.721)
GG 46 (26.4%) 110 (41.7%) 0.284 (0.165-0.488)
Recesiva CC+CG 18 (73.6%) 154 (78.3%)  0.001 1
GG 46 (26.4%) 110 (41.7%) 0.645 (0.409-1.018)
Dominante cc 55 (31.6%) 39 (14.8%) 0.000 1
CG+GG 119 (68.4%) 225 (85.2%) 0.442 (0.266-0.735)
ATGS5 Codominante  CC 67 (38.5%) 106 (40.2%)
rs2245214 CG 85 (38.9%) 127 (48.1%) 0.926
GG 22 (12.6%) 31 (11.7%)
Recesiva CC+CG 152 (87.4%)  223(88.3%)  0.777
GG 22 (12.6%) 31 (11.7%)
Dominante cc 67 (38.5%) 106 (40.2%)  0.730
CG+GG 107 (61.5%) 158 (59.8%)
ATG10 Codominante cC 32 (18.4%) 68 (25.8%) 1
rs1864183 cT 96 (55.2%) 151(57.2%)  0.030 1,379 (0.831-2.290)
T 46 (26.4%) 45 (17%) 2,350 (1.282-4.307)
Recesiva CC+CT 128 (73.6%) 219 (83%) 0.018 1
TT 46 (26.4%) 45 (17%) 1,863 (1.154-3.006)
Dominante cc 32 (18.4%) 68 (25.8%) 0.072
CT+TT 142 (81.6%) 196 (74.2%)
ATG16L1 Codominante GG 45 (25.9%) 63 (23.9%)
rs2241880 GA 92 (52.9%) 138 (52.3%) 0.784
AA 37 (21.3%) 63 (23.9%)
Recesiva GG+GA 137 (78.7%)  201(76.1%)  0.526
AA 37 (21.3%) 63 (23.9%)
Dominante GG 45 (25.9%) 63 (23.9%) 0.635
GA+AA 129 (74.1%)  201(76.1%)
NOD2 Codominante  CC 135 (77.6%) 167 (88.4%) 1
rs2066844 cT 35 (20.1%) 21 (11.1%) 0.018 2,062 (1.147-3.707)
T 4(2.3%) 1(0.5%) 4,948 (0.547-44,79)
Recesiva CC+CT 170 (97.7%) 188 (99.5%) 0.148
TT 4 (2.3%) 1(0.5%)
Dominante cc 135(77.6%) 167 (88.4%)  0.006 1
CT+TT 39 (22.4%) 22 (11.6%) 2,193 (1.241-3.877)
NOD2 Codominante GG 168 (96.6%) 100 (99%)
rs2066845 GC 6 (3.4%) 1(1%) 0.212
CC - -
Recesiva GG+GC 174 (100%) 101 (100%) -
CC - -
Dominante GG 168 (96.6%) 100 (99%) 0.212

GC+CC 6 (3.4%) 1(1%)



Tabla 11. Frecuencias alélicas de los polimorfismos en genes relacionados con la autofagia de pacientes y controles y su

asociacion con el riesgo a padecer GBM.

SNP Alelo Pacientes Controles p-valor OR (IC 95%)
ATG2B C 183 (52.6%) 193 (36.6%) 0.000 1

rs3759601 G 165 (47.4%) 335 (63.4%) 0.519 (0.395-0.684)
ATGS5 C 219 (62.9%) 339 (64.2%) 0.720

rs2245214 G 129 (37.1%) 189 (35.8%)

ATG10 C 160 (46%) 287 (54.4%) 0.016 1

rs1864183 T 188 (54%) 241 (45.6%) 0.399 (1.066-1.836)
ATG16L1 G 128 (52.3%) 264(50%) 0.505

rs2241880 A 166 (47.7%) 264 (50%)

NOD2 C 305 (87.6%) 355 (93.9%) 0.003 1

rs2066844 T 43 (12.4%) 23 (6.1%) 2.173 (1.282-3.693)
NOD2 G 342 (98.3%) 201 (99.5%) 0.21

rs2066845 C 6 (1.7%) 1(0.5%)

El andlisis de la distribucién de los genotipos del polimorfismo ATG2B rs3759601 mostrd
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. La frecuencia de homocigotos GG fue
significativamente menor en el grupo de glioblastomas que en el grupo control (p=0.000; OR=0.284
(0.165-0.488)) (Tabla 10). Estos resultados indican que el ser portador de dos copias del alelo GG
podria conferir un menor riesgo de desarrollar glioblastoma multiforme. Se observa, también, que
los portadores de este genotipo presentan mayor proporcién de resecciones totales del tumor y
tratamientos postquirirgicos completos con quimioterapia y radioterapia (x?=18.122; P=0.001 y
x?=6.069; P=0.048 respectivamente). Ademas, el genotipo heterocigoto GC también parece proteger
frente al desarrollo de este tumor (P=0.001; OR=0.433 (0.259-0.721)) (Tabla 10). Analizando las
frecuencias alélicas se observa que el alelo G confiere proteccion frente al desarrollo de
glioblastoma (P=0.000; OR=0.519 (0.395-0.684)) (Tabla 11).

En el caso del polimorfirmo ATG10 rs1864183, los resultados muestran que los pacientes
con glioblastoma presentan el genotipo TT con mayor frecuencia que los controles sanos(p=0.030;
OR=2,350 (1.282-4.307)) (Tabla 10). Esto indica que la presencia de este genotipo aumentaria el
riesgo a desarrollar el tumor. El analisis de los datos clinicos de los pacientes muestra que pacientes
con el genotipo TT presentan, ademas, supervivencias mas cortas (x2>=8.592; p=0.014) (Figura 25). El
anadlisis de las frecuencias alélicas confirma que el alelo T confiere un mayor riesgo de desarrollar
glioblastoma (P=0.016; OR=0.399 (1.066-1.836)) (Tabla 11).
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Figura 25. Curvas de supervivencia en funcién del genotipo del polimorfismo ATG10 rs1864183 en los pacientes con

glioblastoma multiforme.

El analisis de la distribucidon de los genotipos del polimorfismo NOD2 rs2066844 mostré
diferencias estadisticamente significativas entre grupos. La frecuencia de heterocigotos CT fue
significativamente mayor en el grupo de glioblastomas que en el grupo control (p=0.018; OR=2,062
(1.147-3.707)) (Tabla 10). Estos resultados indican que el ser portador de este genotipo podria
conferir un mayor riesgo de desarrollar glioblastomas. Ademas, este genotipo se observa mds en
mujeres que en hombres (x®=8.796; P=0.012) y en pacientes mayores de 63 afios (x*=6.818;
P=0.033). Analizando las frecuencias alélicas se observa que es el alelo T el que confiere este riesgo
(P=0.003; OR=2.173 (1.282-3.693)) (Tabla 11).

El estudio de los polimorfismos ATG5 rs2245214, ATG16L1 rs2241880 y NOD2
rs2066845 no mostré diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de los genotipos

entre el grupo de pacientes y el grupo control (Tablas 10y 11).

2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS RELACIONADAS CON LA RUTA DE AUTOFAGIA
EN PACIENTES CON GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Con el fin de analizar el proceso de la autofagia en glioblastomas multiformes y determinar
si proteinas relacionadas con ella podrian ser factores diagndsticos o prondsticos de dicho tumor,
hemos analizado mediante western blot las proteinas LC3B, p62/SQSTM1, TRAF6, PKCz, mTOR,
Beclinl y PI3KCA en 68 glioblastomas multiformes. Para poder determinar si la expresidn de alguna
de estas proteinas esta relacionada con el estadio tumoral, se analizaron también 26 astrocitomas
de bajo grado (grados | y Il). En todos los casos, los resultados fueron normalizados usando una
muestra control presente en todas las réplicas y membranas de estudio. Debido a que no

disponiamos de tejido glial sano que pudiera actuar como control, seleccionamos la linea celular



T98G como muestra de normalizacidn, ya que cumple las caracteristicas requeridas para ello segin

139

las estrategias de normalizacion mds extendidas ~”. Los datos clinicos de los pacientes incluidos en

el estudio se pueden ver en la tabla 12 y el anexo 1.

Tabla 12. Principales caracteristicas de los pacientes del estudio, localizacidn del tumor y tratamiento recibido.

Tumor Astrocitomas bajo grado (1y Il) Glioblastomas
Sexo
Hombres 14 (58.3%) 30 (46.9%)
Mujeres 10 (41.7%) 34 (53.1%)
Mediana de edad, afios [IQR] 38 [29-47.7] 64 [55-70]

Localizacion del tumor
® Por hemisferios

Derecho 8(33.3%) 30 (46.9%)
Izquierdo 8(33.3%) 29 (45.3%)
Otra 8 (33.3%) 5(7.8%)
e Por Iébulos
Frontal 6 (26.1%) 21 (32.8%)
Temporal 6 (26.1%) 17 (26.6%)
Parietal 3(13%) 9(1.1%)
Occipital - 2 (3.1%)
Otra 8 (30.8%) 15 (23.4%)
Cirugia
Exéresis total 12 (46.2%) 47 (73.4%)
Exéresis subtotal 12 (46.2%) 17 (26.6%)
Tratamiento post-quirtrgico
No tratamiento 10 (41.7%) 3(4.8%)
Radioterapia 7 (29.2%) 21 (33.9%)
R+Q 7 (29.2%) 38 (61.3%)
Mediana de supervivencia, dias [IQR] 1443.5 [601.25-1896.25] 365 [172.5-501.5]

2.1 Analisis de la expresion de la proteina LC3B

El estudio de LC3B se llevd a cabo mediante western blot y permitié detectar tanto la forma
LC3B-I como la forma conjugada con fosfatidiletanolamida (PE), LC3B-II. 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 y se detecta a 17KDa. LC3B-I se detecta a

19KDa (Figura 26).
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Figura 26. Western blot de la expresidon de LC3B en algunos de los tumores de GBM estudiados. B-actina fue el control de

carga.

El andlisis de la expresion de las proteinas LC3B-1 y Il en glioblastoma multiforme mostré
resultados bastante heterogéneos en el caso de LC3B-Il. El 43% de las muestras tenia una expresién

similar a la del control, mientras que aproximadamente la mitad tenia sobreexpresién de la proteina



y tan sélo un 6% mostraba disminucién de la expresion. La expresion de LC3B-Il fue en general mas
homogénea puesto que casi el 70% de las muestras presentaban expresidon normal y el resto fueron

muestras con baja expresion o sin ella (Figura 27).
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Figura 27. Representacion grafica de la expresidn de las proteinas LC3B-I (A) y LC3B-II (B) en muestras tumorales de GBM.

Se representa el ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

Al analizar estos resultados de expresion y las variables clinicas de los pacientes, vimos que
no existia una asociacién significativa entre los resultados moleculares y el sexo del paciente, la edad
de aparicion del tumor, la localizacién del mismo y el tratamiento postquirdrgico. No obstante, al
analizar las curvas de supervivencia, observamos en el caso de la proteina LC3B-I que una expresion
normal de la misma se asocia a un mejor prondstico de la enfermedad (x?>=6.468; p=0.039). En el
caso de LC3B-ll, la supervivencia aumenta cuando no hay expresiéon de la proteina (x2=8.218;
p=0.016), indicando, por tanto, que la expresién de LC3B-Il es un marcador de peor prondstico del

tumor (Figura 28).
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Figura 28. Curvas de supervivencia en funcién de la expresidon de LC3B-I (A) y LC3B-II (B) en los pacientes con glioblastoma

multiforme.

El estudio de la expresion de la proteina LC3B-I en astrocitomas de bajo grado mostré

resultados muy homogéneos puesto que el 100% de las muestras se detectaba una expresién

normal similar a la del control. LC3B-Il mostraba expresién normal en el 88.5% de los casos, mientras

gue los restantes mostraban expresion baja (Figura 29).
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Figura 29. Representacion grafica de la expresion de las proteinas LC3B-I (A) y LC3B-II (B) en muestras tumorales de

astrocitomas de bajo grado. Se representa el ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un

control (T98G).



El analisis de los valores de expresién de LC3B-I y Il en astrocitomas de bajo grado no mostré
ninguna correlacién significativa con los datos clinicos recogidos de los pacientes. El andlisis de la

supervivencia tampoco reveld ninguna relacién con los niveles de expresidn de estas proteinas.

La comparacidn entre los pacientes de alto y bajo grado, mostré que la sobreexpresion de
LC3B-I y la no expresion de LC3B-Il estan asociadas con glioblastoma (F=29.405; p=0.000 y F=8,843;
p=0.01 respectivamente) (Tabla 13), sugiriendo que esta proteina podria estar relacionada con la

agresividad y el grado tumoral.

Tabla 13. Porcentajes de pacientes segun la expresion de LC3B-I.

LC3-1 y LC3-II

Expresion Expresion Sobreexpresion Baja expresion Sin expresion
LC3B-I normal
ABG 26 0 0 0
100,0% 0,0% 0,0% 0,0%
GBM 29 34 4 1
42,6% 50,0% 5,9% 1,5%
Total 55 34 4 1
58,5% 36,2% 4,3% 1,1%
Expresion Expresion Sobreexpresion Baja expresion Sin expresion
LC3B-II normal
ABG 23 0 3 0
88,5% 0.0% 11,5% 0,0%
GBM 46 0 6 16
67,6% 0.0% 8,8% 23,5%
Total 69 0 9 16
73,4% 0.0% 9,6% 17,0%

2.2 Anadlisis de la expresion de la proteina p62

El estudio de la expresidon de la proteina p62 se llevd a cabo mediante western blot,

observandose fragmentos de 62KDa que se corresponden con la proteina (Figura 30).
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Figura 30. Western blot de la expresion de p62 en algunos de los tumores de GBM estudiados. B-actina fue el control de

carga.

El analisis de la expresion de la proteina p62 en glioblastoma multiforme mostré que
aproximadamente el 80% de las muestras carecian de expresion, el 16,4% la tenia disminuida y tan

solo un 3% mostraba una expresion normal comparada con la del control (Figura 31).
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Figura 31. Representacion grafica de la expresion de la proteinas p62 en muestras tumorales de GBM. Se representa el

ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

Al comparar los resultados de expresion de p62 con las caracteristicas clinicas de los
pacientes de sexo, edad de aparicion del tumor, localizacion del mismo y tratamiento
postquirurgico, vimos que no existia correlacidén entre ellas. No obstante, el estudio de supervivencia
mostré que la ausencia de expresion de la proteina se asocia a un mejor prondstico de la
enfermedad (x2=4.949; p=0.026) (Figura 32), sugiriendo que p62 podria tener valor como marcador

prondstico del tumor debido a que su expresidn se asocia a supervivencias mas cortas.
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Figura 32. Curvas de supervivencia en funcidn de la expresidon de p62 en los pacientes con glioblastoma multiforme.

El estudio de la expresidon de la proteina p62 en astrocitomas de bajo grado presentd
resultados heterogéneos. Aproximadamente el 36% de las muestras carecia de expresion mientras

que el 46% la presentaba normal y un 20% aproximadamente la tenia disminuida (Figura 33).
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Figura 33. Representacion grafica de la expresion de la proteina p62 en muestras tumorales de astrocitomas de bajo grado.

Se representa el ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

La correlacién entre los valores de expresion de la proteina p62 en astrocitomas de bajo
grado y los datos clinicos recogidos de los pacientes no mostré significacion. El estudio de
supervivencia tampoco demostrd ninguna relacién significativa con los niveles de expresion de esta

proteina.

La comparacion entre el grupo de glioblastomas y el de tumores de bajo grado puso de
manifiesto que la ausencia de p62 esta relacionada con glioblastoma, mientras que su expresion
normal estd asociada a los tumores de bajo grado (F=26.385; p=0.000) (Tabla 14), sugiriendo que

dicha expresidn podria estar relacionada con estadios tumorales bajos.

Tabla 14. Porcentajes de pacientes segun la expresion de p62.

p62
Expresion
Sin expresion Baja expresion normal

ABG 9 5 12

34,6% 19,2% 46,2%
GBM 54 11 2

80,6% 16,4% 3,0%
Total 63 16 14

67,7% 17,2% 15,1%

2.3 Andlisis de la expresion de la proteina TRAF6

El analisis de la expresidon de la proteina TRAF6 se llevd a cabo mediante western blot,

observandose un fragmento a 58KDa que se corresponde con el tamafio de la proteina (Figura 34).
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Figura 34. Western blot de la expresion de TRAF6 en algunos de los tumores de GBM estudiados. B-actina fue el control de

carga.

El andlisis de la expresion de la proteina TRAF6 en glioblastoma multiforme mostré
expresiones normales de la proteina en el 44% de los casos, mientras que el 31% carecia de
expresion, el 16% la tenia disminuida y el 9% restante mostraba sobreexpresion respecto al control
(Figura 35).
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Figura 35. Representacion grafica de la expresidn de la proteinas TRAF6 en muestras tumorales de GBM. Se representa el

ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

El estudio de asociacion entre los resultados de expresidon de TRAF6 y las variables clinicas de

los pacientes (sexo, edad de aparicion del tumor, localizacion del mismo y tratamiento

postquirdrgico) no mostrd correlaciones significativas entre ellos. El estudio de las curvas de

supervivencia tampoco tuvo significacién estadistica.

El estudio de la expresion de la proteina TRAF6 en astrocitomas de bajo grado reveld

resultados muy homogéneos, ya que aproximadamente en el 96% de los tumores se detectaba

expresion normal (Figura 36).
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Figura 36. Representacion grafica de la expresion de la proteina TRAF6 en muestras tumorales de astrocitomas de bajo

grado. Se representa el ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

El analisis de los valores de expresidon de TRAF6 en astrocitomas de bajo grado no mostrd
ninguna correlacidn significativa con los datos clinicos recogidos de los pacientes. La supervivencia
de los pacientes tampoco mostré ninguna relacién significativa con los niveles de expresion de esta

proteina.

Al comparar la expresion de TRAF6 en astrocitomas de bajo grado y glioblastomas
observamos que la ausencia de expresién de TRAF6 estd asociada a los tumores de alto grado
(F=21.141; p=0.000) (Tabla 15), sugiriendo que la expresién normal de la misma podria estar

relacionada con menor agresividad tumoral.

Tabla 15. Porcentajes de pacientes segun la expresion de TRAF6.

TRAF6
Expresion

normal Sobreexpresion Baja expresion Sin expresion
ABG 25 0 0 1

96,2% 0,0% 0,0% 3,8%
GBM 30 6 11 21

44,1% 8,8% 16,2% 30,9%
Total 55 6 11 22

58,5% 6,4% 11,7% 23,4%

24 Anadlisis de la expresion de la proteina PKCz

El analisis de la expresién de la proteina PKCz se realiz6 mediante Western blot,

observandose un fragmento a 68KDa que se corresponde con el tamafio de la proteina (Figura 37).

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

= —
68KDa PKCz

Figura 37. WB de la expresidn de PKCz en algunos de los tumores de GBM estudiados. B-actina fue el control de carga.



El estudio de la expresion de la proteina PKCz en glioblastomas multiformes mostré que

aproximadamente el 60% de los tumores tenia una expresién normal, mientras que cerca del 30% la

mostraba baja comparada con la del control

y practicamente todas las muestras restantes

sobreexpresaban la proteina (Figura 38).
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Figura 38. Representacion grafica de la expresion de la proteinas PKCz en muestras tumorales de GBM. Se representa el

ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

Al comparar los resultados de expresion de PKCz con las caracteristicas clinicas de los
pacientes respecto a la edad de aparicién del tumor, localizacion del mismo y tratamiento
postquirdrgico, vimos que no existia una correlacidn significativa entre ellas. No obstante,
analizando el sexo, se observod que, en mujeres, la expresion normal de PKCz es mucho mas habitual
qgue en hombres (F=13.583; p=0.001) (Tabla 16).

Tabla 16. Porcentajes de pacientes segun la expresion de PKCz y el sexo del paciente.

PKCz

Sexo Expresion

normal Baja expresion Sin expresion Sobreexpresion
Mujeres 26 6 0 1

78,8% 18,2% 0,0% 3,0%
Hombres 9 11 1 6

33,3% 40,7% 3,7% 22,2%
Total 35 17 1 7

58,3% 28,3% 1,7% 11,7%

Ademas, el estudio de supervivencia reveld que la ausencia de expresién de la proteina se
asocia a un mejor prondstico de la enfermedad (x?=13.258; p=0.004) (Figura 39), sugiriendo que la

expresion de PKCz podria tener un fuerte valor como marcador prondstico del tumor.
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Figura 39. Curvas de supervivencia en funcidn de la expresién de PKCz en los pacientes con glioblastoma multiforme.

Al analizar la expresién de la proteina PKCz en astrocitomas de bajo grado observamos que

en la mayoria de las muestras (76,7%) la expresidon era muy similar a la del control (Figura 40).
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Figura 40. Representacion grafica de la expresidn de la proteina PKCz en muestras tumorales de astrocitomas de bajo

grado. Se representa el ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

El andlisis de los valores de expresion de PKCz en astrocitomas de bajo grado no mostrd
ninguna asociacion significativa con las variables clinicas recogidas de los pacientes. En el andlisis de
la supervivencia tampoco se observd ninguna relacion con los niveles de expresion de estas

proteinas.

La comparacion entre grupos de pacientes de alto y bajo grado no mostré diferencias

significativas (Tabla 17).



Resultados

Tabla 17. Porcentajes de pacientes segun la expresion de PKCz.

PKCz
Expresion

normal Baja expresion Sin expresion Sobreexpresion
ABG 20 1 1 4

76,9% 3,8% 3,8% 15,4%
GBM 38 18 1 7

59,4% 28,1% 1,6% 10,9%
Total 58 19 2 11

64,4% 21,1% 2,2% 12,2%

2.5 Anadlisis de la expresion de la proteina mTOR

La expresién de la proteina mTOR se estudié mediante western blot, viéndose fragmentos

de 289KDa que se corresponden con esta proteina (Figura 41).
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Figura 41. Western blot de la expresion de mTOR en algunos de los tumores de GBM estudiados. B-actina fue el control de

carga.

Al estudiar de la expresion de la proteina mTOR en glioblastomas multiformes se observo
que aproximadamente el 48% de ellos mostraban expresion normal similar a la del control, mientras

que cerca del 35% no expresaban mTOR. En el 17% restante de tumores detectdbamos baja

expresion o sobreexpresion (Figura 42).
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Figura 42. Representacion grafica de la expresion de la proteinas mTOR en muestras tumorales de GBM. Se representa el

ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).




Al comparar los resultados de expresién de mTOR con las caracteristicas clinicas de los
pacientes de sexo, localizaciéon del tumor y tratamiento postquirdrgico, vimos que no existia una
correlacién significativa entre ellas. No obstante, al analizar la edad de aparicién del tumor,
observamos que la expresiéon normal de mTOR se correlacionaba con una aparicion mas tardia del
tumor (x?=12.080; p=0.007) (Tabla 18) El estudio de supervivencia no mostré diferencias

significativas entre la expresion de la proteina y el tiempo de supervivencia.

Tabla 18. Porcentajes de pacientes segun la expresién de mTOR y la edad de aparicion del tumor.

mTOR

Edad (aiios) Expresion

normal Baja expresion Sin expresion Sobreexpresion
<63 6 5 12 3

23,1% 19,2% 46,2% 11,5%
>63 23 1 12 1

62,2% 2,7% 32,4% 2,7%
Total 29 6 24 4

46,0% 9,5% 38,1% 6,3%

El analisis de la expresion de mTOR en astrocitomas de bajo grado mostré que en la mayoria
de las muestras (69,2%) la expresion era muy similar a la del control mientras que aproximadamente

el 20% no presentaban expresion en absoluto (Figura 43).
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Figura 43. Representacion grafica de la expresion de la proteina mTOR en muestras tumorales de astrocitomas de bajo

grado. Se representa el ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

El andlisis de los valores de expresién de mTOR en astrocitomas de bajo grado no mostrd
ninguna correlacion con los datos clinicos de los pacientes. Con el analisis de la supervivencia

tampoco se observd ninguna asociacion con los niveles de expresién de mTOR.

La comparacion entre grupos de pacientes de alto y bajo grado no presentd diferencias

significativas (Tabla 19).



Tabla 19. Porcentajes de pacientes segun la expresion de mTOR.

Resultados

mTOR
Expresion

normal Baja expresion Sin expresion Sobreexpresion
ABG 18 1 5 2

69,2% 3,8% 19,2% 7,7%
GBM 33 7 24 4

48,5% 10,3% 35,3% 5,9%
Total 51 8 29 6

54,3% 8,5% 30,9% 6,4%

2.6 Anadlisis de la expresion de la proteina Beclinl

El estudio de la expresion de la proteina Beclinl se llevé a cabo mediante western blot. El

tamafio esperado de aparicion del fragmento correspondiente a esta proteina es 70KDa (Figura 44).
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Figura 44. Western blot de la expresion de Beclinl en algunos de los tumores de GBM estudiados. B-actina fue el control

de carga.

El estudio de expresion de la proteina Beclinl en glioblastoma multiforme mostré resultados

bastante heterogéneos. Aproximadamente en la mitad de las muestras se detectaba expresion

normal mientras que el 45% mostraba expresion baja o carencia total de la misma. Tan sélo un 3,2%

de los tumores tenia sobreexpresion (Figura 45).
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Figura 45. Representacion grafica de la expresion de la proteinas Beclinl en muestras tumorales de GBM. Se representa el

ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).




La comparacion de la expresién de Beclinl en glioblastomas con los datos clinicos de sexo
del paciente, edad de aparicidon del tumor, localizaciéon del mismo y tratamiento postquirirgico no
mostrd asociaciones significativas entre ellos. Con el estudio de supervivencia tampoco se observd

ningun valor prondstico de esta proteina.

El estudio de la expresidn de la proteina Beclinl en astrocitomas de bajo grado mostré
resultados muy homogéneos al presentar el 85% de los tumores analizados expresiones normales. El

15% restante se corresponde con muestras sin expresion o con ella baja (Figura 46).
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Figura 46. Representacion grafica de la expresion de la proteina Beclinl en muestras tumorales de astrocitomas de bajo

grado. Se representa el ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

La correlacion entre las caracteristicas clinicas de los pacientes con astrocitomas de bajo
grado y los valores de expresién de Beclinl no mostrd significacidn. Tampoco se observé relacion

significativa con la supervivencia de los pacientes.

No obstante, la comparacién entre pacientes de alto y bajo grado mostré que la ausencia de
Beclinl estd asociada con glioblastoma multiforme, mientras que su expresidon normal estd asociada
a los tumores de bajo grado (F=9.008; p=0.019) (Tabla 20), sugiriendo que la ausencia de Beclinl

podria estar relacionada con una mayor agresividad tumoral.

Tabla 20. Porcentajes de pacientes segun la expresion de Beclinl.

Beclinl
Expresion
Sin expresion Baja expresion normal Sobreexpresion

ABG 1 3 22 0

3,8% 11,5% 84,6% 0,0%
GBM 15 14 32 2

23,8% 22,2% 50,8% 3,2%
Total 16 17 54 2

18,0% 19,1% 60,7% 2,2%



2.7 Andlisis de la expresion de la proteina PI3KCA

El estudio de la expresidon de la proteina PI3KCA se llevd a cabo mediante western blot,

obteniendo el fragmento correspondiente a esta proteina a 110KDa (Figura 47).
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Figura 47. Western blot de la expresion de PI3KCA en algunos de los tumores de GBM estudiados. B-actina fue el control de

carga.

Al analizar la expresion de PI3KCA en glioblastomas multiformes se observé que
aproximadamente el 40% de los tumores analizados carecia de la expresidon de la misma y otro 40%
presentaba niveles normales de expresidn. El aproximadamente 20% de muestras restantes mostrd

expresiones inferiores o superiores a la normal tomada a partir de un control (Figura 48).
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Figura 48. Representacion grafica de la expresion de la proteina PI3KCA en muestras tumorales de GBM. Se representa el

ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

La comparacién de la expresion de PI3KCA en glioblastoma con las caracteristicas clinicas de
los pacientes no presentd asociaciones significativas. Tampoco se pudo observar una correlacion

entre la expresion de esta proteina y la supervivencia de los pacientes.

En el caso de los astrocitomas de bajo grado estudiados, el estudio de la expresidn de la
proteina PI3KCA mostrd resultados homogéneos al presentar el 80,8% de los tumores analizados
expresiones normales. El 8% de los tumores mostraban sobreexpresién mientras que el 11%

restante carecia por completo de PI3KCA (Figura 49).
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Figura 49. Representacion grafica de la expresion de la proteina PI3KCA en muestras tumorales de astrocitomas de bajo

grado. Se representa el ratio proteina de interés/B-actina de cada muestra normalizado respecto a un control (T98G).

El andlisis de la expresion de PI3KCA respecto a las caracteristicas clinicas de pacientes con
astrocitomas de bajo grado no se pudo correlacionar de manera significativa. Tampoco se observd

ninguna asociacién con la supervivencia de los pacientes.

No obstante, la comparacion entre pacientes de alto y bajo grado mostré que la ausencia de
PIBKCA esta asociada a glioblastoma multiforme, mientras que su expresion normal se asocia a
tumores de grado bajo (F=13.946; p=0.002) (Tabla 21), sugiriendo que la ausencia de PI3KCA podria

estar relacionada con un mayor grado tumoral.

Tabla 21. Porcentajes de pacientes segun la expresion de PI3KCA.

PI3KCA
Expresion

normal Sobreexpresion Baja expresion Sin expresion
ABG 21 2 0 3

80,8% 7,7% 0,0% 11,5%
GBM 26 4 8 26

40,6% 6,3% 12,5% 40,6%
Total 47 6 8 29

52,2% 6,7% 8,9% 32,2%

2.8 Andlisis de la correlacion de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta de

autofagia

Para estudiar la posible relacion entre las proteinas incluidas en este trabajo en los tumores
de estudio, se llevd a cabo un test de Spearman usando los valores cuantitativos obtenidos de la
normalizacién de la expresidon de cada una de las proteinas en cada tumor. Las tablas 22 y 23
presentan la correlacién en glioblastomas multiformes y astrocitomas de bajo grado
respectivamente. En todos los casos en los que se observd una asociacién significativa, el coeficiente

de correlacién fue positivo, denotando una correlacién positiva entre proteinas.



Tabla 22. Correlacion entre la expresion de proteinas relacionadas con la autofagia en GBM usando el test de Spearman.

CC: Coeficiente de correlacion (Valores positivos: correlacion positiva; valores negativos: correlacion negativa).

Significacion estadistica con un p-valor<0.05.

LC3-I
LC3-1I
p62
PKCz
TRAF6
mTOR
Beclinl

PI3K

cc
p-valor
cc
p-valor
cc
p-valor
cc
p-valor
cc
p-valor
cc
p-valor
cc
p-valor
cc
p-valor

LC3-1

,657
,000
177
,148
,422
,000
,402
,001
,241
,046
,488
,000
,318
,010

LC3-1I

p62

PKCz

TRAF6

mTOR Beclin PI3K
1

,127 - -

,312 - -

,197 ,494 -

,116 ,000 -

Tabla 23. Correlacidn entre la expresidon de proteinas relacionadas con la autofagia en ABG usando el test de Spearman.

CC: Coeficiente de correlacién (Valores positivos: correlacion positiva; valores negativos: correlacion negativa).

Significacion estadistica con un p-valor<0.05.

LC3-I LC3-II p62
LC3-1 CC - - -
p-valor - - -
LC3-II cC ,035 - -
p-valor ,863 - -
p62 CC ,113 ,243 -
p-valor ,576 ,221 -
PKCz CC ,063 ,392 ,561
p-valor ,755 ,043 ,002
TRAF6 CcC ,250 ,051 ,009
p-valor ,208 ,802 ,963
mTOR CC -,169 382 ,290
p-valor ,399 ,049 ,143
Beclinl cC -,480 ,267 ,093
p-valor ,011 ,178 ,645
PI3K CC ,241 ,175 ,353
p-valor ,227 ,382 ,071
2.9 Estado de la autofagia y su valor prondstico

PKCz

-,196
,327
,640
,000
,528
,005
,216
,280

TRAF6

La conversién de LC3-1 a LC3-Il y la degradacion de p62 se

mTOR Beclin PI3K

1
727 - -
,000 - -
,219 ,096 -
273 ,632 -

consideran marcadores de la

. .7 . 7 . . 1 .
induccion y el flujo autofagico respectivamente **°. De acuerdo con los patrones de expresién de

estas proteinas, hemos agrupado los tumores incluidos en el estudio en cuatro grupos tumorales

para determinar su estado de la autofagia (Tabla 24): el grupo A poseeria expresiones bajas de LC3-II

y p62, indicando niveles basales de autofagia; el grupo B tendria bajos niveles de LC3-Il, pero altos

de p62, indicando una autofagia basal aberrante en los ultimos estadios del proceso; el grupo C

presentaria sobreexpresion de LC3-1l y bajos niveles de p62, indicando activacion de la autofagia; y el



grupo D mostraria altos niveles de LC3-Il y p62, lo que significaria una activacién de la autofagia que

se veria interrumpida en etapas tardias del proceso **.

Tabla 24. Porcentajes de pacientes teniendo en cuenta la expresion conjunta de LC3B-Ily p62.

Estado de la autofagia

A B C D
Bajo LC3-1l Bajo Bajo LC3-II Alto LC3-II Alto LC3-II
p62 Alto p62 Bajo p62 Alto p62

ABG 3 0 23 0
11,5% 0% 88,5% 0%

GBM 22 0 46 0
32,4% 0% 67,6% 0%

Total 25 0 69 0
26,6% 0% 73,4% 0%

Segln esta agrupacion, se observa que todos los tumores incluidos en este trabajo se
pueden incluir en los grupos A y C. Tanto en glioblastomas como en astrocitomas de bajo grado
parece que predomina tener la autofagia activada, aunque el porcentaje es significativamente

mayor en los tumores de bajo grado (67,7 y 88,5% respectivamente) (x?=4.174; p=0.041).

El analisis de las curvas de supervivencia para determinar el posible valor prondstico de la
autofagia no mostré resultados significativos en los tumores analizados (x?=2.053; p=0.153 para

glioblastoma multiforme y x?=1.700; p=0.192 para astrocitomas de bajo grado).

2.10 Anadlisis de alteraciones en el promotor de hTERT en glioblastoma multiforme: valor

pronodstico y relacion con la expresion de proteinas de autofagia

Recientemente se han identificado las mutaciones g.228C>T y g.250C>T en el promotor de la
telomerasa transcriptasa reversa (TERT) como marcadores de baja supervivencia en pacientes con

glioblastoma *. Por esta razén decidimos estudiarlo en nuestra muestra de pacientes (Tabla 25).

Tabla 25. Porcentajes de pacientes con glioblastoma con mutaciones en el promotor de hTERT.

Mutaciones en hTERT
Presencia de alguna

g.228C>T g.250C>T mutacion
WT 50 37 25
79.4% 58,7% 39.7%
Mutado 13 26 38
20.6% 41.3% 60.3%

Como mostramos en la tabla 25, el 60% de los tumores analizados presenta al menos una de
las dos mutaciones y que la mutacidn mayoritaria es la g.250C>T, que aparece en el 41% de los

tumores.



A pesar de que estas mutaciones estan relacionadas con un peor prondstico de los
pacientes, el analisis de las supervivencias en nuestra muestra no permite confirmar esta afirmacion
(x* 8.228C>T =0.620 p=0.431; x? g.250C>T =0.019 p=0.890 y x> mut=0.585 p=0.444).

El analisis de la relacion entre la presencia de alguna de estas mutaciones con la expresion
de proteinas de autofagia no aportd resultados significativos en el caso de las proteinas LC3B-I,
LC3B-Il, TRAF6, PKCz, mTOR, Beclinl y PI3KCA. No obstante, se obtuvieron diferencias significativas
al analizar la presencia de la mutacién g.250C>T y la presencia total de mutaciones en el promotor y
la expresién de p62 (Tabla 26), observandose que una baja expresion de p62 se correlaciona con
ausencia de la mutacion g.250C>T (F=7.512 p=0.010) y con ausencia de cualquiera de las mutaciones
analizadas del promotor (F=14.414 p=0.000).

Tabla 26. Porcentajes de pacientes segun la expresion de p62 y la presencia de mutaciones en hTERT.

P62
g.250C>T Sin expresion Baja expresion E. normal
WT 27 10 0
73,0% 27,0% 0,0%
Mutado 22 1 2
88,0% 4,0% 8,0%
Total 49 11 2
79,0% 17,7% 3,2%
General Sin expresion Baja expresion E. normal
WT 15 10 0
60,0% 40,0% 0,0%
Mutado 34 1 2
91,9% 2,7% 5,4%
Total 49 11 2
79,0% 17,7% 3,2%

2.11 Anadlisis de la correlacidon de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta de autofagia y

la clasificacion molecular tumoral

En un estudio previo de nuestro grupo se habia llevado a cabo la caracterizacién molecular
de 24 de los glioblastomas analizados en este trabajo. Dicha caracterizacién molecular incluia el
estudio de mutaciones de los genes TP53, PTEN, IDH1 e IDH2, el estudio de expresion de p53 vy
EGFRvIII por inmunohistoquimica y western blot respectivamente, asi como el estudio de la delecién
de PTEN y de amplificacién de EGFR por hibridacion in situ fluorescente (FISH) (datos incluidos en la
tabla 29, en el anexo 1). Segun The Cancer Genome Atlas (TCGA) los glioblastomas podrian
clasificarse en proneurales, mutados habitualmente en TP53 e IDH1, con expresién de EGFRvII;
clasicos, caracterizados por tener mutaciones o amplificaciones en EGFR y PTEN; y mesenquimales,

asociados a mutaciones en PTEN y TP53 2,

Utilizando los datos moleculares previos de estos 24 glioblastomas clasificamos los tumores
en funcién del subtipo molecular, observando que cuatro de ellos se podian incluir en el subtipo

proneural, trece en el clasico y siete en el subtipo mesenquimal. El andlisis de la relacion entre la



clasificacion molecular de los tumores y la expresion de proteinas relacionadas con la autofagia no

mostré resultados significativos en ningln caso.

3. NUEVAS APROXIMACIONES TERAPEUTICAS BASADAS EN LA AUTOFAGIA EN LINEAS DE
GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Con el fin de estudiar la respuesta del glioblastoma multiforme a nuevas aproximaciones
terapéuticas relacionadas con la autofagia, se seleccionaron varios farmacos: paclitaxel, un inhibidor
de microtubulos que inhibe la formacién del autofagolisosoma, inhibiendo por tanto el proceso de
autofagia en sus etapas finales; metformina, un conocido antidiabético que, al inhibir mTOR, 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 antimalarico, que inhibe la actividad de las hidrolasas del lisosoma y, por
tanto, inhibe la autofagia, Y Panobinostat®, un inhibidor de histonas desacetilasas que activa la
autofagia. Para llevar a cabo los estudios se utilizaron las lineas celulares de glioblastoma multiforme

T98G, A172, LN18, LN229, cuyas mutaciones estan recogidas en la tabla 4.

3.1 Caracterizacion del efecto del Taxol® (paclitaxel) en lineas celulares de glioblastoma

multiforme

3.1.1 Estudio del efecto del Taxol® (paclitaxel) en la proliferacion de lineas celulares de

glioblastoma multiforme

Para evaluar el crecimiento celular tras el tratamiento con paclitaxel se realiz6 un ensayo de
viabilidad MTT usando las concentraciones de 5, 10, 20, 35, 50 y 75nM cada 24h durante un maximo
de 72h (Figura 50).
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Figura 50. Andlisis de la proliferacion de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en
tratamiento con 5, 10, 20, 35, 50 y 75nM de paclitaxel.

En todos los casos se vio que la minima concentracién estudiada, 5nM, era suficiente para
inhibir la viabilidad celular de las lineas celulares. Por ello, ésta fue la concentracion seleccionada

para llevar a cabo el estudio del efecto del paclitaxel sobre el ciclo celular (Figura 51).
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Figura 51. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172,

LN18 y LN229 en tratamiento con 5nM de paclitaxel.



Los resultados mostraron como las lineas presentaron un bloqueo en G2/M a 24h (p<0.05 en
las cuatro lineas celulares). Dicho bloqued disminuyé con el tiempo en favor de un aumento de la
mortalidad celular. A las 72h de tratamiento T98G alcanzaba un 31,9% de muerte celular (p=0.000),
A172 un 31,43% (p=0.000), LN229 un 32,49% (p=0.000) y LN18 un 42,47% (p=0.000), siendo la linea

celular mas sensible al farmaco.

3.1.2 Estudio del efecto del Taxol® (paclitaxel) en la morfologia de lineas celulares de glioblastoma

multiforme

El analisis del efecto del paclitaxel sobre la morfologia celular se realizé a las 72h de
exposicién al farmaco a 5nM de concentracién. En todas las lineas celulares se observé un cambio
brusco de morfologia, perdiéndose por completo la estructura celular. La superficie celular
presentaba un aspecto granulado. El nimero de células se redujo respecto al control, lo que hizo
que éstas aparecieran aisladas. Ademas, se pudo ver presencia de vesiculas y material celular en el
medio extracelular en todos los casos. La linea LN18 presentaba multiples cuerpos apoptdticos
(Figura 52).
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Figura 52. Cambios morfoldgicos de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con paclitaxel 5nM. Imagenes tomadas a 20X.



3.1.3 Andlisis del efecto del Taxol® (paclitaxel) en la expresion de proteinas de autofagia en lineas

celulares de glioblastoma multiforme

Para analizar el efecto del paclitaxel sobre la autofagia se estudid por western blot la
expresion de las proteinas LC3B, p62 y Beclinl en las lineas celulares T98G, A172, LN18 y LN229
tratadas con el fdrmaco a 5nM durante 24, 48 y 72h. Ademas, se estudio la expresién de mTOR en
las lineas A172 y LN229, que fueron seleccionadas por tener PTEN mutado y PTEN germinal
respectivamente. En todos los casos se utilizd un control a Oh sin tratamiento. En estas dos lineas
celulares se estudié también por inmunofluorescencia las proteinas p62, LC3B, mTOR y a-tubulina.

El estudio de expresién de p62 mostré resultados heterogéneos. Las lineas T98G y A172
presentaban un ligero aumento de la expresién de la proteina, seguido de una disminucidon
moderada a las 72h. La linea LN229 presentaba un aumento de la expresién a lo largo del tiempo y la

linea LN18 mantenia una expresion constante de la proteina (Figura 53).
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Figura 53. Expresion de la proteina p62 en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con
paclitaxel 5nM. La expresidn de la proteina esta calculada en forma de ratio p62/B-actina. La B-actina es el control de

carga.

La expresion de LC3B fue variable en funcién de la linea celular. LC3B-Il disminuia tras 72h de
tratamiento con paclitaxel en las lineas A172 y LN18. No obstante, en la linea LN229 su expresion
aumentaba, mientras que en T98G aumentaba sutilmente hasta las 48 horas de exposicién. La

proteina LC3B-I disminuia de manera notable en todas las lineas celulares (Figura 54).
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Figura 54. Expresion de las proteinas LC3B-1y LC3B-II en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en
tratamiento con paclitaxel 5nM. La expresion de la proteina esta calculada en forma de ratio proteina de interés/B-actina.

La B-actina es el control de carga.

El estudio de expresidon de Beclinl mostré en todas las lineas celulares una disminucidn

notable a 72h de tratamiento con el farmaco (Figura 55).
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Figura 55. Expresion de la proteina Beclinl en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con
paclitaxel 5nM. La expresion de la proteina esta calculada en forma de ratio Beclinl/B-actina. La B-actina es el control de

carga.

El estudio de expresion de mTOR mostré un aumento de la expresidn de la proteina en las
dos lineas celulares estudias, muy sutil en LN229 y mas notable en A172, en la que llega a

cuadriplicar su expresion (Figura 56).
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Figura 56. Expresion de la proteina mTOR en las lineas celulares tumorales A172 y LN229 en tratamiento con paclitaxel

5nM. La expresion de la proteina estd calculada en forma de ratio Beclin1/B-actina. La B-actina es el control de carga.

Tras incubar las lineas A172 y LN229 con paclitaxel 5nM se procedio a estudiar la expresion y
localizacién de las proteinas p62, LC3B, mTOR y a-tubulina mediante inmunofluorescencia.
Del mismo modo que en el western blot, se pudo observar como la expresién de p62

disminuia en A172 y se localizaba fundamentalmente en la zona del nucleo celular. En la linea celular



LN229 la expresién se incrementd, pudiéndose observar acumulos de proteina por todo el

citoplasma (Figura 57).
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Figura 57. Inmunofluorescencia de p62 en lineas celulares de glioblastoma tras 72h en tratamiento con paclitaxel 5nM. Los

nucleos celulares se tifieron con DAPI en azul. p62 se muestra en rojo.

En el caso de la proteina LC3B se pudo ver como su expresién aumentaba en ambas

proteinas, al igual que en el western blot, observandose acimulos de LC3B por toda la célula (Figura

58).
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Figura 58. Inmunofluorescencia de LC3B en lineas celulares de glioblastoma tras 72h en tratamiento con paclitaxel 5nM.

Los nucleos celulares se tifieron con DAPI en azul. LC3B se muestra en rojo.

La expresion de mTOR aumenté ligeramente en las lineas A172 y LN229, mostrandose

tenues acumulos de la proteina por todo el citoplasma (Figura 59).
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Figura 59. Inmunofluorescencia de mTOR en lineas celulares de glioblastoma tras 72h en tratamiento con paclitaxel 5nM.

Los nucleos celulares se tifieron con DAPI en azul. mTOR se muestra en rojo.

La expresion de la a-tubulina fue la mas alterada por el tratamiento. En ambas lineas se
observé como la proteina perdia su capacidad para formar la estructura filamentosa habitual de los
microtubulos que da forma a las células, observandose, por tanto, células mas redondeadas con un

citoesqueleto alterado (Figura 60).
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Figura 60. Inmunofluorescencia de a-tubulina en lineas celulares de glioblastoma tras 72h en tratamiento con paclitaxel

5nM. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI en azul. a-tubulina se muestra en verde.

3.2 Caracterizacion del efecto de la metformina en lineas celulares de glioblastoma

multiforme

3.2.1 Estudio del efecto de la metformina en la proliferacidon de lineas celulares de glioblastoma

multiforme

Para evaluar el crecimiento y la supervivencia celular al tratamiento con metformina se llevd
a cabo un ensayo de viabilidad MTT usando las concentraciones de 0.5, 1, 2.5, 5, 6.5 y 8mM cada

24h durante un maximo de 72h (Figura 61).
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Figura 61. Andlisis de la proliferacion de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con 0.5, 1, 2.5, 5, 6.5 y 8mM de metformina.

En todas las lineas se vio una disminuciéon de la viabilidad a medida que se utilizaban

concentraciones crecientes del farmaco. No obstante, tan sdlo la linea LN18 presentd una inhibicién

de la viabilidad a las concentraciones usadas.

concentracién de farmaco elegida para llevar a cabo el estudio de ciclo celular mediante citometria

de flujo (Figura 62).
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Figura 62. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172,

LN18 y LN229 en tratamiento con metformina 8mM.




El andlisis de los resultados no mostré cambios significativos en el ciclo celular de las lineas
A172 y LN229. No obstante, la linea LN18 parecia mostrar un ligero bloqueo en la fase S (p=0.045).
La linea T98G es la mas sensible a este farmaco al alcanzar un 4,6% de muerte celular a las 72h de

exposicién al tratamiento (p=0.008).

Debido a que LN18 fue la Unica linea que mostraba disminucion de la viabilidad celular a la
concentracién de estudio, fue seleccionada para llevar a cabo un estudio a largo plazo. En este caso,
se estudio el efecto de la metformina sobre el ciclo celular tras una exposicidn al farmaco de tres

semanas (Figura 63).
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Figura 63. Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo de la linea celular de glioblastoma multiforme LN18 a las tres

semanas de tratamiento con metformina 8mM.

Con este estudio se pudo observar como existe una tendencia de aumento de la mortalidad

a lo largo del tiempo, alcanzando el 12,8% el dia 19 de tratamiento (p=0.026).

3.2.2 Estudio del efecto de la metformina en la morfologia de lineas celulares de glioblastoma

multiforme

Tras 72h en tratamiento con metformina 8mM se analizd la morfologia de las lineas
celulares. En todos los casos se observaron cambios en la morfologia de las células y aparicion de
vesiculas intracelulares, especialmente llamativas y grandes en la linea A172. La linea LN229 redujo
su tamaio y desarrollé numerosos filopodios. En el caso de T98G, se alteré su estructura celular de

manera que las células unidas formaban estructuras triangulares muy llamativas (Figura 64).
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Figura 64. Cambios morfoldgicos de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con metformina 8mM. Imagenes tomadas a 20X.



Resultados

3.2.3 Andlisis del efecto de la metformina en la expresiéon de proteinas de autofagia en lineas

celulares de glioblastoma multiforme

Para analizar el efecto de la metformina sobre la autofagia se estudiaron por western blot
las proteinas LC3B, p62, Beclinl y mTOR en las lineas celulares T98G, A172, LN18 y LN229. Para ello,
se trataron con el farmaco a concentracién 8mM durante 24, 48 y 72h. En todos los casos se utilizd
un control a Oh sin tratamiento.

La expresion de p62 se redujo tras 72h de tratamiento en todas las lineas celulares. Sin
embargo, las lineas T98G y LN229 desarrollaron un aumento transitorio de expresién de p62, tras

24h, tras lo cual se produjo la disminucidon de la expresion (Figura 65).
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Figura 65. Expresion de la proteina p62 en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con

metformina 8mM. La expresion de la proteina estd calculada en forma de ratio p62/B-actina. La B-actina es el control de

carga.

El estudio de la expresiéon de LC3B reveld un moderado aumento de LC3B-Il en las lineas
A172, LN18 y LN229, mientras que en T98G la expresidn se mantenia constante. La forma citosélica
LC3B-I disminuia en T98G y LN229, mientras que aumentaba ligeramente en LN18 y se mantenia
constante en A172 (Figura 66).
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Figura 66. Expresion de las proteinas LC3B-1 y LC3B-II en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con metformina 8mM. La expresidn de la proteina estd calculada en forma de ratio proteina de interés/B-

actina. La B-actina es el control de carga.

En el caso de Beclinl, todas las lineas celulares mostraron una disminucién de la expresion

de la proteina (Figura 67).
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Figura 67. Expresion de la proteina Beclinl en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con

metformina 8mM. La expresion de la proteina estd calculada en forma de ratio Beclin1/B-actina. La B-actina es el control

de carga.

Finalmente, en el caso del estudio de la proteina mTOR, se observéd una desaparicién de la
expresion de la misma tras 24h de tratamiento, que se mantiene a las 72h de exposicién al farmaco,

en todas las lineas celulares (Figura 68).
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Figura 68. Expresion de la proteina mTOR en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con

o

mTOR

metformina 8mM. La expresion de la proteina estd calculada en forma de ratio Beclin1/B-actina. La B-actina es el control

de carga.

Para completar el andlisis del efecto de la metformina 8mM sobre la autofagia se estudiaron
por western blot las proteinas LC3B, p62, Beclinl y mTOR en la linea LN18 tras tres semanas de
tratamiento. Los datos se analizan a los tiempos de 17, 18 y 19 dias de tratamiento con un control

para cada tiempo.

La expresidn de p62 con tratamiento mostrd un aumento para terminar desapareciendo al
dia 19. Mientras, en la linea control sin tratamiento, la proteina p62 aumenta exponencialmente con

el tiempo (Figura 69).
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Figura 69. Expresion de la proteina p62 en la linea celular LN18 en tratamiento con metformina 8mM. La expresién de la

proteina estd calculada en forma de ratio p62/B-actina. La B-actina es el control de carga. C: control. D: dia.



La expresién de LC3B-ll se mantuvo relativamente constante con el tratamiento de

metformina. Mientras, la expresién de LC3B-I fue disminuyendo con el tiempo (Figura 70).
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Figura 70. Expresion de la proteina LC3B en la linea celular LN18 en tratamiento con metformina 8mM. La expresion de la

proteina estd calculada en forma de ratio LC3B/B-actina. La B-actina es el control de carga. C: control. D: dia.

En el caso de Beclinl, se fue observando una disminucion gradual de la expresién que

termina en la desaparicidn total de la misma. La expresidn en el control se mantuvo constante a lo
largo del tiempo (Figura 71).
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Figura 71. Expresion de la proteina Beclinl en la linea celular LN18 en tratamiento con metformina 8mM. La expresion de

la proteina esta calculada en forma de ratio Beclin1l/B-actina. La B-actina es el control de carga. C: control. D: dia.



El estudio de expresion de mTOR mostrd que los valores de expresion fueron disminuyendo
a medida que transcurria la exposicién al tratamiento, tal y como se esperaria al ser la metformina

un inhibidor de esta proteina (Figura 72).
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Figura 72. Expresion de la proteina mTOR en la linea celular LN18 en tratamiento con metformina 8mM. La expresion de la

proteina esta calculada en forma de ratio mTOR /B-actina. La B-actina es el control de carga. C: control. D: dia.

3.3 Caracterizacion del efecto de la sinergia Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) + metformina

en lineas celulares de glioblastoma multiforme

La evaluacion in vitro del tratamiento con Decitabina® en diversos tipos tumorales habia sido
llevada a cabo en nuestro laboratorio con anterioridad, obteniéndose resultados poco
prometedores (no mostrados). Es por ello que decidimos estudiar la Decitabina® Unicamente en

sinergia con otros farmacos, como son la metformina y la cloroquina.

3.3.1 Estudio del efecto de la sinergia Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) + metformina en la

proliferacion de lineas celulares de glioblastoma multiforme

La evaluacién de la supervivencia y el crecimiento celular en tratamiento con Decitabina® y
metformina se llevé a cabo mediante un ensayo de viabilidad MTT usando metformina 8mM y
combinandola con 0.5, 1, 2, 3 y 6uM de 5-aza-2’-desoxicitidina. El estudio se realizé6 cada 24h

durante un maximo de 72h (Figura 73).
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Figura 73. Analisis de la proliferacion de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con 0.5, 1, 2, 3 y 6uM de Decitabina® y metformina 8mM.

En todos los casos se observd que las lineas muestran una disminucion de la viabilidad
celular a medida que aumentan las concentraciones de 5-aza-2’-desoxicitidina. No obstante, ninguna
de las lineas alcanza la inhibicién total de su crecimiento. Es por ello que se selecciond la

concentracion maxima de 6uM de Decitabina® para analizar el efecto de la sinergia sobre el ciclo

celular (Figura 74).
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Figura 74. Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172,

LN18 y LN229 en tratamiento con 6uM de Decitabina® y metformina 8mM.




El analisis de los resultados no mostré cambios importantes en el ciclo celular de las lineas
celulares estudiadas. No obstante, la linea LN18 parecia mostrar un bloqueo en la fase S que alcanza
el 21,84% a 72h (p=0.000). La linea LN229 también mostré un aumento de la fase S a las 24h
(20,75%; p=0.001). Sin embargo, este aumento fue disminuyendo a medida que transcurria el

tratamiento en favor de un aumento de la fase G2/M, que alcanzé el 29.73% a las 72h (p=0.000).

3.3.2 Estudio del efecto de la sinergia Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) + metformina en la

morfologia de lineas celulares de glioblastoma multiforme

El estudio del efecto de la sinergia 6uM de Decitabina® con metformina 8mM sobre la
morfologia celular fue analizado tras 72h en tratamiento en las lineas celulares de glioblastoma
multiforme. Las lineas A172 y LN229 apenas mostraron diferencias morfoldgicas respecto a los
controles. En la linea LN18 se pudieron observar numerosas vesiculas intracelulares, aunque la
forma de la célula no se modificd. El cambio morfolégico mds llamativo se produjo en la linea T98G,

gue disminuyd el tamafio de su citoplasma y desarrollé multiples filopodios (Figura 75).
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Figura 75. Cambios morfoldgicos de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con 6uM de Decitabina® y metformina 8mM. Imagenes tomadas a 20X.
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3.3.3 Andlisis del efecto de la sinergia Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) + metformina en la

expresion de proteinas de autofagia en lineas celulares de glioblastoma multiforme

Para analizar el efecto de la Decitabina® en sinergia con metformina sobre la autofagia se
estudio la expresion de las proteinas LC3B, p62 y Beclinl en las lineas celulares T98G, A172, LN18 y
LN229 tratadas con los farmacos a 6M y 8mM respectivamente.

El estudio de expresién de p62 mostrd una ligera disminucidon de la proteina en la linea
LN229. Al contrario que LN18, que presentd un aumento de expresion. Las lineas T98G y A172

presentaron una expresion similar a la basal tras 72h de tratamiento (Figura 76).
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Figura 76. Expresion de la proteina p62 en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con
Decitabina® y metformina 8mM. La expresion de la proteina estd calculada en forma de ratio p62/B-actina. La B-actina es

el control de carga.

La expresion de LC3B-Il no varié respecto al control en la linea T98G. Sin embargo su
expresion aumentd en A172, LN18 y LN229. La tendencia de expresidn de LC3B-I se asemejé a la de
LC3B-Il (Figura 77).



BETT Resultados

T98G 5-Aza + Met LC3-I A172 5-Aza + Met LC3-|
1,05 1,1
1 1,05 -
0,95 1 4
0,9 0,95 -
OH 24H 48H 72H OH 24H 48H 72H
T98G 5-Aza + Met LC3-1 A172 5-Aza + Met LC3-1I
A 1;5
1,05 — 1 4+ —F — —
1B B 05 R
0,95 T T T 1 0 T T T 1
OH 24H 484 72H OH 24H 48H 72H
LC3B-I LC3B-1
LC3B-II LC3B-II
, LN185-Aza + Met LC3-| L, IN2295-Aza + MetLC3-I
1,1
1
Mﬂ |
0 0,9 -
OH 24H 48H 72H OH 24H 48H 72H
LN18 5-Aza + Met LC3-II LN229 5-Aza + Met
)
LC3-1I
11 BN BN N 2
05 NN W BN 14 o NN BN BN
0 T T T 1 0 T T T 1
OH 24H 48H 72H OH 24H 48H 72H
LC3B-I LC3B-1
LC3B-II ~ LC3B-II

Figura 77. Expresion de las proteinas LC3B-1 y LC3B-Il en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en
tratamiento con Decitabina® y metformina 8mM. La expresidn de la proteina esta calculada en forma de ratio proteina de

interés/B-actina. La B-actina es el control de carga.

El estudio de la expresién de Beclinl mostrd que las lineas celulares presentaban niveles de

expresion similares al del control tras 72h de tratamiento (Figura 78).
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Figura 78. Expresion de la proteina Beclinl en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con

Decitabina® y metformina 8mM. La expresion de la proteina esta calculada en forma de ratio Beclinl/B-actina. La B-actina

es el control de carga.

3.4 Caracterizacidn del efecto de la cloroquina en lineas celulares de glioblastoma multiforme
3.4.1 Estudio del efecto de la cloroquina en la proliferacion de lineas celulares de glioblastoma
multiforme

El crecimiento y la supervivencia celular en respuesta al tratamiento con cloroquina se

evalué mediante un ensayo de viabilidad MTT usando las concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100 y

125uM cada 24h durante un maximo de 72h (Figura 79).
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Figura 79. Analisis de la proliferacion de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en
tratamiento con 10, 25, 50, 75, 100 y 125uM de cloroquina.

Se observé que las lineas T98G, A172, y LN229 presentaban una inhibiciéon de viabilidad
celular a 50uM. La linea LN18 mostré mas susceptibilidad a este farmaco, presentando ya a 10uM
una disminucidn significativa de la viabilidad.

El estudio de ciclo celular mediante citometria de flujo se realizé con la concentracién de

cloroquina 25uM (Figura 80).

T98G Control T98G CQ 25uM A172 Control A172CQ 25IM
100% 100% - 100% 7
80% 80% : 80% -
60% 60% 60%
40% : 40% A 40% A
i 1= — I
20% 20% = - I 20%
W 0% —— 0%
24h 48h 72h OH C24h C-48h C-72h
LN18 Control LN18CQ 25UM LN229 Control

100% - 100% -~ 100%

80% A 80% A 80% A
60% - 60% - - 650% -

40% 1 40% 7 i 40% A

20% 20% T r [ [ 20%

‘ 0% L v 0% ] |
24h 48h 72h OH  C-24h  C-48h C-72h 24h 48h 72h

0%

G2/M =S mGO0/Gl mMuertecelular

Figura 80. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172,

LN18 y LN229 en tratamiento con 25uM cloroquina.



El analisis de resultados no mostré cambios significativos en el ciclo celular de ninguna de las

lineas tratadas con cloroquina 25uM tomando como referencia los controles sin tratamiento.

3.4.2 Estudio del efecto de la cloroquina en la morfologia de lineas celulares de glioblastoma

multiforme

La morfologia celular de las lineas de glioblastoma fue analizada tras 72h en tratamiento con
cloroquina 25uM. En todos los casos se observaron alteraciones en el cultivo, con cambios en la
morfologia de las células y aumento del espacio extracelular. En la linea T98G aumentaron los
cuerpos apoptdticos y preapoptoticos. El cambio mas significativo se observo en la linea A172, que

presentaba pequefias vesiculas intracelulares por todo el citoplasma (Figura 81).
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Figura 81. Cambios morfoldgicos de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con cloroquina 25uM. Imagenes tomadas a 20X.



3.4.3 Andlisis del efecto de la cloroguina en la expresion de proteinas de autofagia en lineas

celulares de glioblastoma multiforme

El efecto que la exposicidn a la cloroquina tiene sobre la autofagia se estudié mediante
western blot de las proteinas LC3B, p62 y Beclinl en las lineas celulares T98G, A172, LN18 y LN229.
Para ello, las lineas fueron tratadas con el farmaco a 25uM durante 24, 48 y 72h. En todos los casos
se utilizd un control sin tratamiento a Oh.

El estudio de la expresidon de p62 presentd resultados homogéneos en todas las lineas
celulares. Se vio que su expresidon aumentaba con respecto al control en exposicidn al tratamiento.
No obstante, se observd que las lineas manifestaban un aumento de la expresion de la proteina a 24
y 48h para, posteriormente a las 72, llevar a cabo una disminucidén de la misma, siendo mas

pronunciada esta disminucion en las lineas A172 y LN229 (Figura 82).
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Figura 82. Expresion de la proteina p62 en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con
cloroquina 25uM. La expresidn de la proteina estd calculada en forma de ratio p62/B-actina. La B-actina es el control de

carga.

El analisis de la expresién de LC3B reveld que, en las lineas A172, LN18 y LN229, LC3B-II
aumentaba, mientras que la forma citosdélica LC3B-I aumentaba en la primera linea y se mantenia a
un nivel basal tras 72h en las otras dos. T98G mostré un aumento moderado de ambas formas de
LC3B a 24 y 48h, aunque a 72h se produjo una disminucidn que hizo que los niveles de ambas fueran

inferiores a los basales (Figura 83).
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Figura 83. Expresion de las proteinas LC3B-1y LC3B-II en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con cloroquina 25uM. La expresion de la proteina estd calculada en forma de ratio proteina de interés/B-

En el caso de Beclinl, T98G y LN229 presentaron niveles constantes de expresion de la

proteina a lo largo del tiempo. A172 y LN18, por el contrario, mostraron un aumento de su

actina. La B-actina es el control de carga.

expresion, moderado en el caso de A172, y mas dramatico en el caso de LN18 (Figura 84).
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Figura 84. Expresion de la proteina Beclinl en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con
cloroquina 25uM. La expresidn de la proteina estd calculada en forma de ratio Beclinl/B-actina. La B-actina es el control de

carga.

3.5 Caracterizacion del efecto de la sinergia Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) + cloroquina

en lineas celulares de glioblastoma multiforme

3.5.1 Estudio del efecto de la sinergia Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) + cloroquina en la

proliferacién de lineas celulares de glioblastoma multiforme

Para evaluar la supervivencia celular al tratamiento con Decitabina® y cloroquina se llevé a
cabo mediante un ensayo de viabilidad MTT usando cloroquina 25uM y combinandola con 0.5, 1, 2,

3y 6uM de Decitabina®. El estudio se realizdé cada 24h durante un maximo de 72h (Figura 85).
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Figura 85. Analisis de la proliferacion de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en
tratamiento con 0.5, 1, 2, 3 y 6uM de Decitabina® y cloroquina 25uM.

La linea celular T98G muestra una inhibicién de su viabilidad a 6uM de Decitabina® en
sinergia con cloroquina 25uM. En las lineas A172 y LN229 se observa una disminucion de la
viabilidad a medida que aumentan las concentraciones del farmaco, sin llegar a alcanzar la inhibicion
total. En el caso de la linea T98G, no se aprecia disminucidon de la viabilidad celular a las
concentraciones de estudio. La concentracién de 6uM de Decitabina® fue la seleccionada para

analizar el efecto de la sinergia sobre el ciclo celular (Figura 86).
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Figura 86. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172,

LN18 y LN229 en tratamiento con 6uM de Decitabina® y cloroquina 25uM.



El andlisis de los resultados no mostré cambios considerables en el ciclo celular de las lineas
celulares. No obstante, las lineas T98G y LN18 parecian ser algo mds sensibles a la sinergia al mostrar
un bloqueo en la fase S en ambos casos (T98G p=0.025 y LN18 p=0.016) y alcanzar un 6,37% y 4%

respectivamente de muerte celular a las 72h de exposicién al tratamiento (p=0.000 y p=0.004).

3.5.2 Estudio del efecto de la sinergia Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) + cloroquina en la

morfologia de lineas celulares de glioblastoma multiforme

El andlisis del efecto de la sinergia 6uM de Decitabina® con cloroquina 25uM sobre la
morfologia celular fue analizado tras 72h en tratamiento en las lineas celulares de glioblastoma
multiforme. Las lineas T98G, A172 y LN18 produjeron Ilamativas vesiculas intracelulares alrededor

de sus nucleos. LN229 desarrollé evaginaciones de la membrana plasmatica (Figura 87).
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Figura 87. Cambios morfoldgicos de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con 6uM de Decitabina® y cloroquina 25uM. Imagenes tomadas a 20X.



3.5.3 Andlisis del efecto de la sinergia Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) + cloroquina en la

expresion de proteinas de autofagia en lineas celulares de glioblastoma multiforme

Se llevaron a cabo experimentos de western blot para estudiar la expresidn de las proteinas
LC3B, p62 y Beclinl y analizar el efecto de la Decitabina® en sinergia con cloroquina sobre la
autofagia. Para ello, se trataron las lineas celulares T98G, A172, LN18 y LN229 con los farmacos a

6uM y 25uM respectivamente.

El andlisis de p62 mostré una disminucién de la expresidn de la proteina es todas las lineas
(Figura 88).
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Figura 88. Expresion de la proteina p62 en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con
Decitabina® y cloroquina 25uM. La expresidn de la proteina estd calculada en forma de ratio p62/B-actina. La B-actina es el

control de carga.

Respecto a la expresidon de LC3B-Il, se pudo observar que en todas las lineas celulares se
aumentdé su expresién de manera moderada. La expresion de LC3B-I se mantuvo similar al nivel

basal tras 72h de tratamiento en T98G, mientras que el resto de lineas celulares aumentd

ligeramente (Figura 89).
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tratamiento con Decitabina® y cloroquina 25uM. La expresion de la proteina esta calculada en forma de ratio proteina de

interés/B-actina. La B-actina es el control de carga.

El estudio de la expresién de Beclinl mostrd que las lineas celulares presentaban niveles de

expresion similares al basal tras 72h de tratamiento (Figura 90).
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Figura 90. Expresion de la proteina Beclinl en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con

Decitabina® y cloroquina 25uM. La expresidn de la proteina esta calculada en forma de ratio Beclin1l/B-actina. La B-actina

es el control de carga.

3.6 Caracterizacion del efecto del Panobinostat® (LBH589) en lineas celulares de glioblastoma

multiforme

3.6.1 Estudio del efecto del Panobinostat® (LBH589) en la proliferacién de lineas celulares de

glioblastoma multiforme

Para evaluar el crecimiento y la supervivencia celular al tratamiento con Panobinostat® se
realizd un ensayo de viabilidad MTT usando las concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100 y 150nM cada
24h durante un maximo de 72h (Figura 91).
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Figura 91. Analisis de la proliferacion de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en
tratamiento con 10, 25, 50, 75, 100 y 150nM de Panobinostat®.

Se observd que las lineas A172, LN18 y LN229 presentaban una inhibicién de la viabilidad a
50nM, mientras que T98G requeria al menos 75nM para conseguir este efecto.

Para analizar el efecto del farmaco sobre el ciclo celular se llevé a cabo un estudio por
citometria de flujo, tomando 50nM como la concentracién minima general que causa disminucién
de la viabilidad (Figura 92).
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Figura 92. Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172,

LN18 y LN229 en tratamiento con 50nM de Panobinostat®.



Los resultados mostraron como en la linea A172 se alcanzaba un 20% de muerte celular a
72h (p=0.023). La tendencia creciente que se observé a lo largo del tiempo podria sugerir que un
tratamiento a largo plazo conseguiria resultados mas efectivos. En la linea LN229 se vio una
mortalidad creciente a medida que transcurre el tratamiento, aunque fue mds moderada que en la
anterior linea celular (14.12% p=0.040). Las lineas T98G y LN18 no presentaron un aumento de la
mortalidad respecto a los controles.

Cabe destacar que las lineas T98G, A172 y LN229 mostraron un bloqueo en G2/M a las 24h

del tratamiento (p<0.050 en todos los casos). Dicho bloqueo parecia disminuir con el tiempo.

3.6.2 Estudio del efecto del Panobinostat® (LBH589) en la morfologia de lineas celulares de

glioblastoma multiforme

Para analizar el efecto del Panobinostat® sobre la morfologia celular se analizaron las lineas
celulares tras 72h en tratamiento con el farmaco a 50nM. En todos los casos se observé como la
morfologia celular se alteraba ligeramente ya que parecia existir una pérdida parcial de las uniones
intercelulares. Ademas, en el caso de la linea T98G, se observaron evaginaciones de la membrana

plasmatica y pequenas vesiculas extracelulares (Figura 93).
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Figura 93. Cambios morfoldgicos de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con Panobinostat® 50nM. Imagenes tomadas a 20X.



3.6.3 Anadlisis del efecto del Panobinostat® (LBH589) en la expresidn de proteinas de autofagia en

lineas celulares de glioblastoma multiforme

Para analizar el efecto del LBH598 sobre la autofagia se estudié por western blot la
expresion de las proteinas LC3B, p62 y Beclinl en las lineas celulares T98G, A172, LN18 y LN229
tratadas con el fdrmaco a 50nM durante 24, 48 y 72h. En todos los casos se utilizd un control a Oh
sin tratamiento.

Respecto a la expresion de p62, las lineas T98G, A172 y LN229 manifestaron un aumento de
la expresién de la proteina a 24 y 48h para, posteriormente a las 72h, mostrar una disminucidon de la
misma. En el caso de T98G se alcanzaron niveles similares al basal a este tiempo. No obstante, en las
lineas A172 y LN229 la expresidn desaparecié por completo a las 72h de tratamiento. La linea LN18
mostrd el comportamiento inverso. A las 24 y 48h disminuyd su expresién de p62 y a 72h aumentg,

aungue no llegé a alcanzar el nivel basal (Figura 94).
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Figura 94. Expresion de la proteina p62 en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con

LBH589 50nM. La expresion de la proteina esté calculada en forma de ratio p62/B-actina. La B-actina es el control de carga.

La expresion de LC3B fue variable en funcién de la linea celular. Las lineas T98G y A172
mostraron un aumento de las proteinas LC3B-l y LC3B-Il, mientras que la linea LN18 presentaba un
aumento de expresion de LC3B-l y niveles constantes de LC3B-Il. La linea LN229 manifestd un
aumento notable de la expresidn de estas proteinas a 24h de tratamiento, tras lo cual, la expresion
disminuyé hasta llegar a niveles basales en el caso de LC3B-Il y niveles de LC3B-I inferiores al control
(Figura 95).
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Figura 95. Expresion de las proteinas LC3B-1y LC3B-II en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en

tratamiento con LBH589 50nM. La expresion de la proteina esta calculada en forma de ratio proteina de interés/B-actina.

La B-actina es el control de carga.

En el caso de Beclinl, las lineas presentaron un aumento leve en la expresién de esta

proteina, excepto por la linea A172, en la que este efecto fue mas llamativo al llegar a duplicarse la

expresion a las 72h de exposicién al farmaco (Figura 96).
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Figura 96. Expresion de la proteina Beclinl en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con
LBH589 50nM. La expresion de la proteina estd calculada en forma de ratio Beclinl/B-actina. La B-actina es el control de

carga.

3.7 Caracterizacion del efecto de la sinergia Panobinostat® (LBH589) + cloroquina en lineas
celulares de glioblastoma multiforme

Recientemente se han publicado trabajos que sugieren que la combinacién de inductores e
inhibidores autofagicos podria aumentar la acciéon citotoxica de los farmacos. Es por ello que
decidimos probar la combinacion de LBH589®, un inductor autofagico, con cloroquina, un inhibidor

del proceso.

3.7.1 Estudio del efecto de la sinergia Panobinostat® (LBH589) + cloroquina en la proliferacion de

lineas celulares de glioblastoma multiforme

La evaluacién del crecimiento y la supervivencia celular al tratamiento de sinergia con
Panobinostat® y cloroquina se llevé a cabo mediante un ensayo de viabilidad MTT usando las
concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100 y 150nM para Panobinostat® y manteniendo constante la
concentracién de cloroquina a 25uM. El estudio se realizé cada 24h durante un maximo de 72h
(Figura 97).
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Figura 97. Analisis de la proliferacion de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y LN229 en
tratamiento con 10, 25, 50, 75, 100 y 150nM de Panobinostat® y cloroquina 25uM.

En todas las lineas celulares se observd una inhibicion total de la viabilidad celular a 50nM
de Panobinostat® en sinergia con cloroquina 25uM. Es por ello que éstas fueron las concentraciones
seleccionadas para analizar el efecto del farmaco sobre el ciclo celular mediante citometria de flujo
(Figura 98).
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Figura 98. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G, A172,

LN18 y LN229 en tratamiento con 50nM de Panobinostat® y 25uM de cloroquina.



Los resultados mostraron como en todas las lineas celulares hay un aumento de la
mortalidad que se produce de manera creciente a medida que aumenta el tiempo de exposicién a
los farmacos. A las 72h de tratamiento T98G alcanzaba un 72% de muerte celular (p=0.000), siendo
la linea menos sensible a los farmacos. A172 alcanzé un 90.94% a las 72h (p=0.000), LN229 un
90.40% (p=0.000) y LN18 un 90.95% (p=0.000).

3.7.2 Estudio del efecto de la sinergia Panobinostat® (LBH589) + cloroquina en la morfologia de

lineas celulares de glioblastoma multiforme

Para estudiar el efecto sobre la morfologia celular del 50nM Panobinostat® en combinacion
con 25uM cloroquina se analizaron las lineas celulares de glioblastoma multiforme tras 72h en
tratamiento. En todas las lineas celulares se observd un cambio de morfologia. La linea T98G
desarrolld largos filopodios. El nimero de células se redujo respecto al control, mostrando células
mas aisladas. Las lineas A172 y LN229 aparecieron mas alargadas y filamentosas que en los
controles. Ademds produjeron vesiculas intracelulares. La forma de LN18 se redonded y parecia
haber mas espacio entre las células en cultivo. En todas las lineas se pudo ver un aumento de

cuerpos apoptéticos (Figura 99).
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Figura 99. Cambios morfoldgicos de las lineas celulares de glioblastoma multiforme T98G

tratamiento con Panobinostat® 50nM y cloroquina 25uM. Iméagenes tomadas a 20X.



3.7.3 Andlisis del efecto de la sinergia Panobinostat® (LBH589) + cloroguina en la expresidon de

proteinas de autofagia en lineas celulares de glioblastoma multiforme

Para analizar el efecto del LBH598 en sinergia con cloroquina sobre la autofagia se
estudiaron las proteinas LC3B, p62 y Beclinl. Para ello, se trataron las lineas celulares T98G, A172,
LN18 y LN229 con los farmacos a 50nM y 25uM respectivamente y se analizd su expresion por
western blot a 24, 48 y 72h tras la exposicién. En todos los casos se utilizé un control a Oh sin
tratamiento.

El andlisis de la expresion de p62 demostrd que en todas las lineas celulares parecia

aumentar dicha expresién a las 72h de tratamiento (Figura 100).
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Figura 100. Expresion de la proteina p62 en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento con
LBH589 50nM y cloroquina 25uM. La expresion de la proteina esta calculada en forma de ratio p62/B-actina. La B-actina es

el control de carga.

La expresion de LC3B fue bastante homogénea entre las lineas celulares. En todos los casos
la expresiéon de LC3B-1l aumentd a las 72h de tratamiento, siendo este incremento mas dramatico en
las lineas A172 y LN229. LC3B-I aumento su expresién en T98G a las 24h de tratamiento para,
posteriormente, disminuir a los niveles basales a las 72h. El resto de lineas celulares muestran

aumento de expresion de LC3B-I (Figura 101).
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Figura 101. Expresién de las proteinas LC3B-l y LC3B-Il en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en
tratamiento con LBH589 50nM y cloroquina 25uM. La expresion de la proteina esta calculada en forma de ratio proteina

de interés/B-actina. La B-actina es el control de carga.

Respecto a la expresiéon de Beclinl, todas las lineas presentaron un aumento de esta

proteina, siendo éste mas leve en las lineas LN18 y LN229 (Figura 102).



Resultados [EEZINNNNNN

T98G LBH Beclinl A172 LBH Beclinl

o = N w
| I

o = N W
| I

OH 24H 48H 72H OH 24H 48H 72H
_B-actina . R-actina
LN18 LBH Beclinl LN229 LBH Beclinl
2 2
1 1
0 0
OH 24H 48H 72H OH 24H 48H 72H
W.’- R-actina F————— [3-aCtiNa

Figura 102. Expresion de la proteina Beclinl en las lineas celulares tumorales T98G, A172, LN18 y LN229 en tratamiento
con LBH589 50nM y cloroquina 25uM. La expresion de la proteina esta calculada en forma de ratio Beclinl/B-actina. La B-

actina es el control de carga.
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1 ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN GENES RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA EN
PACIENTES CON GLIOBLASTOMA MULTIFORME

La autofagia es un proceso altamente regulado indispensable para la degradacion de
proteinas de vida larga y organulos, siendo la Unica via conocida para la degradacidon de estos
ultimos. En los ultimos afios, el estudio de la autofagia ha revelado su implicacidén en la patogénesis
de multiples enfermedades, entre las que se incluyen enfermedades cardiacas, infecciosas e

inflamatorias, neurodegenerativas, obesidad, diabetes o cancer .

En nuestro trabajo, hemos seleccionado seis polimorfismos (SNPs) en cinco genes que
codifican proteinas implicadas en el proceso de autofagia ATG2B rs3759601, ATG5 rs2245214,
ATGI10 rs1864183, ATG16L1 rs2241880, NOD2 rs2066844 y NOD2 rs2066845, para evaluar el
posible papel de estas variables en la susceptibilidad a padecer glioblastoma multiforme (Tablas 10 y
11).

La proteina ATG2B es fundamental en la formacién del autofagosoma y la regulacion de la
morfologia, el tamafio y la distribucion de los agregados lipidicos ***. El polimorfismo estudiado en
este trabajo ATG2B rs3759601 consiste en una transversion de citosina por guanina en la posicion
4512 del gDNA que genera el cambio missense p.Q1383E. Su estudio en pacientes con glioblastoma
demuestra que ser portador de los genotipos Glu/Glu y GIn/Glu podria conferir proteccidn frente a
desarrollar glioblastoma multiforme. De hecho, se confirma que el alelo G disminuye el riesgo de
padecer esta enfermedad y que el genotipo GG se asocia a pacientes con mayor probabilidad de
reseccion completa del tumor y posibilidad de tratamientos postquirdrgicos completos. Este es el
primer trabajo en el que se describe el polimorfismo ATG2B rs3759601 como modulador de la

susceptibilidad a padecer una enfermedad.

La proteina ATG5 forma parte del complejo ATG12-ATG5-ATG16L necesario para la
formacién del autofagosoma. En este trabajo hemos estudiado el polimorfismo ATG5 rs2245214,
gue genera un cambio intrénico. No hemos encontrado diferencias significativas entre los pacientes
con glioblastoma y el grupo control. No obstante, se ha descrito este polimorfismo como modulador
de la susceptibilidad de otras enfermedades. En todas ellas se relaciona el alelo G con un aumento
de riesgo a padecer la enfermedad, como es el caso del cancer de tiroides '*, el lupus eritematoso
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3y la enfermedad 6sea de Paget ***. Este polimorfismo también ha sido estudiado en tuberculosis,

aunque no se encontré ninguna relacién con la susceptibilidad a padecer la enfermedad **.

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-ATG16L *. El polimorfismo
estudiado en este trabajo ATG10 rs1864183 consiste en un cambio de una citosina por una timina
en la posicion 929 del gDNA, generando la mutacion de cambio de sentido p.T212M. El analisis de
nuestros resultados sugiere que el genotipo Met/Met aumenta el riesgo a desarrollar glioblastoma,
siendo el alelo T el que confiere dicho riesgo, y que pacientes con dicho genotipo presentan

supervivencias mas cortas. Este polimorfismo ha sido estudiado también en pacientes con
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tuberculosis, aunque no se encontrd ninguna relacion con la susceptibilidad a padecer esta

% La proteina IL-8

enfermedad. No obstante, si se observé una asociacion con la produccién de IL-8
es un mediador clave de la respuesta inflamatoria y funciona como regulador positivo de la
angiogénesis, un proceso que tiene un papel fundamental en el desarrollo del cancer ***. Si el
genotipo TT de ATG10 altera la produccion de IL-8 y activa el proceso angiogénico, podria, también,
aumentar la susceptibilidad a padecer glioblastoma multiforme. El polimorfismo ATG10 rs1864183
también ha sido estudiado en pacientes con enfermedad ésea de Paget, encontrdndose que el alelo

T se relacionaba con una disminucién del riesgo a padecer la enfermedad *.

La proteina ATG16L1 es importante en la formacion del complejo ATG12-ATG5-ATG16L

18 E| polimorfismo rs2241880 consiste en una

para la expansion de la membrana del autofagosoma
transicién de adenina por guanina que genera una sustitucién missense de treonina por alanina en la
posiciéon 300 (p.T300A). Este polimorfismo se encuentra en un dominio de unidn a caspasa. La
variante 300Ala es mas sensible a la accidn de la caspasa3, degraddndose antes. Esto hace pensar

¥ Al comparar el

gue esta variante se asocia a una disminucién del proceso autofagico
polimorfismo rs2241880 entre pacientes con glioblastoma y sujetos sanos no hemos encontrado
diferencias significativas. Sin embargo, esta variante ha sido estudiada en otras enfermedades,
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encontrandose relacionada con la susceptibilidad a desarrollar enfermedad dsea de Paget ~, cancer

148

gastrico y enfermedad de Crohn '**'*°. Asimismo, se ha relacionado con un aumento de

supervivencia en pacientes con cancer colorrectal *°.

La proteina NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 2) tiene un
importante papel en la inmunidad innata reconociendo lipopolisacaridos bacterianos y activando la
ruta de NFkB ™. Recientemente, se ha visto que NOD2 es crucial para el reclutamiento de ATG16L1
y la formacién del autofagosoma en presencia de una infeccion bacteriana **?. Los polimorfismos de
NOD2 analizados en este trabajo son rs2066845 y rs2066844, que generan los cambios missense
citosina por guanina p.G908R y citosina por timina p.R702W respectivamente. Su estudio en
pacientes con glioblastoma reveld diferencias estadisticamente significativas con el grupo control en
el caso del polimorfismo NOD2 rs2066844, viéndose que el alelo T conferia un aumento del
riesgo. Ademas, dicho polimorfismo parecia estar asociado con el sexo del paciente y la edad de
aparicidn del tumor. El estudio del polimorfismo NOD2 rs206685 no mostré ninguna diferencia con
el grupo control. Estos dos polimorfismos se han asociado con enfermedades como la enfermedad
de Crohn ™"y el cancer colorrectal, aunque en este tltimo caso hay informaciones contradictorias
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respecto al alelo que aumenta la susceptibilida . Estos polimorfismos también se han estudiado

, , . . .. . . .. 1
en cancer gastrico sin observar asociaciones entre las variantes y la aparicién de la enfermedad ™.
Ademas, la variante NOD2 rs206685 se ha asociado a un aumento del riesgo a padecer el

Ve . . s 1
sindrome de Guillain-Barré *°.

En resumen, nuestros resultados muestran que ser portador del alelo G del polimorfismo

ATG2B rs3759601 confiere proteccién frente al desarrollo de glioblastoma multiforme, siendo éste
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el primer trabajo en el que se describe dicho polimorfismo como modulador de la susceptibilidad a
padecer una enfermedad. Ademds, mostramos que ser portador del alelo T en los polimorfismos
ATGI10 rs1864183 y NOD2 rs2066844 aumenta el riesgo a padecer este tumor de manera
independiente. De este modo, se confirma que alteraciones en la autofagia pueden desempefiar un
papel en la patogénesis del glioblastoma multiforme y se pone de manifiesto la importancia de esta

via como posible diana terapéutica.

2 ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS RELACIONADAS CON LA RUTA DE AUTOFAGIA
EN PACIENTES CON GLIOBLASTOMA MULTIFORME

La reciente asociacidon de alteraciones en la autofagia con la patogénesis del cancer ha
generado un interés creciente en este proceso. De hecho, la autofagia ha sido estudiada en

multiples canceres, incluyendo el glioblastoma multiforme *’.

En el presente estudio hemos analizado la expresion de diferentes proteinas relacionadas
con el proceso de la autofagia en pacientes con glioblastoma multiforme y astrocitoma de bajo para

intentar esclarecer cual es el papel de la autofagia en la patogenia y desarrollo tumoral.

2.1 LC3B

La proteina LC3B tiene un rol esencial en el proceso autofdgico al ser fundamental en la
expansiéon de la membrana del autofagosoma. Su forma citosdlica, LC3B-l, se conjuga con
fosfatidiletanolamina (PE) para obtener la forma LC3B-ll, que se ancla en la membrana del
autofagosoma y reconoce receptores de proteinas ubiquitinadas, como p62, acercando de esta

75,158

manera el material a degradar a la maquinaria autofagica La induccién de la autofagia

promueve la conversion de LC3-l a LC3-ll, considerandose esta ultima proteina un marcador

especifico de la actividad autofagica >***°.

Giatromanolaki et al. estudiaron la expresion de LC3B en la linea celular T98G y en tejido
cerebral normal observando que, en ambos casos, la expresiéon era débil y muy similar entre si *'.
Esto sugiere que la linea celular T98G es un buen control para el estudio de expresion de la proteina
LC3B; en nuestro trabajo hemos utilizado esta linea como control y hemos encontrado que la
mayoria de los glioblastomas presentan una expresion normal de LC3B-ll, mientras que
aproximadamente el 30% no lo expresa o muestra una expresion baja comparada con la detectada
en T98G (Figura 27). Se ha demostrado que son habituales bajos niveles de expresién de LC3B-Il en
astrocitomas de alto grado, sugiriendo que la reduccidén de la actividad autofagica podria estar
relacionada con la progresién de los astrocitomas '°. No obstante, aproximadamente el 70% de los
tumores analizados en nuestro trabajo muestran expresién normal de esta proteina, sugiriendo
actividad normal de la autofagia. Algunos estudios proponen que esto puede ser debido al hecho de

que la proteina podria estar acumulada ", en vez de formando parte de los autofagosomas,
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activando la ruta autofagica. En el caso de los tumores de bajo grado la expresidén de esta proteina
es normal en la mayoria de los tumores (Figura 29). La comparacién de la expresion entre diferentes
grados tumorales demuestra que la expresidon de las proteinas LC3B-I y Il estd asociada al grado
tumoral y confirma que la reduccién de la actividad autofdgica podria estar relacionada con la

progresion de los astrocitomas (Tabla 13).

El andlisis de la relacidn entre la expresion de las proteinas LC3B-I y Il y las caracteristicas
clinicas de los pacientes no mostré asociacion en astrocitomas de bajo o alto grado. No obstante, la
ausencia de expresién de LC3B-Il se correlacioné con supervivencias mds largas de pacientes con
glioblastoma, sugiriendo que LC3B-Il podria ser un biomarcador prondstico de la enfermedad (Figura
28). No es la primera vez que se correlaciona la expresion de LC3B-Il con un peor prondstico; en
cancer de esofago de células escamosas, al igual que en carcinoma hepatocelular, se ha visto que
altas expresiones de esta proteina se asocian a un peor prondstico de la enfermedad '**7'°>. También
en cancer gastrico se ha observado que la expresidon de LC3B se asocia a una menor supervivencia,
sobretodo en pacientes de grado |, viéndose, ademds, una mayor invasion de los vasos sanguineos y
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metadstasis en nddulos linfaticos e higado ™. En el caso del carcinoma de células escamosas de la

cavidad oral, la sobreexpresion de LC3B esta relacionada con una menor supervivencia global **’

Y
en carcinoma cutaneo de células escamosas dicha sobreexpresidon se asocia a un mayor estadio y
mayor didmetro del tumor **®. También en cancer colorrectal se ha encontrado que una expresién
alta de esta proteina se asocia al grado de diferenciaciéon tumoral y metdstasis a nddulos linfaticos
9 No obstante, en el caso del carcinoma papilar de tiroides se han encontrado resultados
contradictorios puesto que se ha propuesto que la sobreexpresion de LC3B podria correlacionarse
con el desarrollo del cancer *’° o que la expresién disminuida respecto a la basal se correlaciona con

este tumor 7

. Este no es el Unico tumor en el que se observa que la baja expresién de LC3B esta
relacionada con un peor prondstico; en cancer de mama triple negativo se ha visto que la progresion
y el desarrollo del tumor esta unido a una disminucién de la expresién de LC3B y de la autofagia .
En el caso del mieloma multiple se ha observado que la expresion de esta proteina se asocia a una

mayor supervivencia global de la enfermedad '’

. En carcinoma de ovario se ha descrito que una
baja expresion de LC3B favorece la progresidon tumoral, mientras que una alta expresién se asocia a
un comportamiento menos agresivo y mejor respuesta a la quimioterapia *’*. También en carcinoma
renal de células claras y en carcinoma de cérvix se correlaciona la baja expresiéon de LC3B con una

.z 175,1
mayor progresién tumoral 7>'7®,

En vista de lo anteriormente expuesto, LC3B podria servir como biomarcador pronéstico de
glioblastoma multiforme dado que la ausencia de expresidn esta asociada a supervivencias mas
largas, aunque son necesarios mas estudios para determinar su papel en la aparicién y el desarrollo

del tumor.
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22 p62

p62 es un modulador implicado en multiples rutas de sefalizacién como la ruta de NFkB y la

7 "En los ultimos tiempos se ha visto como su papel en este Gltimo proceso tiene una

autofagia
importancia creciente, al ser centro de sefializacién para la activacién del complejo mTORC1 en los
lisosomas, molécula central en la ruta Keap1-Nrf2 y ser un receptor de la ruta de autofagia selectiva
178179 pg2 se encuentra habitualmente distribuido en el citoplasma, el nicleo, los autofagosomas y
los lisosomas. En respuesta al estrés se transloca a los sustratos autofagicos poliubiquitinados y los

acerca a la maquinaria enzimatica *’°

. Se ha observado que la autofagia es responsable de la
degradacion de p62 y que el bloqueo de este proceso conlleva a la formacion de agregados de la

proteina y su acumulacion *°.

Otros grupos han estudiado la expresién de p62 en tejido cerebral normal, tanto por
inmunohistoquimica como por western blot, observando una expresién débil **. El estudio de
expresidon de la proteina p62 en el presente trabajo muestra que aproximadamente el 97% de los
pacientes con glioblastoma tienen expresiones bajas de la proteina o carecen por completo del ella,
frente al 56% de pacientes con astrocitomas de bajo grado (Figuras 31 y 33). De hecho, los
resultados muestran una asociacién entre la expresién normal de proteina y los tumores de bajo
grado, sugiriendo que la expresion de esta proteina podria estar relacionada con el estadio y la
agresividad tumoral (Tabla 14). Debido a que la degradacion de p62 es un marcador autofagico, se
podria concluir que la autofagia estd mucho mas activada en los tumores de alto grado; sin
embargo, existen indicios que prueban que el nivel de expresion de p62 no siempre se correlaciona
inversamente con la actividad autofagica '*'. Este no es el primer trabajo en el que se describe que la
expresion de p62 podria estar relacionada con el estadio tumoral. Este efecto se ha descrito también
en cancer de mama, donde su expresidn se correlaciona inversamente con el estadio del tumor ',
en cancer de pulmén de células no pequefias *®, en sarcomas de tejidos blandos *** y en gliomas *®°,
observandose en todos ellos la misma relacidn. En el caso del carcinoma oral de células escamosas
se ha visto que expresiones altas de p62 se asocian con un comportamiento mas agresivo del tumor
188 v se ha descrito un incremento en la expresion de la proteina también en carcinoma ductal

invasivo *’.

El analisis de las caracteristicas clinicas de edad, sexo, localizacién del tumor y tratamiento
en nuestros pacientes no mostré ninguna asociaciéon con la expresion de p62. No obstante, la
ausencia de expresion de la proteina se asocid con supervivencias mas largas en pacientes con

glioblastoma (Figura 32). Este mismo resultado se ha observado en cancer de mama después de

18,

tratamiento con quimioterapia adyuvante ® y en cancer de mama triple negativo, donde la

. . s . 1 s s .
acumulacién de p62 se asocia a un peor prondstico **. En cancer de pulmén se ha descrito que un

alto nivel de expresidn se correlaciona con una supervivencia mas corta *®, igual que en cancer de

I 190,191

endometrio y cancer de ovario epitelia . El estudio de expresidn de p62 en gliomas también
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sostiene que altos niveles de proteina se asocian a una supervivencia global y supervivencia libre de
enfermedad mas cortas **°. Por ultimo, en cancer gastrico, niveles elevados de p62 se correlacionan

con una diferenciacién mas pobre, aunque menos metastasis a noédulos linfaticos *2.

A la vista de estos resultados, se puede concluir que p62 podria ser usado como
biomarcador prondstico en pacientes con glioblastoma y ue su expresion podria usarse como

marcador de la agresividad y el estadio tumoral.

2.3 TRAF6

TRAF6 es una proteina de la familia de los factores asociados al receptor TNF (TRAF) que
median la transduccion de sefiales de la superfamilia de receptores TNF. Ademds, TRAF6 también
participa en la ruta de transduccién de la familia Toll/IL1 y de receptores como RANKL o CD40. Esta
proteina también media la activacion de JNK y p38. Su estructura tiene multiples sitios de
interaccion con otras proteinas como las quinasas PKCz, SRC e IRAK1. Ademas, su interaccién con
p62 regula la ruta de NFkB que activa la kinasa IkappaB (IKK) '**. Recientemente se han descubierto
nuevos indicios de la importancia de TRAF6 en el proceso de autofagia, no sélo por su interaccion
con p62, sino porque es necesario para la activacién del complejo mTORC1, regulando de esa

manera el proceso 194.

Numerosos estudios apoyan la importancia de TRAF6 en cdncer. En nuestro trabajo hemos
observado que los niveles de expresion de TRAF6 son variables en los pacientes de glioblastoma
multiforme, viéndose expresion normal comparada con el control en un 44% de los casos, un 31%
sin expresidn, un 9% con sobreexpresion de la proteina y el 16% restante presentaron disminucién
de la expresidon, mientras que sus niveles en astrocitomas de bajo grado resultaron similares al
control en aproximadamente el 96% de los tumores (Figuras 35y 36). Estos resultados muestran que
la ausencia de expresion de la TRAF6 o su expresidn baja se asocian con glioblastoma multiforme,
sugiriendo que la expresion de la proteina es inversamente proporcional al estadio y la agresividad
tumoral (Tabla 15). Estudios previos de otros grupos en gliomas sugieren que la expresién de TRAF6
esta relacionada con el grado del tumor **°. En céncer de pulmén se ha observado que la expresion
de esta proteina se correlaciona con la presencia metdstasis ganglionares, el estadio y el tamafio del
tumor *°y en cancer gastrico y de colon el nivel de expresién de TRAF6 se relaciona con el grado de
diferenciacion, la invasién y la metéstasis ganglional "%, Asimismo, en cancer de péncreas se
observa que la sobreexpresion de la proteina se asocia a proliferacién y migracion celular ™.

En este trabajo no hemos encontrado relacion entre la expresion de TRAF6 y la

I 200

supervivencia de los pacientes. Lo mismo se ha observado en cancer colorrectal “. Sin embargo, la

expresion elevada de TRAF6 se correlaciona con peor prondstico y supervivencia corta en cancer
/ . 1 . . . s 201 - 1 . 1

gastrico ', cancer de mama triple negativo no metastatico ***, cancer de colon **® y gliomas . El

hecho de que otros estudios hayan encontrado un valor prondstico de la expresion de TRAF6 en

gliomas, pero no en nuestro trabajo puede ser debido al tipo tumoral. No obstante, seria necesario
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un estudio en mayor profundidad y con una muestra mayor para descartar por completo el valor

prondstico de esta proteina en glioblastoma multiforme.

2.4 PKCz

202 Esta

La proteina PKCz es una isoforma atipica de la familia de proteina quinasa C
molécula estd implicada en la regulacién de diversas funciones celulares al ser proteina central en
varias rutas de sefalizacidon. Por una parte, PKCz promueve la supervivencia celular mediante la
activacion de las rutas ERK y NF-kB; ademds, interviene en la cascada de apoptosis > y modula la
sefializacion de factores de crecimiento y otros estimulos como la insulina y la polaridad celular 2*.
PKCz necesita interactuar con proteinas como p62 o MEKS5. Su interaccidon con p62 se produce a

través de su dominio PB1 (Phox/Bem1p) **.

El estudio de la expresion de PKCz en glioblastoma multiforme muestra que
aproximadamente el 60% de los tumores incluidos en este trabajo tienen una expresién normal de la
proteina comparada con la de la muestra control (T98G), el 30% la tiene baja y el resto la
sobreexpresan (Figura 38). Ademas, se observa que el patrén de expresion presenta una distribucion
diferencial en hombres y en mujeres (Tabla 16). Sin embargo, en astrocitomas de bajo grado el nivel
de expresion de PKCz es muy similar al control. No hemos observado diferencias entre los tumores
de alto y bajo grado (Figura 40 y Tabla 17). Se han descrito expresiones aumentadas de PKCz en
cancer de pancreas 2 y se ha visto que un aumento de expresion de PKCz en lineas de tumores de

endometrio se correlaciona con una alta tasa proliferativa celular *’

. En nuestro conocimiento, no
existen estudios hasta el momento que relacionen la expresion de PKCz con el sexo de los pacientes

ni estudios en los que se describa esta expresidn en tejido cerebral normal o células de la glia sanas.

Nuestros resultados muestran, ademas, que la ausencia de expresion de la proteina se
asocia con supervivencias mas largas en pacientes con glioblastoma. A pesar de que ésta es la
primera vez se estudia el posible papel pronéstico de esta proteina en glioblastoma, si se ha descrito
que la inhibicién de PKCz bloquea la proliferacion de lineas celulares de glioblastoma *%, lo que
respalda nuestros resultados. No obstante, en lineas celulares de cancer de ovario se ha observado

que la sobreexpresion de esta proteina se relaciona con mayor supervivencia celular 2.

Este es el primer trabajo en el que se estudia la expresidn de PKCz en tumores astrociticos,
encontrandose que ésta se ve asociada a la supervivencia del paciente, sugiriendo que PKCz podria
ser usado como un marcador prondstico en pacientes con glioblastoma y que su inhibicién podria

ser una nueva diana terapéutica en este tumor.

2.5 mTOR

mTOR es una serin-treonin quinasa que regula multitud de funciones celulares, como el

210,211

crecimiento, la proliferacion y la supervivencia . Esta proteina puede estar formando parte de
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dos complejos: mTORC1 y mTORC2 **2. mTORC1 inhibe el complejo ULK1 quinasa que inicia la

autofagia bajo condiciones de carencia de nutrientes ',

Nuestro estudio de mTOR en tumores del SNC muestra que la expresién de esta proteina es
similar a la basal en aproximadamente el 50% de los glioblastomas estudiados, mientras que el 35%
no lo expresan (Figura 42). En los tumores astrociticos de bajo grado encontramos expresion normal
de la proteina (70%) (Figura 43). Sin embargo, mTOR aparece habitualmente sobreexpresado en
muchos tipos tumorales 215 como es el caso del cancer colorrectal 2*®, el cancer de mama ductal

219' En

invasivo >, las neoplasias hepaticas primarias **® o el carcinoma cervical de células escamosas
cancer de ovario la sobreexpresién de mTOR esta descrita en aproximadamente el 80% de los casos
y se relaciona con mal prondstico del tumor **%; esto también se ha descrito en cancer de vejiga **,

22
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cancer de mama luminal A en pacientes con obesida . osteosarcoma 2 o cancer de cabeza y

cuello *** entre otros. No obstante, la sobreexpresién de mTOR también se asocia a prondstico

225226y de laringe **’. En cancer de endometrio se ha descrito

favorable en carcinoma de prdstata
expresion de mTOR disminuida relacionada con menor supervivencia libre de enfermedad **®. En
nuestro conocimiento, no existen trabajos previos que estudien la expresion de la proteina mTOR en
tejido cerebral normal o células de la glial sanas, lo que nos impide evaluar el papel de la linea T98G

como control en este estudio.

Nuestros resultados muestran que la expresion de mTOR en glioblastoma se correlaciona
con una edad de aparicién del tumor mds tardia (Tabla 18). Este hallazgo también ha sido descrito

en cancer de endometrio **° y en cancer de ovario **°.

En conclusidn, nuestros resultados revelan expresién disminuida de mTOR en glioblastoma 'y
que la expresion de esta proteina se asocia a una aparicion mas tardia del tumor, sugiriendo un
posible papel en el desarrollo tumoral en edades avanzadas. No obstante, son necesarios estudios
en mayor profundidad para entender cual es el mecanismo por el cual se produce esta dependencia

con la edad.

2.6 Beclinl

Beclinl es el ortélogo mamifero de Atg6/Vps30 en levaduras. Se trata de una proteina clave

en el proceso de autofagia ya que forma, junto con las proteinas Vps34/PI3K, mATG14 y p150, el
complejo multimérico PI3K de clase Ill, necesario para la formacion del autofagosoma 222!,

Muchos estudios han relacionado la expresién de Beclinl con la progresidn y el prondstico

de diferentes tipos tumorales. Asi, se ha visto que en el cancer colorrectal la expresidén de esta
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proteina es superior en las células tumorales que en el tejido sano adyacente , lo que se

d %2, Lo mismo ocurre en el sindrome

correlaciona con un peor prondstico de la enfermeda
. . ;. 2 , . .

mielodisplasico ***. No obstante, en la mayoria de tumores donde se han estudiado los niveles de

expresion de Beclinl se ha visto que éstos son mas bajos que en tejidos sanos y que esta baja

expresion se asocia a progresidon tumoral, proliferaciéon celular, peores prondsticos y menores
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supervivencias globales y libres de enfermedad. Es el caso del cancer de pulmén de células no

pequefias ***, el carcinoma renal de células claras **°, el mieloma mdltiple '”°, el carcinoma de lengua

238-240 166,240 240

de células escamosas **’, el cancer de mama , el cdncer gastrico , el linfoma “*, el
carcinoma de ovario ***, el carcinoma de laringe de células escamosas 222 | carcinoma hepatocelular
243y el carcinoma de cérvix 2** entre otros. En el caso del cancer de préstata, se han descrito niveles
de expresién de Beclinl bajos, aunque no se ha encontrado correlacién entre éstos y el grado de

recurrencia o el estadio tumoral 2*°.

Nuestros resultados muestran expresiones de Beclinl cercanas a la del control en
aproximadamente la mitad de los glioblastomas multiformes estudiados, mientras que casi la
totalidad de los tumores restantes no muestran expresién de la proteina o la presentan muy baja
(Figura 45). En los tumores de bajo grado la expresidn es muy cercana a la del control en la mayoria
de los casos (Figura 46). Es decir, nuestros resultados sugieren que la ausencia de expresién de
Beclinl se asocia a tumores de alto grado (Tabla 20), por lo que la expresidon de Beclinl podria estar
relacionada con el grado tumoral. Estos resultados confirman los resultados de otros grupos en
tumores cerebrales, que muestran que la expresion de Beclinl es inferior en tumores de alto grado
26 v que los niveles de esta proteina se correlacionan con la progresion y el grado tumoral de los

astrocitomas ¢

. La expresidon de Beclinl ha sido estudiada en la linea celular T98G y en tejido
cerebral normal observando en ambos casos una expresion débil '*!, lo que sugiere que la linea
celular T98G es un control acertado para el estudio de expresidn de esta proteina.

Se ha descrito también que la expresién de Beclinl se correlaciona con apoptosis en gliomas

7 A pesar de que nuestros resultados no sugieren una relacion entre los niveles de

de alto grado
expresion de Beclinl y la supervivencia del paciente, si se ha descrito que esta proteina puede tener
alto valor prondstico en glioblastoma multiforme. Asi, se ha visto que altos niveles citoplasmaticos
se asocian a mejor prondstico de la enfermedad, menos proliferacion celular, mejor estatus de

Karnosfsky, alta respuesta de progresion libre de enfermedad y supervivencias globales mas largas
248,249

En este trabajo hemos confirmado a Beclinl como un posible biomarcador de progresion y
estadio tumoral en tumores astrociticos. A pesar de que el valor prondstico de esta proteina esta
demostrado en glioblastoma, no hemos encontrado relacidn entre sus niveles de expresién y las
supervivencias globales de los pacientes incluidos en nuestro trabajo, por lo que un estudio en

mayor profundidad, con una muestra mayor, seria necesario para confirmar estos resultados.

2.7 PI3KCA

PI3K (fosfatidil-inositol 3 quinasa de clase lll) es una proteina central del metabolismo
celular. Su interaccién con p150, Beclin-1 y mATG14 genera el complejo proteico PI3K de clase llI,
necesario para la nucleacién del fagoforo y el proceso de autofagia *. Ademas, tiene un papel

. .z . .7 ./ 250,251
importante en la regulacién de la proliferacion, la progresion y el desarrollo tumoral *%*°%. La ruta
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PI3K/Akt/mTOR se encuentra alterada en muchos tumores mediante diferentes mecanismos, como

251

la amplificacion o la presencia de mutaciones puntuales en el gen PI3KCA “>". En gliomas de alto

grado se ha observado que el gen PI3KCA estd mutado en el 5-7% de los tumores *? y

23 No obstante, nuestros resultados muestran que

sobreexpresado en la mayoria de los gliomas
aproximadamente el 40% de los glioblastomas estudiados carecen de expresién de PI3KCA, mientras
que otro 40% presenta expresiones muy similares a la del control (Figura 48). En el caso de los
astrocitomas de bajo grado, la expresion es normal en la mayoria de los tumores, con tan sélo un
11% de ellos sin expresién (Figura 49). El andlisis de estos resultados denota una asociacion entre la
ausencia de expresion de PI3KCA vy los glioblastomas, sugiriendo una posible relacién entre esta
proteina y el grado tumoral (Tabla 21). La mayoria de trabajos estudian la expresién de esta proteina
mediante inmunohistoquimica, lo que puede ser una de las razones por las que las expresiones
detectadas en nuestros pacientes sean inferiores a las descritas en gliomas. El hecho de no disponer
de tejido glial sano para utilizarlo como control de estudio también puede modificar nuestros

resultados.

La expresion de la proteina PIBKCA ha sido estudiada en otros tipos tumorales. Asi, se
detecta sobreexpresién de esta proteina en carcinoma nasofaringeo *>* y en céncer gastrico, donde,

ademds, esta sobreexpresion se asocia a peor prondstico y metastasis >>>°°.

En conclusién, describimos por primera vez en este trabajo una asociacién entre la expresion
de PI3KCA y el grado de los tumores astrociticos, aunque no se ha encontrado un valor prondstico

de la proteina en pacientes con este tipo de tumores.

2.8 Andlisis de la correlacion de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta de

autofagia

En nuestro trabajo hemos encontrado correlacidn estadisica significativa en la expresién de
varias proteinas implicadas en la ruta de la autofagia en tumores astrociticos. Asi, PKCz se
correlaciona con p62 y LC3; TRAF6 con LC3 y PKCz; mTOR con LC3 y PKCz; Beclinl con LC3, PKCz y
TRAF6; y PI3KCA con LC3, p62, PKCz, TRAF6 y Beclinl.

La asociacidon existente entre PKCz y p62 es légica teniendo en cuenta que ambas proteinas
interactuan entre ellas. De hecho, p62 fue descubierta como una proteina de interaccién con la
protein quinasa atipica PKCz >’ y se sabe que PKCz y p62 colocalizan habitualmente **. PKCz y p62
interactyan a través del dominio PB1, lo que conlleva la activacién de la ruta de NFkB, tanto de

manera dependiente de RANKL como independiente *%.

La correlacidn encontrada entre PKCz y TRAF6 es algo mas dificil de explicar. Se sabe que
TRAF6 participa en la activacién de la ruta NFkB mediante su interaccidon con p62 a través de su
dominio TB, del mismo modo que PKCz lo hace a través del dominio PB1. De esta manera ambas
proteinas podrian estar interactuando de manera indirecta a través de p62. Se piensa que es el

258

cassette p62/PKCz el que regula la activacion de la via mediada por TRAF6 “°. Ademads, se sospecha



Discusion

que PKCz podria interactuar fisicamente con el complejo CARMA3/BCL10/MALT1/TRAF6 en la
activacion de la ruta NFkB, aunque aun no hay estudios que confirmen de manera concluyente esta
interaccion 2°.

260,261

TRAF6 se une a LC3 a través de p62 y ubiquitina a Beclinl . La presencia de dos dominios
de unién a TRAF6 en Beclinl facilitarfa la unién entre las proteinas y su ubiquitinizacién ***; de esta
manera, TRAF6 podria regular la formacidn del autofagosoma y activar la autofagia, lo que podria

explicar la correlacion entre las proteinas TRAF6, LC3 y Beclinl.

Beclinl interactta con la fosfatidil-inositol 3 quinasa de clase Ill, PI3K/Vps34, para formar el
complejo proteico PI3K de clase lll, necesario para la nucleacién del fagoforo y regulador del proceso

de autofagia en sus estadios iniciales °*, lo que explicaria la correlacién entre Beclinl y PI3K.

La asociacién entre las proteinas PI3K y LC3 se justificaria al ser ambas moduladores

positivos del proceso de autofagia a pesar de que no interaccionan de manera directa entre ellas
75,263

En nuestro trabajo hemos encontrado una correlacion positiva entre las proteina mTOR vy
LC3. No obstante, que se sepa, estas proteinas no intervienen de manera conjunta en otra ruta que
no sea la autofagica y, en ella, sus roles son contrarios al ser mTOR un inhibidor de la ruta y LC3 un
regulador positivo. Lo mismo ocurre en el caso de las proteinas PI3K y p62 que, segln nuestros
resultados, parecen tener una relacidon directa. Sin embargo, en nuestro conocimiento, estas
proteinas tan sélo intervienen conjuntamente en la autofagia, donde presentan papeles opuestos.
PI3K es un regulador positivo mientras que es la ausencia de expresidn de p62 la que regula
positivamente el proceso autofagico. Tampoco hemos encontrado la base bioldgica de la correlacién

entre las expresiones de las proteinas PKCz con LC3, mTOR, Beclinl y PI3K; y PI3K con TRAF6.

2.9 Estado de la autofagia

Debido a que la conversion de LC3-l1 a LC3-Il y la degradacion de p62 se consideran
marcadores de la induccidn y el flujo autofagico respectivamente, su estudio conjunto es la mejor

manera de determinar el estado de la autofagia de un tumor.

El analisis conjunto de las expresiones de LC3-ll y p62 en tumores astrociticos determind que
la mayoria de tumores presentan una autofagia activa (67,7% en glioblastoma multiforme y 88,5%
en astrocitomas de bajo grado) (Tabla 24), encontrandose diferencias significativas entre grados alto

y bajo. En ningun tipo tumoral hemos detectado autofagia aberrante.

Nuestros resultados no muestran una asociacién entre el estado de la autofagia y el
prondstico de los pacientes, a pesar de que el estudio de la expresidon de LC3B y p62 de manera
independiente si mostré relacién con el prondstico de los pacientes. En carcinoma oral de células

escamosas se ha observado que tumores con autofagia aberrante y tumores de bajo grado con
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autofagia activada o basal presentan prondsticos mas desfavorables **®y en cancer de préstata se ha

visto que bajo nivel autofagico se correlaciona con peor prondstico ***.

2.10 Analisis de alteraciones en el promotor de hTERT en glioblastoma multiforme

hTERT (human telomerase reverse transcription) es la subunidad catalitica con capacidad
transcriptasa reversa de la telomerasa. Habitualmente las células cancerigenas escapan al
acortamiento telomérico por hiperactivacién de esta proteina, evitando de esta manera la muerte

265,266

por apoptosis o la senescencia . hTERT estd sobreexpresado en una amplia variedad de

267

tumores, incluyendo los gliomas “°’. Ademads, es habitual encontrar mutaciones somaticas en el

%7 Las dos mutaciones mas

promotor de este gen, que confieren mayor actividad del promotor
frecuentes son g.228C>T y g.250C>T, situadas a -124 y -146bp por delante del ATG que marca el
inicio de traduccion. Ademads, estas mutaciones son mas frecuentes en glioblastomas primarios
(82%) que en secundarios (35%) 2°*°®°. Recientemente, se han identificado estas mutaciones como
marcadores prondstico en gliomas al correlacionarse con peor prondstico *’° y necesidad de

tratamientos mas agresivos a7

Nuestros resultados muestran que el 60% de los glioblastomas incluidos en nuestro trabajo
presenta al menos una de las dos mutaciones, siendo la mutacidn mas frecuente la g.250C>T, que
aparece en el 41% de los tumores (Tabla 25). Este porcentaje es inferior al descrito en glioblastomas
primarios y mayor que en secundarios. El hecho de no tener datos respecto al tipo de glioblastoma
analizado hace que probablemente el estudio se haya hecho en una mezcla de tumores primarios y

secundarios, lo que explica el porcentaje observado.

El estudio de estas mutaciones en los pacientes analizados no sugiere un valor prondstico.
Seria necesario un estudio con un mayor nimero de pacientes, dieferenciando los grupos primarios

y secundarios, para confirmar el valor prondstico de estas mutaciones en nuestra serie de pacientes.

Nuestros resultados sugieren una asociacion entre la presencia de mutaciones en el
promotor de hTERT y la expresién de p62. No obstante, no se ha podido encontrar una base
bioldgica que apoye esta aseveracion, al no conocerse ninguna ruta de sefalizacion en la que
participen estas dos proteinas. Por tanto, se necesitarian nuevos estudios para confirmar esta

observacion.

2.11 Analisis de la correlacion de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta de

autofagia y la clasificacion molecular tumoral

Desde los afios 90 se ha incrementado considerablemente el conocimiento sobre las
caracteristicas genéticas y moleculares de los glioblastomas, lo que ha permitido identificar patrones
de expresion de proteinas asociados a diferentes subtipos moleculares de este tumor *°. The Cancer
Genome Atlas (TCGA) ha establecido una clasificacion molecular para el glioblastoma multiforme,

dividiéndolo en los subtipos proneural, cldsico y mesenquimal en funcién de la presencia de
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mutaciones o amplificaciones en genes como EGFR, PDGFRA, PTEN, TP53, NF1, NFkB, RB1, IDH1 o

273 Dichos subtipos,

ATRX, patrones de metilaciéon del DNA y ganacias o pérdidas cromosdmicas
ademds, presentan diferente prondstico y respuesta a los tratamientos existentes frente al tumor *’.
La identificacion de nuevos factores asociados a cada perfil molecular, por tanto, podria ser clave en
el diagndstico de los pacientes y la prediccién de la evolucién del tumor y su respuesta al

tratamiento.

Desafortunadamente, no hemos encontrado una relacién entre el subtipo molecular de los
tumores analizados y la expresidn de proteinas relacionadas con la ruta autofagica. No obstante, el
estudio tan sélo se ha podido llevar a cabo en 24 pacientes, por lo que su ampliacidon para obtener
un tamafo muestral mayor seria necesaria antes de descartar la expresién de estas proteinas como

un factor asociado al perfil molecular del tumor.

3 NUEVAS APROXIMACIONES TERAPEUTICAS BASADAS EN LA AUTOFAGIA EN LINEAS DE
GLIOBLASTOMA MULTIFORME

3.1 Analisis del efecto del paclitaxel en lineas celulares de glioblastoma multiforme

El paclitaxel es un principio activo de la familia de los taxanos, aislado por primera vez en

1962 a partir del rbol Taxus brevifolia *'.

La diana molecular del paclitaxel son los microtubulos, especialmente importantes en la
formacion del huso mitdtico, pero también en el mantenimiento de la estructura celular, la
motilidad y el movimiento a través del citoplasma. Estas estructuras miden unos 25-30nm de
diametro y consisten en polimeros de tubulina en equilibrio dindmico en los que heterodimeros de
tubulina, formados por las subunidades a y B, se afladen o quitan de los extremos del microtibulo
maduro, preferiblemente en el extremo positivo. El paclitaxel promueve el ensamblaje de
microtubulos estables e inhibe su despolimerizacion. Debido a que la formacién de microtibulos
ocurre durante G2 y la profase de mitosis, el paclitaxel provoca una parada en G2/M y favorece la

apoptosis */>*%.

El paclitaxel ha demostrado tener alto potencial antitumoral y su uso ha mejorado la

respuesta al tratamiento en el cancer de ovario 2>, mama *’®, pulmén de células no pequefias >/,

279,280

; ; ~ 2 . , . 281 .
pulmén de células pequefias *’%, cancer de préstata , neoplasia de cabeza y cuello **, leucemia

283,284 285

282\ céncer géstrico , entre otros “°. Ademads, este farmaco ha sido aprobado recientemente

por la FDA para el tratamiento de cancer de mama metastatico, cancer de pulmén de células no

pequefias avanzado o metastatico y cancer de pancreas metastatico *°.

El paclitaxel es una molécula altamente lipofilica e insoluble en agua, lo que la convierte en

dificil de formular en solucién. Multiples vehiculos se han desarrollado para intentar transportar el

273

paclitaxel hasta las células cancerigenas “°°, incluyendo aproximaciones especificas para el
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tratamiento del glioblastoma en combinacién con temozolamida **"**

. Actualmente, también

existen ensayos clinicos que incorporan el paclitaxel en el tratamiento del glioblastoma **.

El estudio de la viabilidad de lineas celulares de glioblastoma tratadas con paclitaxel muestra
que su crecimiento se inhibe a la menor concentracién testada (5nM) lo que confirma la dosis

descrita para la inhibicidn de la viabilidad en cultivos in vitro de 2.5-7.5nM *°*

(Figura 50). Como era
de esperar, el paclitaxel produce un significativo bloqueo en G2/M a 24h en todas las lineas celulares
a esta concentracion, que disminuye a medida que aumenta el tiempo de exposicidn al tratamiento,
alcanzando ratios de muerte de hasta 42,47% en LN18, que es la linea mas sensible al fdrmaco

(Figura 51). El bloqueo de células en G2/M por paclitaxel ha sido descrito en multiples tipos

2 2

tumorales como, entre otros, cancer de cabeza y cuello 22 mieloma ** y cancer de pulmén de

294

células no pequenas . Se ha visto, ademas, que la activacion de PTEN favorece la accién del

29

paclitaxel en cancer de vejiga **°. Esto podria explicar que las lineas T98G y A172 tengan una

respuesta ligeramente menor al farmaco, ya que presentan este gen delecionado.

A pesar de que el paclitaxel induce apoptosis, este fairmaco también inhibe la autofagia. En
células mitdticas, este compuesto bloquea la Vps34, impidiendo la iniciacidn del autofagosoma. En
células no mitdticas, el paclitaxel inhibe el movimiento del autofagosoma, impidiendo su

maduracion y fusién con el lisosoma **

. El estudio de la autofagia en las lineas de glioblastoma
tratadas con este farmaco confirma la inhibicién del proceso. En todas las lineas tratadas se observa
una disminucion de Beclinl (Figura 55) y un aumento de la expresiéon de mTOR (Figuras 56 y 59), lo
gue sugiere una inhibicidn de la autofagia. La expresion de LC3B-Il es similar a la basal o menor que
ella (Figuras 54 y 58). Sin embargo, la expresion de p62 varia en funcién de la linea celular (Figuras
53 y 57), sugiriendo que las caracteristicas moleculares de cada tumor pueden ser determinantes en

la respuesta al farmaco.

En conclusién, el tratamiento con paclitaxel inhibe la autofagia e induce muerte celular en
glioblastomas, por lo que es una posible aproximacidn terapéutica para este tumor. Su combinacion
con otro inhibidor autofagico podria generar resultados mas prometedores, como se ha
demostrado in vitro en otros tipos tumorales "%, de manera que su estudio seria aconsejado en

este tumor.

3.2 Anadlisis del efecto de la metformina en lineas celulares de glioblastoma multiforme

La metformina es una molécula de la familia de las biguanidas, comunmente usada como

tratamiento oral para la diabetes tipo 2 *®.

Hasta la fecha, se conocen dos mecanismos de accidn de la metformina. Por una parte, la
metformina inhibe el complejo | de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (ETC1),
provocando una disminucion en la cantidad de ATP, que incrementa la AMPK (AMP-activated
protein kinase). La AMPK es un regulador de la homeostasis, el metabolismo y la sintesis de

proteinas, al inhibir mTOR. Por otra parte, la metformina modifica el metabolismo global, limitando



Discusion

los niveles de insulina y la produccién de IGF-1 por parte del higado, al disminuir su gluconeogénesis.
De esta manera, se disminuye la activacién del receptor de insulina/IGF-1, que conlleva la no

304-306

activacidon de la ruta de PI3K y a la inhibicién de mTOR . Al inhibir mTOR a través de sus dos

mecanismos de accién, la metformina es un inductor de la autofagia 307,

En los ultimos afios se ha visto que los pacientes diabéticos tratados con metformina
presentan un menor riesgo de desarrollar cancer a lo largo de su vida, lo que ha llevado a estudiar

305308309 |3 metformina ha

este farmaco como posible estrategia terapéutica antitumoral
demostrado ser efectiva inhibiendo el crecimiento tumoral en leucemia, cancer de pdncreas, de
préstata, de ovario, melanoma, cancer de mama, de endometrio, de pulmdn, carcinoma

310311 pe hecho, existen varios ensayos clinicos que estudian la metformina,

hepatocelular y gliomas
algunos en adyuvancia con otros agentes quimioterdpicos, como es la temozolamida en

glioblastoma (http://clinicaltrials.gov).

El estudio del tratamiento con metformina en lineas celulares de glioblastoma muestra que,
en la mayoria de ellas, la inhibicion total de la viabilidad celular no se alcanza a la maxima
concentracién estudiada, 8mM, aunque se inhibe ampliamente. Ali Ubkec et al. expone que
concentraciones mayores de 5mM empiezan a generar inhibicion del crecimiento en la linea T98G,

32 No obstante, nuestros

aunque concentraciones superiores obtienen mejores resultados
resultados demuestran que la linea LN18 es mds sensible a este fdrmaco y su crecimiento se inhibe
totalmente a la concentracion de 8mM (Figura 61). Sesen et al. confirma que la linea LN18 es mas
sensible al tratamiento con metformina que otras lineas de glioblastoma incluidas en su trabajo y

| 3. De hecho, es posible que la

sugiere que esto podria ser debido a tener PTEN germina
metformina inhiba mTOR de manera mas efectiva en lineas con PTEN germinal que en lineas que lo

presenten mutado y que, por tanto, tengan la ruta PI3K/AKT activa constitutivamente.

El estudio del ciclo celular apenas muestra diferencias entre las lineas celulares tratadas y los
controles sin tratar a los diferentes tiempos (Figura 62). No obstante, el tratamiento con metformina
a las tres semanas muestra un aumento de la muerte celular (Figura 63), sugiriendo que un
tratamiento a largo plazo con este fadrmaco podria mejorar su efecto antitumoral. Se ha descrito que

33 No obstante,

el tratamiento con metformina genera un bloqueo modesto en la fase G1 en LN18
este estudio se llevd a cabo usando una concentracion de 10mM, superior a la usada en este
trabajo, lo que podria ser la causa de la diferencia. Este bloqueo en GO/G1 también se ha descrito en
melanoma **, cancer de pulmodn 315 cancer gastrico 316 y cancer de endometrio, donde ademas se
317

observa bloqueo en G2/M

El estudio de expresidn de proteinas autofdgicas muestra una disminucion de los niveles de
p62 en todas las lineas celulares tanto en el estudio a corto como a largo plazo (Figuras 65 y 69),
confirmando el efecto inductor sobre la autofagia de la metformina. En el caso de LC3B-Il, sus
niveles de expresion no parecen variar con el tratamiento de manera significativa (Figuras 66 y 70).

Esto podria indicar que la induccion de la autofagia por parte de la metformina es leve o que existe
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algin mecanismo compensatorio que limita su efecto inductor. No obstante, este mecanismo no se
produciria sobre mTOR ya que los resultados demuestran que su expresidon disminuye con la
exposicién al farmaco (Figuras 68 y 72). La expresién de Beclinl disminuye en todas las lineas
celulares (Figuras 67 y 71), apoyando la existencia de un mecanismo que limite la autofagia o
indicando que la induccion por parte de la metformina no es muy fuerte. Sesen et al. también
describe una ligera disminucién en la expresiéon de Beclinl en LN18, pero no en U87, U251 ni en
SF767, sugiriendo que el uso de la metformina deberia depender de las caracteristicas especificas

del tumor 4.

La metformina ha demostrado ser un farmaco antitumoral util en coadyuvancia con otros
agentes en multiples tumores, incluidos los gliomas. No obstante, nuestro estudio muestra
resultados moderados a la concentracién de 8mM en glioblastomas, aunque su efecto citotéxico
aumenta en tratamiento a largo plazo. Serian necesarios nuevos estudios con otras concentraciones
y en combinacidn con otros farmacos para confirmar el potencial antitumoral de este inductor de la

autofagia.

33 Analisis del efecto de la sinergia Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) + metformina en

lineas celulares de glioblastoma multiforme

La metilacion del DNA, mediada por las DNA metiltransferasas (DNMTs), es uno de los
mecanismos epigenéticos mas estudiados. Debido a que se ha observado hipermetilacién asociada
al cancer en multiples tumores, se piensa que la metilacidon del DNA juega un papel importante en la
carcinogénesis y, por ello, los inhibidores de DNMTs se han convertido en una herramienta

terapéutica mas en la lucha contra el cancer *'°.

La 5-aza-2’-deoxicitidina (Decitabina®) es un andlogo de citidina que se incorpora al DNA, se
une e inhibe a las DNMTs ya que el dtomo de carbono aceptor del grupo metilo de la citidina se
sustituye por nitrégeno, lo que impide la metilacién. Los efectos bioldgicos de la Decitabina®
dependen de su incorporacién al DNA durante su sintesis y, por tanto, se considera un agente

especifico de la fase S 3°7%,

Se ha visto que la Decitabina® es beneficiosa en el tratamiento de diferentes tipos tumorales
y su uso ha sido aprobado para el tratamiento del sindrome mielodisplasico y la leucemia mieloide

32233 - Ademds, se ha visto que la Decitabina® mejora la accién de otros agentes

aguda
.. ;. . ;. . . 24-32 .

quimioterapicos o radioterapicos en diferentes tipos tumorales ****’. En el caso del glioblastoma, se

ha demostrado que sensibiliza las células en cultivo a la radiacién y a la temozolamida, usando un

. e 27,32
nanoconjugado del compuesto en el tltimo caso **"°%,

Para comprobar si una combinacion de dos inductores autofdgicos mejora el efecto
citotéxico de los farmacos en células tumorales, se usé Decitabina® y metformina en lineas de
glioblastoma multiforme. En este caso observamos mayor crecimiento en todas las lineas celulares

usando el tratamiento en sinergia, que usando la metformina con igual concentracidn en solitario
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(Figuras 73 y 61), por lo que debe existir un mecanismo por el que la Decitabina® modifica la
viabilidad de células expuestas a la metformina. El estudio del ciclo celular muestra un ligero
bloqueo en las fases G2/M y S (Figura 74), lo cual es razonable al ser la Decitabina® un agente que

bloguea la fase G2/M. No obstante, el bloqueo es muy moderado.

El estudio de las proteinas autofagicas en las lineas celulares tratadas con estos dos
farmacos muestra un aumento de expresion de la proteina LC3B-Il (Figura 77), indicando una
induccidn autofagica. La proteina Beclinl se observa constante tras 72h de tratamiento (Figura 78);
sin embargo, la expresidon de la proteina p62 disminuye en las lineas A172 y LN229, pero se
mantiene constante en T98G y aumenta ligeramente en LN18 (Figura 76). Como se ha indicado
anteriormente, existen estudios que muestran que el nivel de expresidon de p62 no siempre se
correlaciona inversamente con la actividad autofagica *®, por lo que esta expresién diferencial de

p62 no se deberia interpretar como alteraciones en la induccion de la autofagia.

En conclusiéon, se presenta por primera vez en glioblastoma multiforme el estudio de la
combinacidon de Decitabina®, un inhibidor de DNA metiltransferasas, inductor de la autofagia, con la
metformina, otro inductor autofdgico. Aunque se confirma el efecto inductor de la autofagia de
estos farmacos, el tratamiento combinado no mejora los resultados de viabilidad ni de ciclo celular

obtenidos usando la metformina en monoterapia.

3.4 Anadlisis del efecto de la cloroquina en lineas celulares de glioblastoma multiforme

La cloroquina (CQ) (N’-(7-chloroquinolin-4-yl)-N,N-diethyl-pentane-1,4-diamine)**® es un
agente lisosomotrdpico capaz de atravesar la membrana lisosomal para protonarse, incrementando
el pH del orgdnulo. Ademas, este farmaco es capaz de inhibir la fosfolipasa A2 y la acilhidrolasa
lisofosfolipidica, necesarias para la acidificacion del lisosoma, favoreciendo, asi, el incremento del pH
del organulo, impidiendo la degradacidn de las sustancias que hay en él e inhibiendo la autofagia

330,331

La cloroquina fue inicialmente desarrollada como tratamiento antimalarico **’, aunque

actualmente se usa también para el tratamiento de enfermedades reumatoldgicas, inmunolégicas y
dermatoldgicas ***. Recientemente, se ha analizado su capacidad antitumoral en combinacién con

334,335

radioterapia o agentes quimioterapicos, obteniendo resultados prometedores en cancer de

341—344, entre

mama >**, vejiga **’, melanoma **%, cancer de pulmén **°, cancer de colon ** y gliomas
otros. De hecho, actualmente existen varios ensayos clinicos que estudian el uso de la cloroquina en
adyuvancia con otros agentes quimioterapicos, como la temozolamida en el caso del glioblastoma

multiforme (http://clinicaltrials.gov) **.

Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con cloroquina en lineas de
glioblastoma multiforme inhibe la proliferacion celular a las 72h con una concentracidon de 50uM,
excepto en la linea celular LN18, que se inhibe con 10uM (Figura 79). El estudio del ciclo celular con

una concentracién intermedia de 25uM no muestra cambios respecto a los controles sin


http://clinicaltrials.gov/
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tratamiento (Figura 80). Estos resultados parecen concordantes con lo encontrado por Fan et al. en
lineas de cancer de pulmén que, al usar bajas concentraciones de cloroquina (0,25-32uM), observan
inhibicion de la proliferacion celular, pero no apoptosis ni muerte celular hasta que se aumenta la
dosis (32-64pM) **°. También en lineas de cancer colorrectal se ha observado que la inhibicién de la

345

viabilidad celular es dependiente de la dosis y solo se detecta a partir de 20uM “*. A dosis mas altas

340,346

también se ha observado apoptosis en cancer de colon y de mama . No obstante, se ha descrito

que la cloroquina genera parada del ciclo en GO/G1 en carcinoma hepatocelular **’ y parada en

8 En adyuvancia con radiacién, células de glioblastoma

G2/M en lineas de cancer de mama
muestran bloqueo en G2/M y aumento de la muerte celular ***, aunque nosotros no hemos podido

confirmar este resultado en tratamiento sin radiaciéon con concentraciones de farmaco menores.

El estudio de proteinas autofagicas en lineas celulares del glioblastoma multiforme en
tratamiento con cloroquina confirma la actividad inhibitoria de |la autofagia de este farmaco. Todas
las lineas celulares muestran un aumento de p62 (Figura 82) y una tendencia de aumento de
expresion de LC3B-II (Figura 83). También en el caso de Beclinl se observan niveles de expresion
mayores o similares al control sin tratamiento (Figura 84). Como se ha explicado anteriormente, la
cloroquina es un farmaco que impide la fusidon del autofagolisosoma y la degradacién de su
contenido, provocando una acumulacion de autofagosomas con LC3B-Il en su membrana y aumento

de p62 que no se degrada.

En resumen, nuestros resultados confirman la inhibicion de la autofagia en lineas celulares
de glioblastoma multiforme tratadas con cloroquina. A pesar de causar inhibicién del crecimiento,
no se observa bloqueo del ciclo celular ni muerte a la concentracidon analizada. No obstante,
estudios previos demuestran que concentraciones mas altas de farmaco o su uso en adyuvancia
obtienen resultados mas prometedores en varios tipos tumorales, por lo que el estudio de

tratamientos combinados podria ser una estrategia conveniente en glioblastoma multiforme.

3.5 Andlisis del efecto de la sinergia Decitabina® (5-aza-2’-desoxicitidina) + cloroquina en

lineas celulares de glioblastoma multiforme

Para comprobar si una combinacidn de un inductor autofagico y un inhibidor de la autofagia
mejora el efecto citotdxico de los farmacos en células tumorales hemos estudiado la accidn
concomitante de la Decitabina® con la cloroquina. El andlisis del estudio de viabilidad muestra
mayor crecimiento en todas las lineas celulares que usando la misma concentracién de cloroquina
en solitario (Figuras 85 y 79). Esto podria ser debido a que, al ser la Decitabina® un inductor
autofagico **, contrarresta el efecto inhibidor de la cloroquina y su citotoxicidad. Se ha descrito que
la Decitabina® genera parada del ciclo celular en G2/M por supresion de la ruta de p38/NF-kB e

2 ., . .
32330 También se ha observado este efecto tras el tratamiento con cloroquina. No

induccion de p53
obstante, nosotros no observamos alteraciones del ciclo celular respecto a los controles en ninguna

de las lineas estudiadas, mas alld de un ligero bloqueo en la fase S. Este efecto se da con
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independencia del estado de mutaciones de p53 en nuestras lineas celulares (Figura 86). Seria

interesante implementar nuevos estudios para confirmar estos resultados.

El estudio de las proteinas autofdgicas muestra una activacién autofdgica en las primeras
etapas del tratamiento, observando aumento de LC3B-Il en todas las lineas (Figura 89), debido
probablemente al efecto inductor de la Decitabina®. Apenas se observan diferencias en la expresién
de Beclinl (Figura 90) y p62 (Figura 88). No obstante, la expresion de p62 parece tener una
tendencia decreciente con el tratamiento. El hecho de que la expresion disminuya probablemente se

deba al efecto inhibidor de la cloroquina en etapas finales del proceso.

En conclusién, se presenta por primera vez el estudio de la combinacion de un inhibidor de
DNA metiltransferasas, como es la Decitabina®, con un inhibidor autofagico, como es la cloroquina,
en glioblastoma multiforme. A pesar de que se confirma el efecto inductor de la autofagia del
primero, no se observa alta citotoxicidad en ninguna de las lineas tumorales tratadas con ambos

farmacos.

3.6 Andlisis del efecto del Panobinostat® (LBH589) en lineas celulares de glioblastoma

multiforme

Las histonas desacetilasas (HDACs) son un grupo de enzimas que regulan la expresién génica
y el comportamiento celular al eliminar los grupos acetilo de los residuos de lisina de las histonas y
otras proteinas no histonas. En el caso de las histonas, esta desacetilacién conduce a un estado
condensado de la cromatina y al silenciamiento génico. En los ultimos afios se ha visto que estas
proteinas son dianas terapéuticas muy prometedoras en cancer y la busqueda de moléculas capaces

de inhibirlas y revertir estados epigenéticos aberrantes se ha convertido en una prioridad ****>,

El Panobinostat® (LBH589) es un pan-inhibidor de histona desacetilasa (pan-HDACI) de la
familia del 4cido hidroxamico, que ha mostrado fuerte actividad inhibitoria frente a HDACs de clase
I, 11y IV >3, Su efecto antitumoral se debe a diversos mecanismos: por una parte, al inhibir las HDACs
de clase |, el Panobinostat® favorece la transcripcion de genes supresores de tumores; por otra,
actda inhibiendo la HDAC6, una HDAC de clase llb, localizada en el citoplasma, que desempefia un
papel en el transporte de proteinas mal plegadas para su degradacién en el lisosoma. La inhibicion
de HDAC6 genera acumulacion de proteinas poliubiquitinadas, lo que produce estrés del reticulo
endoplasmatico e induce apoptosis. Ademas, el Panobinostat® disminuye la angiogénesis, induce
parada del ciclo celular, disminuye la motilidad de las células tumorales y la expresidn de
oncoproteinas como BCR-Abl y HER2. Entre sus dianas se encuentran, ademas, p53, NFkB, E2F1,

Ku70, que regula la reparacién del DNA, a-tubulina, importante en el citoesqueleto, y Hsp90
352,354,355

El Panobinostat® ha demostrado actividad antiproliferativa frente a cancer de mama, ovario,

356

pulmén y mieloma multiple *>°. De hecho, recientemente se ha aprobado en Estados Unidos el uso

del Panobinostat® oral (Farydak®) en combinacion con bortezomib y dexametasona en pacientes
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con mieloma multiple recurrente que no han respondido a, al menos, dos tratamientos previos >’.
Su estudio en gliomas ha demostrado buenos resultados en glioma pontino intrinseco difuso **®y en

39 sy estudio clinico en

gliomas de alto grado en combinacién con radioterapia estereotactica
combinacién con bevacizumab en gliomas de alto grado fue paralizado en la fase Il por no cumplir
criterios **. No obstante, sus combinaciones con el virus oncolitico Delta24-RGD y con bortezomib

muestran resultados prometedores en cultivos in vitro de glioblastoma *¢*2°,

El estudio de Panobinostat® en las lineas de glioblastoma multiforme T98G, A172, LN18 y
LN229 muestra que el farmaco es capaz de inhibir la proliferacidn celular a 50nM (Figura 91). A esta
concentracion, produce un bloqueo en G2/M en todas las lineas, siendo mas llamativo en las lineas
A172 y LN229 (Figura 92). Este bloqueo en G2/M ha sido descrito en multiples tipos de tumor como

383 carcinoma renal ***, carcinoma de cabeza y cuello de células escamosas **° y

el de préstata
melanoma **® entre otros. Una de las razones por las que el Panobinostat® podria producir parada
del ciclo celular en G2/M es por inhibir la desacetilaciéon de proteinas de regulacién del huso
mitotico. Estas proteinas se activan por desacetilacién gracias a HDAC3 y HDACS6 al final de la fase S.
Al mantenerse hiperacetiladas con el tratamiento, no se permitiria la continuacion del ciclo, se

activaria el punto de control G2 y la posterior muerte celular **’

368

. La alteracion del cinetocoro puede

ser otro mecanismo de parada en G2/M

Se ha descrito que el Panobinostat® posee capacidad antiproliferativa y proapoptoética en el
liposarcoma via PTEN, sobreexpresando esta proteina de manera independiente a la presencia de
mutaciones en p53 **°. Debido a que T98G y A172 presentan PTEN delecionado y que la presencia o
no de mutaciones en p53 no parece determinante, seria de esperar que el tratamiento funcione
mejor en las lineas LN18 y LN229. No obstante, nuestros resultados muestran un aumento de la
muerte celular a medida que transcurre en tiempo de exposicidon al fadrmaco en las lineas A172 y
LN229, pero no en T98G o LN18. Debido a que no hemos encontrado relacidn entre el mecanismo
de accién del Panobinostat® y la proteina p16 (cuyo gen esta delecionado en A172, LN18 y LN229) o
el estado de metilacién del promotor de la MGMT, no se ha podido explicar el diferente

comportamiento frente al farmaco de las lineas celulares estudiadas.

Tras el tratamiento con Panobinostat®, se ha podido observar una induccidon del proceso
autofdgico al observar un aumento de expresion de la forma conjugada LC3B-Il y Beclinl y una
disminucién de p62 en la mayoria de las lineas (Figuras 95, 95 y 96). También en el estudio de otras

370

enfermedades se ha descrito que el farmaco LBH589 induce autofagia **°, como es el caso del

sindrome de la inmunodeficiencia adquirida *”, cancer de higado *’* o el cancer de colon *”.

En conclusion, el tratamiento con Panobinostat® induce autofagia en glioblastoma
multiforme y podria ser una aproximacion terapéutica valida para este tumor. Su combinacién con
otro modulador autofagico podria generar resultados mas prometedores, por lo que seria

necesario el estudio de posibles sinergias con este farmaco.
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3.7 Analisis del efecto de la sinergia Panobinostat® (LBH589) + cloroquina en lineas celulares

de glioblastoma multiforme

La combinacion de inductores e inhibidores autofdgicos podria aumentar la accién citotdxica
de los farmacos por separado. Abdel-Aziz et al. observod el efecto sinérgico de la combinacion de
cloroquina y sunitinib, un inductor de la autofagia por regulacién positiva de Beclinl, en lineas
celulares de cancer de mama, cervical, colorrectal, hepatocelular, laringe y prdstata 34 En
glioblastoma, se ha observado que la inhibicion de la autofagia en etapas tardias del proceso y no en
tempranas, usando cloroquina en combinaciéon con un inductor de la autofagia como el triéxido
arsénico, induce muerte celular apoptdtica sinérgica *’>. También en cancer de mama ER positivo se
ha visto que la combinacion de HDACi y tamoxifeno, ambos inductores de la autofagia, con

cloroquina promueve la induccién de la apoptosis, incluso en células resistentes *’®

. Finalmente, Rao
et al. demostré que el cotratamiento con Panobinostat® y cloroquina producia acumulacién de
proteinas poliubiquitinadas, inhibia mds el crecimiento y producia apoptosis en lineas de cdncer de

mama triple negativas *’’.

El estudio del crecimiento de lineas celulares de glioblastoma en tratamiento con cloroquina
y Panobinostat® muestra inhibicidn total de la viabilidad de todas ellas usando cloroquina 25uM vy
Panobinostat® 50nM, manifestando mayor inhibicién que con las mismas concentraciones de estos
farmacos por separado (Figuras 91, 79 y 97). El analisis del ciclo celular tras el tratamiento revela una
muerte celular significativa tras 24h de exposicidon al farmaco, que alcanza el 90% a las 72h de

tratamiento en las lineas A172, LN18 y LN29 y del 75% en la linea T98G (Figura 98).

El analisis de proteinas autofagicas pone de manifiesto un aumento de los niveles de las
proteinas LC3B-II, Beclinl y p62 (Figuras 101, 102 y 100). El aumento de LC3B-Il y Beclinl indicaria
una induccidén de la autofagia promovida por el LBH589, mientras que el aumento de p62 denotaria
acumulacién de la proteina al no degradarse, ya que la autofagia estaria truncada en etapas finales
del proceso por accion de la cloroquina. Nuestros resultados concuerdan con lo descrito

previamente en lineas de cancer de mama triple negativo *’’.

En conclusidn, se describe por primera vez en este trabajo la combinacidon Panobinostat® +
cloroquina como una posible terapia al tratamiento del glioblastoma, con altas tasas de muerte de
células tumorales y buenos resultados en lineas celulares tumorales. El hecho de que la linea T98G
muestre un porcentaje ligeramente menor de muerte celular indica que son necesarios nuevos
estudios, probablemente de la via de PTEN, que estd deleccionado en estas células, para determinar

la causa y, de esta manera, conseguir terapias personalizadas adaptadas a cada subtipo tumoral.
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Conclusiones

1. El estudio de polimorfismos de genes implicados en autofagia ha mostrado que la presencia del
alelo G del polimorfismo ATG2B rs3759601 confiere proteccidn frente al desarrollo de glioblastoma
multiforme, mientras que ser portador del alelo T en los polimorfismos ATG10 rs1864183 y NOD2
rs2066844 aumenta el riesgo a padecer este tumor. Estos resultados ponen de manifiesto que
variaciones en genes de la autofagia podrian desempefiar un papel en la susceptibilidad a desarrollar

glioblastoma multiforme.

2. Nuestros resultados muestran una asociacion entre la expresidon de las proteinas LC3B-I, LC3B-Il y
p62 y el estadio tumoral en tumores astrociticos, sugiriendo que la reducciéon de la actividad
autofagica podria estar relacionada con la progresion de los astrocitomas. Ademads, la ausencia de
expresion de LC3B-Il o p62 se asocia con supervivencias mas largas en pacientes con glioblastoma,
por lo que estas proteinas podrian ser usadas como biomarcadores prondstico en pacientes con este

tumor.

3. El estudio preliminar de la expresién de las proteinas PKCz, mTOR, TRAF6, Beclin y PI3KCA
muestra que variaciones en las mismas se asocian con diferentes parametros clinicos. Consideramos
gue se deben realizar estudios de estas proteinas en series mas grandes de pacientes para confirmar

su posible utilizacién como biomarcadores en esta enfermedad

4. Los estudios de farmacos en lineas celulares derivadas de glioblastoma realizados en este trabajo
confirman que Paclitaxel y Cloroquina tienen una actividad inhibidora del crecimiento tumoral y que
los tratamientos con Panobinostat® y Metformina provocan disminucién de la proliferacién celular y
generan muerte celular moderada en algunas lineas de glioblastoma, observando alteraciones en la
autofagia en todos los casos, por lo que estos farmacos podrian emplearse en combinacién con las

terapias habituales para modificar los mecanismos de autofagia.

5. En nuestro trabajo hemos estudiado por primera vez en glioblastoma multiforme la combinacién
Panobinostat® y cloroquina, observando una disminucidn de la viabilidad celular y elevadas tasas de
muerte celular. El hecho de que estos farmacos estén aprobados por la FDA o la Agencia Europea del

Medicamento facilitaria un posible ensayo clinico para probar esta combinacién en humanos.

6. Nuestros resultados muestran que las caracteristicas moleculares de cada tumor son
determinantes en la respuesta al tratamiento, lo que pone de relieve la importancia del

conocimiento individualizado de cada tumor para poder desarrollar medicina de precision.
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Anexo 1. Datos clinicos y, si los hay, moleculares de los pacientes.

Tabla 27. Datos clinicos de los pacientes con GBM del estudio de genotipado.

Paciente Sexo Edad Superv (d) Censura Exéresis Tratamiento Localizaciéon Hemisferio
3470 Mujer 76 1326 1 Exéresis total R Temporal Derecho
3582 Mujer 52 129 1 Exéresis total R Parietal Derecho
3583 Mujer 69 788 1 Exéresis total R Parietal Izquierdo
3803 Varén 62 139 1 Exéresis subtotal R Temporal Izquierdo
3939 Varon 64 35 1 Exéresis total R Otra Otra
4130 Varén 57 317 1 Exéresis total R Frontal Izquierdo
4295 Mujer 67 340 1 Exéresis total R Otra Otra
4373 Varon 57 928 1 Exéresis total R+Q Temporal Derecho
4386 Varén 77 248 1 Exéresis subtotal R Frontal Derecho
4471 Mujer 66 343 1 Exéresis subtotal R Frontal Izquierdo
4491 Varon 45 137 1 Exéresis total R Temporal Derecho
4580 Varén 65 648 1 Exéresis total R Temporal Izquierdo
4664 Mujer 66 440 1 Exéresis total R Occipital Derecho
4943 Varén 65 108 1 Exéresis subtotal R Temporal Derecho
4971 Mujer 62 415 1 Exéresis total R Temporal Derecho
4994 Varén 55 224 1 Exéresis total R+Q Parietal Derecho
5036 Varon 50 119 1 Exéresis subtotal No Parietal Izquierdo
5153 Varén 67 346 1 Exéresis subtotal R Parietal Izquierdo
5171 Varén 54 4119 0 Exéresis total R+Q Frontal lzquierdo
5238 Varon 76 246 1 Exéresis total No Frontal Derecho
5240 Varon 69 206 1 Exéresis total R Frontal Derecho
5330 Varon 60 441 0 Exéresis total R Frontal Derecho
5343 Varon 64 344 1 Exéresis total R Frontal Derecho
5484 Varén 71 657 0 Exéresis total R Frontal Izquierdo
5631 Varén 72 251 1 Exéresis subtotal R Occipital Derecho
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5686 Mujer 79 47 1 Exéresis subtotal R Frontal Derecho
5700 Varon 64 675 1 Exéresis subtotal R+Q Parietal lzquierdo
5868 Mujer 71 302 0 Exéresis total R Occipital Derecho
5915 Varén 51 507 1 Exéresis total R Frontal Izquierdo
6264 Mujer 884 1 Exéresis total R Frontal Izquierdo
6450 Mujer 49 295 1 Exéresis subtotal R Otra Otra
6498 Varén 34 20 1 Exéresis total No Otra Otra
6628 Varén 66 739 1 Exéresis total R Frontal Derecho
6685 Varén 56 425 1 Exéresis total R Parietal Derecho
6727 Varén 55 241 1 Exéresis total R Parietal Derecho
6803 Varén 52 506 1 Exéresis total R Parietal Izquierdo
6854 Varon 55 9 1 Exéresis total No Temporal Derecho
7168 Mujer 52 872 1 Exéresis total R Otra Otra
7188 Mujer 67 295 1 Exéresis total R Occipital Derecho
7231 Varén 65 167 1 Exéresis total R Temporal Izquierdo
7263 Varon 70 239 1 Exéresis subtotal R Parietal Izquierdo
7272 Varén 76 167 1 Exéresis total R Temporal Derecho
7345 Varon 67 122 1 Exéresis total R Temporal Derecho
7368 Mujer 73 261 1 Exéresis subtotal R Occipital Derecho
7380 Mujer 70 564 1 Exéresis total R Temporal Derecho
7533 Mujer 67 177 1 Exéresis total R Temporal Izquierdo
7618 Varon 62 7 1 Exéresis subtotal No Temporal Derecho
7632 Mujer 66 621 1 Exéresis subtotal R+Q Temporal Derecho
7661 Varén 69 613 1 Exéresis total R+Q Occipital Derecho
7729 Varén 48 222 1 exérsis total No Temporal Izquierdo
7734 Mujer 74 368 1 Exéresis total R Frontal Derecho
7757 Mujer 63 263 1 exérsis total R Temporal Derecho
7911 Varon 68 306 1 Exéresis total R Temporal Derecho
7939 Mujer 69 448 1 Exéresis total R Frontal Derecho
8658 Mujer 35 303 1 Exéresis subtotal R+Q Temporal Izquierdo
8700 Varén 72 350 1 Exéresis total R Temporal Izquierdo
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Tabla 28. Datos clinicos de los pacientes del estudio de expresidn de proteinas de autofagia.

Pacientes Diagnéstico Sexo Edad Tratamiento  Supervivencia Censura  Exéresis Localizacién Hemisferio
(d)
5171 Glioblastoma Varén 54 R+Q 4119 0 Exéresis total Frontal Izquierdo
5322 Glioblastoma Varén 45 R 500 1 Exéresis total Temporal Izquierdo
5330 Glioblastoma Varén 60 R 441 0 Exéresis total Frontal Derecho
5343 Glioblastoma Varén 64 R 344 1 Exéresis total Frontal Derecho
5686 Glioblastoma Mujer 79 R 47 1 Exéresis subtotal  Frontal Derecho
5700 Glioblastoma Varén 64 R+Q 675 1 Exéresis subtotal  Parietal Izquierdo
5868 Glioblastoma Mujer 71 R 302 0 Exéresis total Occipital Derecho
6264 Glioblastoma Mujer R 884 1 Exéresis total Frontal Izquierdo
6498 Glioblastoma Varén 34 No 20 1 Exéresis total Otra Otra
6628 Glioblastoma Varén 66 R 739 1 Exéresis total Frontal Derecho
6803 Glioblastoma Varén 52 R 506 1 Exéresis total Parietal Izquierdo
7188 Glioblastoma Mujer 67 R 295 1 Exéresis total Occipital Derecho
7263 Glioblastoma Varén 70 R 239 1 Exéresis subtotal Parietal Izquierdo
7363 Glioblastoma Mujer 51 R 200 1 Exéresis total Temporal Derecho
7618 Glioblastoma Varon 62 No 7 1 Exéresis subtotal Temporal Derecho
7632 Glioblastoma Mujer 66 R+Q 621 1 Exéresis subtotal Temporal Derecho
7911 Glioblastoma Varon 68 R 306 1 Exéresis total Temporal Derecho
7939 Glioblastoma Mujer 69 R 448 1 Exéresis total Frontal Derecho
8700 Glioblastoma Varén 72 R 350 1 Exéresis total Temporal Izquierdo
9398 Glioblastoma Mujer 27 R+Q 3046 1 exeresis total Temporal Izquierdo
10799 Glioblastoma Varén 72 No 241 1 Exéresis total Temporal Derecho
11335 Glioblastoma Mujer 61 R 150 1 Exéresis total Temporal Derecho
11885 Glioblastoma Mujer 69 R 108 1 Exéresis subtotal Parietal Derecho
12015 Glioblastoma Varén 65 R 410 1 Exéresis subtotal Otra Otra
12072 Glioblastoma Mujer 72 R 551 1 Exéresis total Otra Otra
12500 Glioblastoma Mujer 64 R+Q 209 1 Exéresis total Temporal Izquierdo
12526 Glioblastoma Mujer 55 R+Q 330 1 Exéresis total Frontal Izquierdo ?
13035 Glioblastoma Mujer 68 R+Q 681 1 Exéresis subtotal  Frontal Izquierdo Q
a
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Tabla 29. Perfil molecular de los glioblastomas analizados en la correlacion entre las expresiones de proteinas de autofagia y el subtipo molecular tumoral.

Pacientes Expresion p53 Mutacién P53 Mutacion Expresion Mutacion PTEN Delecion Amplif EGFR Clasificacion
IDH1 o IDH2 EGFRvIII PTEN FISH FISH molecular

5171 >90% No mutado Mutado Positiva No mutado No delecionado No amplificado Proneural

5322 >90% No mutado No mutado Positiva No mutado No delecionado No amplificado Clasico

5330 10-50% No mutado No mutado Positiva No mutado Delecionado Amplificado Mesenquimal

5343 50-90% No mutado No mutado Positiva Mutado Clasico

5686 >90% Mutado No mutado Positiva Mutado Mesenquimal

5700 50-90% No mutado No mutado Positiva No mutado Amplificado Clasico

5868 10-50% No mutado No mutado Positiva Mutado Delecionado Amplificado Mesenquimal

6264 50-90% No mutado No mutado Positiva No mutado No delecionado Amplificado Clasico

6498 >90% Mutado No mutado Positiva No mutado No delecionado Amplificado Proneural

6628 10-50% Mutado No mutado Positiva No mutado Delecionado No amplificado Mesenquimal

6803 >90% No mutado No mutado Positiva No mutado Delecionado Amplificado Clasico

7363 >90% Mutado No mutado Positiva No mutado Delecionado No amplificado Mesenquimal

7618 50-90% No mutado No mutado Positiva No mutado No delecionado No amplificado Clasico

7632 >90% No mutado No mutado No mutado Delecionado No amplificado Clasico

7911 >90% No mutado No mutado Positiva No mutado No delecionado Amplificado Clasico

7939 >90% No mutado No mutado Positiva No mutado Delecionado Amplificado Clasico

8700 SP 50-90% Mutado No mutado Positiva Mutado Mesenquimal

9398 SP 10-50% No mutado No mutado Positiva No mutado Proneural

11885 SP 50-90% No mutado No mutado Positiva Mutado Delecionado No amplificado Clasico

12015 SP >90% No mutado No mutado Positiva No mutado No amplificado Clasico

12072 SP >90% No mutado No mutado Positiva No mutado Delecionado Amplificado Clasico

12500SP >90% Mutado No mutado Positiva No mutado No delecionado No amplificado Proneural

12526 SP >90% No mutado No mutado Positiva No mutado Delecionado No amplificado Clasico

13035 SP >90% Mutado No mutado Positiva No mutado Delecionado No amplificado Mesenquimal




Anexo 2. Resumen de resultados estadisticos.
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Tabla 30. Relaciéon de resultados estadisticos en GBM respecto al polimorfismo ATG2B rs3759601.

ATG2B rs3759601

Sexo
Edad

Tratamiento

Hemisferio

Localizacion

Exéresis

Supervivencia

Mujeres
Hombres
<63

>63

R+Q

R

No
Izquierdo
Derecho
Otro
Frontal
Temporal
Parietal
Occipital
Otra
Total
Subtotal

cc

21
32
23
30
21
28
4

23
21
9

14
18
8

3

10
39
14

CG

34
33
26
40
39
24
4

23
38
5

18
20
12
3

14
32
20

GG

22
24
23
23
36
6
2
20
24
2
13
9
10
2
12
26
4

Chi-
cuadrado
1,525
1,242

18,122

7,221

3,273

6,069

4,538

Sig.
,466
,538

,001

,125

,916

,048

,103

Tabla 31. Relacion de resultados estadisticos en GBM respecto al polimorfismo ATG5 rs2245214.

ATG5 rs2245214

Sexo
Edad

Tratamiento

Hemisferio

Localizacion

Exéresis

Supervivencia

Mujeres
Hombres
<63

>63

R+Q

R

No
lzquierdo
Derecho
Otro
Frontal
Temporal
Parietal
Occipital
Otra
Total
Subtotal

cc

29
35
24
40
42
16
5

28
27
9

19
17
8

1

19
34
14

CcG

39
42
38
42
47
29
4

33
41
6

19
24
19
5

14
51
17

GG

Chi-
cuadrado
,236
1,601

9,530

6,531

9,365

1,068

,043

Sig.
,889
,449

,049

,163

1312

,586

,979
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Tabla 32. Relacion de resultados estadisticos en GBM respecto al polimorfismo ATG10 rs1864183.

ATG10rs1864183

CcC CT TT Chi- Sig.
cuadrado

Sexo Mujeres 17 39 21 ,821 ,663
Hombres 15 50 24

Edad <63 17 37 18 1,504 471
>63 15 51 27

Tratamiento R+Q 18 49 29 6,125 ,190
R 12 36 10
No 1 4 5

Hemisferio Izquierdo 13 35 18 4,651 ,325
Derecho 19 43 21
Otro 0 10 6

Localizacion Frontal 8 24 13 4,713 ,788
Temporal 8 25 14
Parietal 8 15 7
Occipital 2 6 0
Otra 6 19 11

Exéresis Total 17 59 21 2,313 ,315
Subtotal 6 19 13

Supervivencia 8,592 ,014

Tabla 33. Relacion de resultados estadisticos en GBM respecto al polimorfismo ATG16L1 rs2241880.

ATG16L1 rs2241880

GG GA AA Chi- Sig.
cuadrado

Sexo Mujeres 23 38 16 2,097 ,351
Hombres 18 51 20

Edad <63 18 37 17 ,280 ,869
>63 23 51 19

Tratamiento R+Q 32 47 17 8,934 ,063
R 8 35 15
No 1 6 3

Hemisferio Izquierdo 16 38 12 2,574 ,631
Derecho 20 41 22
Otro 4 10 2

Localizacion Frontal 9 28 8 10,151 ,255
Temporal 13 22 12
Parietal 6 13 11
Occipital 2 6 0
Otra 11 20 5

Exéresis Total 17 53 27 ,241 ,887
Subtotal 7 22 9

Supervivencia ,438 ,803
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Tabla 34. Relacion de resultados estadisticos en GBM respecto al polimorfismo NOD2 rs2066844.

NOD2 rs2066844

CcC CcT T Chi- Sig.
cuadrado

Sexo Mujeres 56 21 0 8,796 ,012
Hombres 74 11 4

Edad <63 61 8 3 6,818 ,033
>63 68 24 1

Tratamiento R+Q 73 22 1 15,604 ,112
R 48 7 3
No 7 3 0

Hemisferio lzquierdo 53 11 2 26,139 ,052
Derecho 69 12 2
Otro 7 9 0

Localizacion Frontal 36 6 3 21,383 ,164
Temporal 40 6 1
Parietal 22 8 0
Occipital 6 2 0
Otra 26 10 0

Exéresis Total 73 21 3 12,501 ,130
Subtotal 28 9 1

Supervivencia 1,303 ,521

Tabla 35. Relacion de resultados estadisticos en GBM respecto al polimorfismo NOD2 rs2066845.
NOD2 rs2066845

GG GC Chi- Sig.
cuadrado

Sexo Mujeres 74 3 ,384 ,535
Hombres 87 2

Edad <63 70 2 ,028 ,868
>63 90 3

Tratamiento R+Q 92 4 5,046 410
R 58 0
No 9 1

Hemisferio Izquierdo 65 1 1,854 ,985
Derecho 80 3
Otro 15 1

Localizacion Frontal 43 2 3,744 ,879
Temporal 47 0
Parietal 29 1
Occipital 8 0
Otra 34 2

Exéresis Total 94 3 ,247 ,993
Subtotal 37 1

Supervivencia 1,050 ,306
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Tabla 36. Relacion de resultados estadisticos en GBM respecto a la expresion de p62.

P62
Sin Baja Expresion  Chi- Sig.
expresion expresion  normal cuadrado
Sexo Mujeres 26 8 0 4,230 0,121
Hombres 26 2 1
Edad <63 23 3 0 1,517 ,468
>63 28 7 1
Tratamiento R+Q 32 6 0 20,802 ,000
R 17 3 0
No 1 1 1
Hemisferio Izquierdo 26 3 0 4,121 ,390
Derecho 23 5 1
Otro 3 2 0
Localizacion Frontal 20 1 1 8,676 ,370
Temporal 11 4 0
Parietal 6 3 0
Occipital 2 0 0
Otra 13 2 1
Exéresis Total 38 7 1 416 ,812
Subtotal 14 3 0
Supervivencia 4,949 ,026
hTERT C228T WT 36 11 2 4,364 ,113
Mutado 13 0 0
hTERT C250T WT 27 10 0 7,845 ,020
Mutado 22 1 2
hTERT Mut WT 15 10 0 14,969 ,001
gral Mutado 34 1 2
Tabla 37. Relacidn de resultados estadisticos en GBM respecto a la expresién de mTOR.
mTOR
Expresion Baja Sin Sobreexpresion Chi- Sig.
normal expresion expresion cuadrado
Sexo Mujeres 18 5 9 2 4,242 ,236
Hombres 11 2 15 2
Edad <63 6 5 12 3 12,080 ,007
>63 23 1 12 1
Tratamiento R+Q 16 3 15 4 5,312 ,505
R 12 2 7 0
No 1 1 1 0
Hemisferio Izquierdo 11 3 14 1 4,249 ,643
Derecho 15 3 9 3
Otro 3 1 1 0
Localizacion Frontal 11 3 7 0 8,628 , 734
Temporal 6 1 9 1
Parietal 3 1 4 1
Occipital 2 0 0 0
Otra 7 2 4 2
Exéresis Total 23 6 16 2 2,744 ,433
Subtotal 6 1 8 2
Supervivencia ,909 ,823
hTERT C228T WT 25 4 17 4 1,721 ,632
Mutado 6 2 5 0
hTERT C250T WT 16 5 13 3 2,584 ,460
Mutado 15 1 9 1
hTERT Mut WT 10 3 9 3 3,079 ,380
gral Mutado 21 3 13 1
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Tabla 38. Relacion de resultados estadisticos en GBM respecto a la expresion de LC3B-I.

LC3B-1
Expresion  Sobreexpresion Baja Sin Chi- Sig.
normal expresion expresion cuadrado
Sexo Mujeres 18 14 2 0 3,075 ,380
Hombres 11 17 1 1
Edad <63 15 11 0 0 4,987 ,173
>63 13 20 3 1
Tratamiento R+Q 16 19 2 1 1,565 ,955
R 11 S 1 0
No 1 2 0 0
Hemisferio Izquierdo 18 9 1 1 8,911 ,179
Derecho 10 18 2 0
Otro 1 4 0 0
Localizacion Frontal 12 7 2 0 13,771 ,316
Temporal 10 7 0 0
Parietal 3 5 1 0
Occipital 0 2 0 0
Otra 4 10 0 1
Exéresis Total 22 23 2 0 2,932 ,402
Subtotal 7 8 1 1
Supervivencia 6,468 ,039
hTERT C228T WT 20 27 3 0 ,999 ,607
Mutado 7 5 1 0
hTERT C250T WT 18 16 3 0 2,145 ,342
Mutado 9 16 1 0
hTERT Mut gral WT 12 11 2 0 ,810 ,667
Mutado 15 21 2 0
Tabla 39. Relacidn de resultados estadisticos en GBM respecto a la expresion de LC3B-II.
LC3B-II
Expresion Sin Baja Chi- Sig.
normal expresion expresion cuadrado
Sexo Mujeres 22 9 3 ,375 ,829
Hombres 21 6 3
Edad <63 18 6 2 177 ,915
>63 25 8 4
Tratamiento R+Q 27 7 4 4,609 ,330
R 12 8 1
No 3 0 0
Hemisferio Izquierdo 18 7 4 1,609 ,807
Derecho 21 7 2
Otro 4 1 0
Localizacion Frontal 12 5 4 5,583 ,694
Temporal 12 5 0
Parietal 6 2 1
Occipital 2 0 0
Otra 11 3 1
Exéresis Total 32 11 4 ,162 ,922
Subtotal 11 4 2
Supervivencia 8,218 ,016
hTERT C228T WT 37 11 2 3,039 ,219
Mutado 7 4 2
hTERT C250T WT 25 8 4 3,057 217
Mutado 19 7 0
hTERT Mut WT 19 4 2 1,465 ,481
gral Mutado 25 11 2
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Tabla 40. Relacion de resultados no significativos en GBM respecto a la expresion de Beclinl.

Beclinl
Sin Baja Expresion Sobreexpresion  Chi- Sig.
expresion expresion normal cuadrado
Sexo Mujeres 7 7 16 2 1,799 ,615
Hombres 7 6 14 0
Edad <63 5 4 13 2 3,676 ,299
>63 9 9 17 0
Tratamiento R+Q 6 8 21 2 5,495 ,482
R 6 5 7 0
No 0 0 2 0
Hemisferio Izquierdo 8 5 12 2 3,892 ,691
Derecho 5 7 16 0
Otro 1 1 2 0
Localizacion Frontal 7 5 6 2 16,163 ,184
Temporal 5 0 10 0
Parietal 1 2 5 0
Occipital 0 1 1 0
Otra 1 5 8 0
Exéresis Total 12 7 22 2 4,297 ,231
Subtotal 2 6 8 0
Supervivencia 3,688 ,158
hTERT C228T WT 10 10 25 1 3,467 ,325
Mutado 5 2 4 1
hTERT C250T WT 12 6 15 2 5173 ,160
Mutado 3 6 14 0
hTERT Mut WT 7 4 12 1 ,554 ,907
gral Mutado 8 8 17 1
Tabla 41. Relacidn de resultados estadisticos en GBM respecto a la expresion de PKCz.
PKCz
Expresion  Baja Sin Sobreexpresion Chi- Sig.
normal expresion expresion cuadrado
Sexo Mujeres 26 6 0 1 13,838 ,003
Hombres 9 11 1 6
Edad <63 16 5 1 2 2,841 417
>63 19 11 0 5
Tratamiento R+Q 21 9 1 6 3,482 , 746
R 12 6 0 1
No 2 0 0 0
Hemisferio Izquierdo 12 11 1 4 7,361 ,289
Derecho 19 6 0 3
Otro 4 0 0 0
Localizacion Frontal 12 8 1 0 8,911 ,710
Temporal 9 3 0 3
Parietal 5 1 0 2
Occipital 1 1 0 0
Otra 8 4 0 2
Exéresis Total 24 13 1 6 1,404 ,705
Subtotal 11 4 0 1
Supervivencia 13,258 ,004
hTERT C228T WT 30 11 1 4 2,123 ,547
Mutado 6 5 0 2
hTERT C250T WT 22 10 0 4 1,661 ,646
Mutado 14 6 1 2
hTERT Mut WT 17 5 0 2 2,048 ,562
gral Mutado 19 11 1 4
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Tabla 42. Relacion de resultados no significativos en GBM respecto a la expresion de PI3KCA.

PI3KCA
Expresion  Sobreexpresion  Baja Sin Chi- Sig.
normal expresion expresion cuadrado
Sexo Mujeres 15 2 4 12 1,286 ,732
Hombres 9 1 4 13
Edad <63 10 0 4 10 2,365 ,500
>63 14 3 4 14
Tratamiento R+Q 15 1 6 15 9,661 ,140
R 8 1 2 8
No 1 1 0 1
Hemisferio Izquierdo 9 1 2 16 9,993 ,125
Derecho 13 1 6 8
Otro 2 1 0 1
Localizacion Frontal 6 0 4 11 7,540 ,820
Temporal 7 2 2 4
Parietal 4 0 1 3
Occipital 1 0 0 1
Otra 6 1 1 6
Exéresis Total 16 3 7 18 2,480 479
Subtotal 8 0 1 7
Supervivencia ,930 ,818
hTERT C228T WT 20 4 5 17 1,585 ,663
Mutado 5 0 2 6
hTERT C250T WT 18 1 4 12 3,689 ,297
Mutado 7 3 3 10
hTERT Mut gral WT 13 1 2 8 2,492 477
Mutado 12 3 5 15

Tabla 43. Relacion de resultados no significativos en GBM respecto a la expresion de TRAF6.

TRAF6
Expresion  Sobreexpresiéon Baja Sin Chi- Sig.
normal expresion expresion  cuadrado
Sexo Mujeres 13 2 4 15 5,861 ,119
Hombres 16 4 5 5
Edad <63 12 3 5 6 1,683 ,641
>63 17 3 4 13
Tratamiento R+Q 14 5 6 13 6,316 ,389
R 12 1 2 6
No 3 0 0 0
Hemisferio Izquierdo 12 3 3 11 3,738 ,71
Derecho 14 3 6 7
Otro 3 0 0 2
Localizacion Frontal 7 3 3 8 8,507 , 744
Temporal 12 0 2 3
Parietal 4 1 1 3
Occipital 1 0 0 1
Otra 5 2 3 5
Exéresis Total 21 5 7 14 ,525 ,913
Subtotal 8 1 2 6
Supervivencia 7,552 ,056
hTERT C228T WT 23 3 9 15 3,620 ,305
Mutado 7 2 0 4
hTERT C250T WT 18 2 4 13 2,238 ,525
Mutado 12 3 5 6
hTERT Mut WT 11 1 4 9 1,477 ,687
gral Mutado 19 4 5 10
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Tabla 44. Relacion de resultados no significativos en ABG respecto a la expresion de p62.

P62
Sin Baja Expresion  Chi- Sig.
expresion expresion  normal cuadrado

Sexo Mujeres 4 3 3 1,280 ,527
Hombres 5 2 7

Edad <63 6 3 6 15,160 ,513
>63 3 2 4

Tratamiento R+Q 4 2 1 5,482 ,241
R 3 0 4
No 2 3 5

Hemisferio Izquierdo 2 1 5 5,000 ,287
Derecho 5 2 1
Otro 2 2 4

Localizacion Frontal 2 2 2 7,858 ,249
Temporal 1 1 4
Parietal 3 0 0
Otra 2 2 4

Exéresis Total 3 4 5 2,800 247
Subtotal 6 1 5

Supervivencia ,338 ,844

Tabla 45. Relacion de resultados no significativos en ABG respecto a la expresion de mTOR.

mTOR
Expresion  Baja Sin Sobreexpresion Chi- Sig.
normal expresion  expresion cuadrado

Sexo Mujeres 8 0 1 1 2,194 ,533
Hombres 8 1 4 1

Edad <63 9 1 4 1 21,190 ,627
>63 7 0 1 1

Tratamiento R+Q 5 0 2 0 2,777 ,836
R 5 0 1 1
No 6 1 2 1

Hemisferio Izquierdo 5 0 1 2 8,475 ,205
Derecho 4 1 3 0
Otro 7 0 1 0

Localizacion Frontal 5 0 1 0 15,513 ,078
Temporal 2 0 2 2
Parietal 2 1 0 0
Otra 7 0 1 0

Exéresis Total 6 0 4 2 5,800 ,122
Subtotal 10 1 1 0

Supervivencia 3,866 276
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Tabla 46. Relacion de resultados no significativos en ABG respecto a la expresion de LC3B-I.

Sexo

Edad

Tratamiento

Hemisferio

Localizacion

Exéresis

Supervivencia

LC3B-1

Expresion  Chi-

normal
Mujeres 10 -
Hombres 14
<63 15 -
>63 9
R+Q 7 -
R 7
No 10
Izquierdo 8 =
Derecho 8
Otro 8
Frontal 6 -
Temporal 6
Parietal 3
Otra 8
Total 12 -
Subtotal 12

Sig.
cuadrado

Tabla 47. Relacidn de resultados no significativos en ABG respecto a la expresion de LC3B-II.

LC3B-II
Expresion Baja Chi- Sig.
normal expresion cuadrado

Sexo Mujeres 8 2 ,882 ,348
Hombres 13 1

Edad <63 13 2 1,94 ,983
>63 8 1

Tratamiento R+Q 5 2 2,710 ,258
R 7 0
No 9 1

Hemisferio Izquierdo 8 0 2,286 ,319
Derecho 6 2
Otro 7 1

Localizaciéon Frontal 5 1 1,483 ,686
Temporal 6 0
Parietal 3 0
Otra 7 1

Exéresis Total 10 2 ,381 ,537
Subtotal 11 1

Supervivencia 1,700 ,192
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Tabla 48. Relacion de resultados no significativos en ABG respecto a la expresidn de Beclinl.

Beclin1l
Sin Baja Expresion  Chi- Sig.
expresion expresion  normal cuadrado
Sexo Mujeres 0 1 9 ,891 ,640
Hombres 1 2 11
Edad <63 1 1 13 4,546 ,998
>63 0 2 7
Tratamiento R+Q 0 2 5 4,137 ,388
R 0 0 7
No 1 1 8
Hemisferio Izquierdo 0 0 8 4,400 ,355
Derecho 0 2 6
Otro 1 1 6
Localizacion Frontal 0 1 5 2,556 ,862
Temporal 0 1 5
Parietal 0 0 3
Otra 1 1 6
Exéresis Total 1 2 9 1,533 ,465
Subtotal 0 1 11
Supervivencia 1,149 ,563
Tabla 49. Relacidn de resultados no significativos en ABG respecto a la expresion de PKCz.
PKCz
Expresion  Baja Sin Sobreexpresion Chi- Sig.
normal expresion  expresion cuadrado
Sexo Mujeres 9 0 1 0 3,634 ,304
Hombres 11 1 0 2
Edad <63 12 1 1 1 4,952 1,00
>63 8 0 0 1
Tratamiento R+Q 6 0 1 0 4,766 ,574
R 6 0 0 1
No 8 1 0 1
Hemisferio Izquierdo 6 0 0 2 8,100 ,231
Derecho 7 0 1 0
Otro 7 1 0 0
Localizacion Frontal 6 0 0 0 11,500 ,243
Temporal 3 0 1 2
Parietal 3 0 0 0
Otra 7 1 0 0
Exéresis Total 8 1 1 2 4,800 ,187
Subtotal 12 0 0 0
Supervivencia 2,182 ,536
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Tabla 50. Relacion de resultados no significativos en ABG respecto a la expresidn de PI3KCA.

PI3KCA
Expresion  Sobreexpresion  Sin Chi- Sig.
normal expresion cuadrado

Sexo Mujeres 9 0 1 1,768 413
Hombres 10 2 2

Edad <63 13 0 2 7,425 ,964
>63 6 2 1

Tratamiento R+Q 4 1 2 4,415 ,353
R 6 1 0
No 9 0 1

Hemisferio Izquierdo 7 1 0 7,421 ,115
Derecho 5 0 3
Otro 7 1 0

Localizacion Frontal 5 0 2 3,505 , 743
Temporal 4 1 1
Parietal 3 0 0
Otra 7 1 0

Exéresis Total 9 1 2 ,386 ,824
Subtotal 10 1 1

Supervivencia 2,182 ,536

Tabla 51. Relacidn de resultados no significativos en ABG respecto a la expresion de TRAF6.

TRAF6
Expresiéon  Sin Chi- Sig.
normal expresion cuadrado
Sexo Mujeres 10 0 , 745 ,388
Hombres 13 1
Edad <63 14 1 1,739 ,988
>63 9 0
Tratamiento R+Q 6 1 2,534 ,282
R 7 0
No 10 0
Hemisferio Izquierdo 8 0 2,087 ,352
Derecho 7 1
Otro 8 0
Localizacion Frontal 6 0 - -
Temporal 6 0
Parietal 3 0
Otra 8 0
Exéresis Total 12 0 1,043 ,307
Subtotal 11 1

Supervivencia 1,573 ,455
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Tabla 52. Relacidn de resultados estadisticos en la comparacidn de astrocitomas de alto y bajo grado respecto al estado de
la autofagia.

Estado de la autofagia

A C Chi- Sig.
cuadrado
Estado de la GBM 22 46 4,174 ,041
autofagia ABG 3 23
GBM 2,053 ,152
ABG 1,700 ,192

Tabla 53. Relacién de resultados estadisticos en la comparacion de astrocitomas de alto y bajo grado respecto a la
expresion de p62.

P62
Sin Baja Expresion  Chi- Sig.
expresion  expresion normal cuadrado
Tipo ABG 9 5 12 29,120 ,000
GBM 54 11 2

Tabla 54. Relacidn de resultados no significativos en la comparacidn de astrocitomas de alto y bajo grado respecto a la
expresion de mTOR.

mTOR
Expresion Baja Sin Sobreexpresion  Chi- Sig.
normal expresion expresion cuadrado
Tipo ABG 18 1 5 2 4,074 ,254
GBM 33 7 24 4

Tabla 55. Relacién de resultados estadisticos en la comparacién de astrocitomas de alto y bajo grado respecto a la
expresion de LC3B-I.

LC3B-I
Expresion Sobreexpresion Baja Sin Chi- Sig.
normal expresion  expresion cuadrado
Tipo ABG 26 0 0 0 25,486 ,000
GBM 29 34 4 1

Tabla 56. Relacién de resultados estadisticos en la comparacién de astrocitomas de alto y bajo grado respecto a la
expresion de LC3B-II.

LC3B-II
Expresion Sin Baja Chi- Sig.
normal expresion  expresion cuadrado
Tipo ABG 23 0 3 7,373 ,025
GBM 46 16 6

Tabla 57. Relacién de resultados estadisticos en la comparacion de astrocitomas de alto y bajo grado respecto a la
expresion de Beclinl.

Beclinl
Sin Baja Expresion  Sobreexpresion Chi- Sig.
expresion expresion normal cuadrado
Tipo ABG 1 3 22 0 9,475 ,024

GBM 15 14 32 2
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Tabla 58. Relacién de resultados no significativos en la comparacion de astrocitomas de alto y bajo grado respecto a la
expresion de PKCz.

PKCz
Expresion  Baja Sin Sobreexpresion  Chi- Sig.
normal expresion expresion cuadrado
Tipo ABG 20 1 1 4 6,779 ,079
GBM 38 18 1 7

Tabla 59. Relaciéon de resultados estadisticos en la comparacion de astrocitomas de alto y bajo grado respecto a la
expresion de PI3KCA.

PI3KCA
Expresion  Sobreexpresion Baja Sin Chi- Sig.
normal expresion  expresion cuadrado
Tipo ABG 21 2 0 3 13,868 ,003
GBM 26 4 8 26

Tabla 60. Relacion de resultados estadisticos en la comparacién de astrocitomas de alto y bajo grado respecto a la
expresion de TRAF6.

TRAF6
Expresion Sobreexpresion  Baja Sin Chi- Sig.
normal expresion  expresion cuadrado
Tipo ABG 25 0 0 1 21,078 ,000
GBM 30 6 11 21

Tabla 61. Relacion de resultados no significativos respecto a la comparacidn de la expresién de proteinas de autofagia y la
clasificacion molecular de los tumores analizados.

Clasificacion molecular

Mesenquimal Clasico Proneural Estadistico Sig.
de Fisher

p62 Ausente 6 10 3 ,657 1,000
Presente 1 2 1

mTOR Ausente 2 6 1 ,917 ,623
Presente 5 7 3

LC3-11 Ausente 1 6 1 2,070 ,439
Presente 6 7 3

Beclin1l Ausente 2 3 2 1,450 ,667
Presente 5 6 1

PKCz Ausente 0 2 2 4,799 ,073
Presente 7 8 1

PI3KCA Ausente 4 6 2 ,313 1,000
Presente 3 4 1

TRAF6 Ausente 1 3 2 1,786 ,561
Presente 6 10 2




