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Introduccion

1. El endometrio

El endometrio es un tejido mucoso que tapiza el cuerpo uterino y su
composicion varia periddicamente segin los niveles de estrogenos y progestagenos
ovaricos. Las células endometriales estan continuamente activas desde la menarquia
hasta la menopausia, ya que se encargan de preparar la mucosa uterina para una posible
implantacion y anidacion del embrion. Cuando no se produce la fecundacion del évulo,
parte del endometrio se desprende de la cavidad del Gtero durante la menstruacion. El
endometrio posee una alta vascularizacion y esta formado principalmente por dos capas:
un estrato compacto de epitelio columnar simple con células secretoras y ciliadas y un
estrato esponjoso con glandulas endometriales que segregan moco y se forman como
invaginaciones del epitelio superficial. También, existe un estrato basal (estroma
endométrico) muy denso formado por tejido conjuntivo. Los estratos anteriormente
mencionados, compacto y esponjoso, son los que se descaman y disminuyen su grosor
desde los 5mm a los 0.5mm durante la menstruacion [1, 2]. En la Figura 1 se observan

las dos capas principales de la pared uterina asi como los estratos en que se divide.
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Epitelio Glandula uterina Secrecion Vena

Estrato Capa
esponjoso =5 funcicnal
End
Capa
basal
Miometria

Arteria recta Arteria helicoidal Arteria y vena argueadas

Figura 1. Esquema de la pared uterina. Se observan las dos capas principales: endometrio y miometrio.

El cuerpo del utero, ademas del endometrio, se compone de otras dos capas mas
externas: el miometrio o capa muscular y el perimetrio, capa serosa externa (Figura 2).
De todas estas capas es en el endometrio en el que se desarrollan la mayoria de los

tumores del tracto genital femenino.

Trompa de
Falopio

Perimetrio

A4 Lumen

Figura 2. Esquema representativo de las diferentes capas que forman el Utero. Foto real de un corte horizontal de un Utero
(izquierda) y dibujo de un corte vertical (derecha).
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Introduccion

2. El carcinoma de endometrio

El carcinoma de endometrio (CE) es un conjunto de tumores que se desarrollan

en la membrana interna del Gtero. Como consecuencia se produce un crecimiento no

controlado de las células de este 6rgano.

2.1. Epidemiologia

El carcinoma de endometrio es la sexta neoplasia mas frecuente en la poblacién

mundial femenina y el segundo tumor ginecoldgico mas frecuente. Tiene una incidencia

del 4.8%, causando aproximadamente 74.000 muertes al afio (2.2% de las muertes por

cancer en mujeres) en el afio 2008 [3] (Figuras 3y 4).

3,7%

Ovario; 225000;

Higado; 225000;

Incidencia

Colorrectal;
Tiroides: 570000;9,4%

163000;2,7%

Cuello uterino
37%  Cuerpr ) Pulmén;  (cérvix);
utero(CE); Estomago; 513000; 529000;8,8%
287000;4,8% 349000;5,8% 8,5%

Figura 3. Graéfico sectorial en el que se representa la incidencia de los principales tipos de cancer en la poblacién femenina

segun la OMS.
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Mortalidad

Mama; 458000;
13,7%

Colorrectal:
283000;8,6%

Cuello uterino

. {cérvix);
2:(']?(;“33;% 274000;8,2%
Ovario; 140[:&6;\‘\‘"‘ Pulmon;

4.2% 427000;:12,8%
’ Cuerpo del
Higado; 217000; _iterofCE]; Estéomago;
6,5% 74000; 2,2% 273000;8,2%

Figura 4. Gréfico sectorial en el que se representa la mortalidad de los principales tipos de cancer en la poblacién femenina
segun la OMS.

La incidencia del CE es mayor en los paises industrializados que en los menos
desarrollados, aumentando hasta un 5.8% [3]. EI nimero de casos aumenta con la edad
debido, principalmente, al incremento en la obesidad, en la esperanza de vida y al uso
de tamoxifeno [4]. La mayor incidencia se sitla en torno a la séptima década de vida,
situandose la media de edad a los 61 afios [5]. La aparicion de sintomas al comienzo de
la enfermedad explica por qué la mayoria de mujeres con este tipo de tumor se
diagnostican en estadios iniciales. Para todos los estadios en conjunto, la supervivencia
se situa alrededor del 80%. Cabe destacar que existe una diferencia sustancial en el
prondstico entre los distintos tipos histoldgicos [6]. Este tumor se diagnostica en
mujeres postmenopausicas en un 75% de los casos, y la mayoria son carcinomas
esporadicos, siendo tan sélo un 2-5% de los casos, tumores con un componente

heredado [3].

12



Introduccion

2.2. Clasificacion

La clasificacion del carcinoma de endometrio se realiza atendiendo al perfil
histologico, clinico-patolégico y molecular. EI principal tipo de CE es el
adenocarcinoma (95% de los casos), lo que significa que se origina en la capa de células

del epitelio endometrial y en las células de las glandulas.

2.2.1. Clasificacion histologica

La clasificacion histolégica atiende tanto a las caracteristicas clinicas como al
tipo celular y al grado del tumor [6, 7]. Se siguen los criterios establecidos en 2003 por
dos organismos: la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) y la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [8], distinguiéndose los siguientes tipos de

CE segun el grado de diferenciacion celular:

« Grado | (Gl), cuando el 5% o menos de las células tienen un crecimiento solido no
escamoso ni morular (endometrioides de grado I) (Figura 5).

o Grado Il (GII), cuando entre el 6 y el 50% de las células tienen un crecimiento
solido no escamoso ni morular (endometrioides de grado I1) (Figura 5).

o Grado Il (GlIl), tienen cuando mas del 50% de células tienen un crecimiento
s6lido no escamoso ni morular. Estos tienden a ser agresivos y a tener un prondstico

menos favorable que los canceres de menor grado (Figura 5).

13



Introduccion

Figura 5. Cortes de tejido tumoral de CE de diferentes grados. Grado | (izquierda), grado Il (centro) y grado 111 (derecha).

Los tumores de grados | y Il se conocen normalmente como de “bajo grado”,

mientras que los de grado 111, se conocen de “alto grado”.

Por otro lado, atendiendo al tipo celular, los carcinomas de endometrio se

clasifican en:

« Adenocarcinoma endometrioide: mas del 80% de los carcinomas de endometrio
pertenecen a este subtipo, recibiendo esta denominacion debido a que las células
cancerosas son similares a las células endometriales normales. El prondstico suele
ser favorable [9]. Segun las caracteristicas citoldgicas existen diversas variantes
dentro de este subtipo:

- Variante con diferenciacion escamosa: el tejido muestra areas con cierta

diferenciacion de epitelio escamoso (25-50% de los casos). Este evento
atipico podria estar relacionado con un mejor prondstico [10].

- Variante secretora: las células de esta variante se asemejan a etapas

tempranas o medias de la fase secretora del ciclo menstrual. Contienen
grandes vacuolas con glucogeno [11]. Las células poseen ndcleos
pequefios e hipercromaticos, caracteristica que diferencia esta variante
del carcinoma de células claras.

- Variante ciliada: se trata de una variante en la que la mayoria de sus

celulas son ciliadas, con una apariencia similar al epitelio de las trompas

14



Introduccion

de Falopio. Esta lesion se diferencia del epitelio ciliado sano por una
citologia atipica [12].

- Variante papilar o villoglandular: posee caracteristicas bien diferenciadas

en el epitelio de los fondos papilares y por lo general es de grado 11 [13].

Adenocarcinoma seroso: representa alrededor de un 10% de los tumores uterinos.
Es un subtipo muy agresivo y con un mal pronostico. Las células de este subtipo
tumoral, similares a las del carcinoma seroso de ovario, tienden a colonizar espacios
vasculares atravesando el parénquima uterino y el miometrio. Es por ello que
muchos de los casos presentan metastasis al diagnostico [14] (Figura 6).
Adenocarcinoma mixto: es un carcinoma de mal prondstico con diferenciacion
tanto endometrioide como no endometrioide (bajo y alto grado). Representan un
10% del total de tumores endometriales [13].

Adenocarcinoma de células claras: se trata de un carcinoma de alto grado que
comprende al 4% de los tumores uterinos y tiene peor prondéstico que el carcinoma
endometrioide [15]. Estos tumores no presentan una localizacion concreta (Figura
6).

Otros carcinomas: existen otros tumores endometriales que se presentan con una
frecuencia muy baja. Algunos de estos subtipos son:

- Carcinoma de células escamosas: tumor raro que suele presentar

sintomas como secreciones y sangrados. Es de dificil diagndstico ya que
a través de una biopsia se puede confundir el tejido con epitelio del
ectocérvix sano [16].

- Carcinoma de células pequefias: es un subtipo muy agresivo que presenta

marcadores neuroendocrinos comunes y pueden distinguirse por la

presencia de granulos densos tipicos [17].
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- Carcinoma de células transicionales: es un tumor con muy baja

frecuencia cuyas ceélulas se asemejan a células transicionales de
carcinoma de bazo [13].

- Adenocarcinoma mucinoso: es un tumor de bajo grado y buen prondstico

que presenta células que contienen mucina intracitoplasmatica [18].

« Sarcomas: comprenden al 2-5% de los tumores uterinos y sus variantes mas
comunes son, el carcinosarcoma (también Ilamado tumor Maulleriano mixto
maligno), el leiomiosarcoma y el sarcoma del estroma. El carcinosarcoma
representa al 50% de los sarcomas uterinos y estd formado por una mezcla de
epitelio maligno (generalmente carcinoma endometrioide) con componente

estromal [19] (Figura 6).

Figura 6. Cortes de algunos subtipos de CE. Adenocarcinoma seroso (izquierda), de células claras (centro) y carcinosarcoma
(derecha).

2.2.2. Clasificacién clinico-patolégica

Esta clasificacion, propuesta por Bokhman, divide a los carcinomas
endometriales de una forma dualista [20], los estrégeno-dependientes o tipo 1

(endometrioides) y los no estrogeno-dependientes o tipo 2 (no endometrioides).
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Los carcinomas de tipo 1 o endometrioides representan la mayor parte de los
casos (70-80%) y son generalmente de bajo grado (I y Il). Presentan un pronéstico
favorable debido a la pronta deteccion y a que el tratamiento suele ser sencillo, puesto
que la histerectomia en muchas de las pacientes es suficiente [21, 22]. Este tipo tumoral
aparece en mujeres pre- y postmenopausicas, y durante el desarrollo del tumor puede
coexistir o haber sido precedido por hiperplasias complejas atipicas o endometriales. En
estas neoplasias se expresan normalmente receptores de estrogenos y progesterona [23,

24].

Los demas carcinomas endometriales pertenecen al grupo de tumores no
endometrioides o tipo 2. Son considerados de alto grado y presentan un peor pronostico
que los de tipo 1 [25]. Los carcinomas de tipo 2 suelen aparecer en mujeres
postmenopausicas y generalmente no expresan receptores hormonales; se trata de casos
en los que no ha habido una estimulacion estrogénica previa [26]. Estos tumores
presentan mayor agresividad; ademas, se detectan en estadios mas avanzados y en

algunos casos pueden aparecer lesiones precancerosas (atrofia o polipos).

Dependiendo de cuando se detecte el tumor, el prondstico es muy diferente. En
muchos casos, los signos clinicos que aparecen (sangrado uterino, dolor al orinar, al
mantener relaciones sexuales o en el area pélvica) permiten una deteccion en un estadio
inicial, es decir, sin invasion de las capas internas del Gtero (75% de los casos
diagnosticados) [6], teniendo en este caso una alta probabilidad de supervivencia a los 5
afios. Si el tumor se diagnostica cuando ya ha habido invasion del miometrio y del
sistema linfovascular, la probabilidad de supervivencia disminuye notablemente,
ademas se incrementa el riesgo de una recidiva [27]. En la Tabla 1 se muestra un

resumen de las caracteristicas clinicas de los dos tipos de carcinoma de endometrio:
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Tabla 1. Resumen de las caracteristicas clinicas del carcinoma de endometrio.

TIPO 1 (endometrioides) TIPO 2 (no endometrioides)
(75-85%) (15-25%)
Peri- 0 postmenopausia. Mas edad.
Asociado a estrdgenos, obesidad, diabetes mellitus, No se han identificado factores de riesgo.
menstruaciones anovulatorias, infertilidad e Duracion corta de sintomas.
hiperplasia endometrial.
Bien diferenciados. Poco diferenciados.
Invasién mas superficial. Invasién miometrial profunda.
Histologia favorable, subtipos: Endometrioide, Histologia desfavorable, subtipos: Seroso, de
muCcinoso y secretor. células claras, mixtos y carcinosarcoma.
Receptores hormonales (+). Receptores hormonales (-).
Buen pronostico. Mal prondstico.

2.2.3. Clasificacion molecular

Esta clasificacion atiende a los perfiles moleculares de cada tipo de carcinoma

endometrial. De acuerdo a esta clasificacion, los carcinomas se pueden diferenciar en

endometrioides (EEC) y no endometrioides (NEEC), aunque una clasificacion mas

precisa diferencia entre los distintos grados.

EEC: Se caracterizan por mutaciones en los genes KRAS, FGFR2, CTNNBL,
PTEN y PIK3CA [28-31]; mas recientemente se han encontrado mutaciones
frecuentes en ARID1A (26-29% Gl y GlI, 39%GlIl) [32, 33], PIK3R1 y
PIK3R2 [34, 35]. También es comun encontrar alteraciones en genes implicados
en la reparacion de emparejamientos erréneos, por lo que es frecuente en este
tipo de CE la inestabilidad de microsatélites (MSI, Microsatellite Instability)
[36, 37].

NEEC: Presentan menor frecuencia de mutaciones en los genes alterados en
EEC y alta frecuencia de mutaciones en genes como TP53, CDKN2A y CDH1
[38-40]. En este segundo tipo de tumores también se presentan pérdidas de
expresion de EGFR/ERBB1 y HER2/ERBB2 asi como perdidas de

heterocigosidad (LOH) [41-43]. Principalmente asociados a carcinomas serosos,
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se han encontrado mutaciones en los genes PPP2R1A, FBXW7 y CDH4 [44,

45].

Estudios mas recientes han demostrado la presencia de mutaciones en el gen de
la polimerasa-e (POLE), lo que permite la clasificacion de los carcinomas endometriales
en cuatro subtipos, POLE ultramutados, MSI hipermutados, con bajo nimero de copias

y con alto numero de copias [46-48].

2.2.4. Puntos a tener en cuenta en la clasificacion del carcinoma
de endometrio

Existen algunos tipos histolégicos de carcinomas endometriales que poseen
caracteristicas clinico-patoldgicas y perfiles moleculares muy heterogéneos, por lo que
no siempre es facil su clasificacion. Hay algunos tumores que poseen similitudes con
los tipos 1y 2 y hay evidencias de que algunos tumores de tipo 2 podrian originarse a
partir de los de tipo 1. Esto sugiere que habria que tener en cuenta que estos tumores
pertenecen a otro grupo diferente a la hora de poner un tratamiento. Algunos de estos
tumores con caracteristicas intermedias son los carcinomas endometrioides de grado IlI,

los mixtos y algunos carcinosarcomas [49] (Figura 7).
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Carcinomas Mixtos
(endometrioide+seroso)

CE endometrioide de
grado Il

Carcinosarcomas (con perfil
mutacional endometrioide o seroso)

Figura 7. Clasificacion de algunos tipos de carcinomas endometriales con caracteristicas intermedias, situdndose entre los

dos tipos principales de CE. Basado en la Figura 3 de McConechy et al. 2012 [49].
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3. La autofagia
La palabra autofagia proviene del griego auto- (a si mismo) y —phagos (comer).

La autofagia es una ruta de degradacion lisosomal altamente regulada y muy
conservada evolutivamente. Es una via de degradacion de macromoléculas (proteinas,
lipidos, glucdgeno y nucleétidos) y también de organulos [50, 51]. Numerosos estudios
han demostrado que la autofagia juega un papel esencial en el desarrollo y la
diferenciacion. Se ha visto que la desregulacion de esta via estd implicada en el
desarrollo de enfermedades tales como el cancer, enfermedades infecciosas, la obesidad,
el envejecimiento y desérdenes neurodegenerativos (enfermedad de Alzheimer,

Parkinson y Huntington) [52-54].

En organismos eucariotas existen tres tipos principales de autofagia, la mediada
por chaperonas, la microautofagia y la macroautofagia. La autofagia mediada por
chaperonas es aquella que permite que se importen al lisosoma proteinas solubles, sin
plegar y con un motivo de un pentapéptido particular. Por otro lado, la microautofagia
es la via en la que el material citoplasmatico es directamente engullido en la superficie
del lisosoma mediante reestructuracion de la membrana del mismo. Por dltimo, la
macroautofagia (a partir de ahora nos referiremos a ella como autofagia) es aquella ruta
en la que se produce el secuestro de citoplasma en una vesicula de doble membrana (el
autofagosoma) que posteriormente se fusionard con un lisosoma (formando un

autofagolisosoma) para degradarse por hidrolasas lisosomales [55].

Aunque el estudio de la autofagia comenz6 hace muchos afios, el conocimiento
del mecanismo molecular comenz6 con el descubrimiento de los genes ATGs
(Autophagy-related Genes) en experimentos con levaduras. Muchos de estos ATGs

poseen ortélogos en eucariotas superiores. En la Tabla 2 se muestran algunos de los

21



Introduccion

genes ATG en levaduras y en mamiferos, asi como los complejos proteicos a los que

pertenecen [56, 57].

Tabla 2. Genes ATG identificados en levaduras y sus ortdlogos en mamiferos y sus funciones.

COMPLEJO/SISTEMA LEVADURAS MAMIFEROS CARACTERISTICAS/FUNCIONES
Atgl ULK1/2 Proteina serina/treonina kinasa
Regulador del complejo mediante
Atg13 ATGL3 fosforilacion. Sefializacion de mTOR
Complejo Atgl/ULK Atgl7 RB1CC1/FIP200 Componente del complejo Atgl
Atg29 Componente del complejo Atgl
Atg31 Componente del complejo Atgl
C120rf44/ATG101 Componente del (Eomplejo ULK en
mamiferos
Atg2 ATG2 Proteina de membrana periférica
Sistema ATG9 Atg9 ATGY9 Proteina transmembrana
Atgl8 WIPI1/2 Proteina de membrana periférica
Vps15 PIK3R4/VPS15 Proteina serina/treonina kinasa
Vps34 PIK3C3/VPS34 PI3K
Complejo PI3K de clase Vps30/Atg6 BECN1 Componente del complejo PI3K (1'y 11
1l en levaduras)
Atgl4 ATG14 Subunidad del complejo PI3K (I en
levaduras)
Atg3 ATG3 Enzima tipo E2 para la conjugacion de
Atg8
Cistein proteinasa: activacion y
Atgd ATGAAD deslipidacion de Atg8
Atg5 ATG5 Conjugado Atg5-Atgl2
. . . Atg7 ATG7 Enzima tipo E1
Sistemas de conjugacion
tipo ubiquitina Atg8 LC3ABB2C, Ubl, se conjuga con PE
poublq g GABARAP,L1,L2 + Se conjug
Enzima tipo E2 para la conjugacion de
Atg10 ATG10 Atg12
Atgl12 ATG12 Ubl
Componente del complejo Atg12-
Atgl6 ATG16L1,L2 Atg5-Atg16

Tabla modificada de Mizhusima et al. 2011 y Pyo et al. 2012 [56, 57].

El proceso principal de la ruta de autofagia es la formacién de una estructura de
doble membrana, el autofagosoma, y la translocacion del mismo al lisosoma, proceso
que es llevado a cabo por un macrocomplejo proteico (core autophagy machinery). Los
principales complejos que participan son: 1) el complejo de la kinasa ULK, que incluye
a ATG13, ATG101 y FIP200; 2) el complejo PI3K de clase 111/Beclinl, formado por
Vps34 (PIK3C3), Vpsl5 (PIK3R4), Beclinl y ATG14. Otras moléculas que

interaccionan con este complejo son: Bif-1 (SH3GLB1/endophilin B1), UVRAG vy
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Rubicon [58-60]; 3) el sistema de conjugacién de ATG12 (ATG12, ATG7, ATG10,
ATG5 y ATG16); 4) el sistema de conjugacion Atg8/LC3 que incluye a LC3, ATG4,
ATG7 y AT3; 5) el sistema de la proteina transmembrana ATG9 (ATG9-ATG2-
WIPI1/2); y 6) proteinas asociadas a la fusion autofagosoma-lisosoma. Estos complejos

proteicos participan en las diferentes etapas de la ruta de autofagia.

3.1. El proceso de autofagia: etapas y proteinas que intervienen

La autofagia es un proceso que se lleva a cabo en varias etapas. Inicialmente,
tras el estimulo necesario (deprivacion de nutrientes, hipoxia, estrés genotoxico, etc.), se
produce la induccién de la autofagia y una porcion del citoplasma, incluyendo
organulos, es englobada por membrana aislada (el fagoporo). Posteriormente, tras una
etapa de nucleacion y de expansion de la doble membrana se forma un autofagosoma,
que se fusionara con un lisosoma para formar el autofagolisosoma en el que se

degradaré el contenido por la accién de enzimas lisosomales [61, 62] (Figura 8).

Lisosoma

Aislamiento de la membrana

2 - ° ° Aminodcidos,
i@ O-@=

Autofagolisosoma

Autofagosoma

Figura 8. Esquema del proceso de autofagia. Modificado de Mizushima et al. 2011 [61].
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3.1.1. Induccion
3.1.1.1. Complejo ULK1/2

Las proteinas ULK1 y ULK2 (unc-51-like kinase 1 y 2) son las homologas a
Atgl de levaduras. Se cree que estas dos proteinas podrian tener una funcion
redundante en la regulacion de la autofagia. EI dominio conservado C-terminal de
ULK1, que contiene una sefial de unién a membrana, posee un papel dominante
negativo en autofagia, y el reclutamiento de proteinas ATG al fagoporo es dependiente
de la actividad kinasa de ULK1/ULK?2 [63].

Los principales componentes de este complejo son ULK1/2, ATG13 y
RB1CC1/FIP200. Este complejo, al contrario que en levaduras, se forma incluso en
condiciones ricas en nutrientes [63].

El principal regulador de la autofagia (“aguas arriba”) es mTOR. Esta molécula
participa en el control de muchos procesos celulares en respuesta a estimulos tales como
cambios en la concentracion de nutrientes [64]. La actividad del complejo kinasa ULK1
es regulada por el complejo 1 de mTOR (mTORC1) dependiendo de la concentracion

de nutrientes.

Bajo condiciones ricas en nutrientes, mMTORCL1 activado interactia con el
complejo kinasa ULK1 (ULK1-ATG13-FIP200-ATG101) y se fosforilan ULK1 y
ATG13. La fosforilacion de estas moléculas inhibe el marcaje de membrana del
complejo kinasa ULK1 y se inhibe la autofagia. Sin embargo, en condiciones sin
nutrientes (“starvation”), mTORC1 inactivado se disocia del complejo y el complejo
kinasa ULK1 queda libre para fosforilar a otros componentes como ATG13 y FIP200
(dentro del complejo ULK1/2) (Figura 9), llevando esto a una induccion de la autofagia

[65].
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Figura 9. Regulacion del complejo de ULK1/2 a través de MTORC1. En condiciones ricas en nutrientes, MTORC1 se
encuentra activo y fosforila a ULK1/2 y a ATG13 (izquierda), inhibiéndose la autofagia. En condiciones de ayuno, MTORC1
esta inactivo y ULK1/2 puede fosforilar a ATG13 y a FIP200 (derecha), induciéndose la autofagia.

Ademas de la fosforilacion, existen otros tipos de modificacion transcripcional

como la acetilacion, que pueden regular la autofagia a través de ULK1 [66].

3.1.2. Nucleacién
3.1.2.1. Complejo PI3K de clase 111

La formacién del autofagosoma comprende varias etapas, el complejo PI3K de
clase Il interviene de forma esencial en la etapa de nucleacion de la membrana aislada
durante la autofagia [67], mientras que el complejo PI3K de clase | también interviene
en la autofagia pero a través de la sefializacion de la cascada de la insulina mediante la

que se activan mTOR y PKB (AKT) [68].

Los componentes principales de dos de los complejos PI3K de clase Il son
PIK3C3/VPS34, BECN1/Beclinl (Atg6), y PIK3R4/p150. Uno de estos dos complejos,

ademas, contiene a la proteina ATG14/ATG14L/Barkor que es requerida
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especificamente para la autofagia. EI otro complejo, contiene a UVRAG (ultraviolet
irradiation resistance-associated gene, homélogo de Vps38) y media la endocitosis pero
también regula la autofagia [69]. Un tercer complejo PI3K de clase Ill contiene a la

proteina Rubicon.

-  PIK3C3y PIK3R4:

La proteina PIK3C3 interactua tanto con ATG14 como con Beclinl a través del
mismo dominio C2. En condiciones ricas en nutrientes PIK3C3 forma actimulos que
colocalizan con UVRAG casi completamente, mientras que tras un periodo de ayuno,
parte de estos acimulos colocalizan con ATG14 [69]. Para el marcaje de la membrana y
la correcta actividad de PIK3C3 es requerida la proteina PIK3R4, necesaria para la

activacion de PIK3C3 por Beclinl y UVRAG [70].

- BECN1 (Beclinl):

El homologo de Atg6 en mamiferos, Beclinl, fue identificado como una proteina
de interaccion con BCL-2 [71]. Beclinl interacciona con PIK3C3 tras la fosforilacién
de este por CDK1 durante la mitosis [72]. Beclinl se asocia al complejo, promoviendo
su actividad catalitica e incrementando el nivel de PI(3)P. Al contrario que en levaduras,
en las que Atg6 es necesario para la actividad que el complejo Vps34 desempefia en la
autofagia y en el trafico endocitico, en mamiferos, Beclinl solo es requerido en la

autofagia, lo que sugiere un papel de Beclinl como ligando de PIK3C3 en la ruta [73].

Dependiendo de los diferentes complejos que forma Beclinl, la autofagia se
regula en distintas etapas y de forma diferente. Por ejemplo, los complejos ATG14-
Beclin1-PIK3C3-PIK3R4 y UVRAG-Beclin1-PIK3C3-PIK3R4 son reguladores

positivos del proceso, mientras que KIAA0226/Rubicon-UVRAG-Beclin1-PIK3C3-

PIK3R4 es un inhibidor [59, 74]. Otra regulacion positiva de la ruta es a través de la
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interaccion con AMBRAL (activating molecule in BECN1- regulated autophagy), lo

que posee gran importancia en el desarrollo del sistema nervioso en el embrién [75].

- ATG14 (Barkor):

Esta molécula es de importancia en la formacion del autofagosoma. Posee una
region “coiledcoil” que es necesaria para la unién con PIK3C3 y Beclinl [69]. Bajo
condiciones ricas en nutrientes, la mayor parte de ATG14 se encuentra dispersa por el
citosol, en cambio, en ayuno se induce la formacion de acumulos de ATG14 en el
fagoporo, colocalizando parte de los mismos con marcadores del reticulo endopldsmico
[59]. La sobreexpresion de ATG14 aumenta la actividad kinasa de PIK3C3, induciendo
la autofagia, mientras que un “knockdown” de esta proteina impide la actividad de
PIK3C3, suprimiendo el proceso autofagico [74, 76]. Se cree que Barkor se une
directamente a la membrana compuesta por PI(3)P generado por PIK3C3, regulando la
nucleacion del autofagosoma mediada por el complejo PI3K de clase Il [77]. Por esta
unidn especifica, Barkor es capaz de detectar y mantener la curvatura de la membrana

necesaria para la formacion de la membrana del autofagosoma.

- UVRAG, SH3GLB1 (Bif1) y KIAA0226 (Rubicon):

De estas tres moléculas, UVRAG es la que regula la autofagia mediante la
interaccion con las otras dos o con otras proteinas. Esta homdéloga de la proteina Vps38,
compite con ATG14 por la union con PIK3C3. ElI complejo UVRAG-Beclinl-PIK3C3-
PIK3R4 dirige al complejo PI3K de clase Il a funcionar en la maduracion del
autofagosoma, mientras que el que forma ATG14, ATG14- BECN1-PIK3C3-PIK3R4,
actua al inicio de la formacién del fagoporo. Por otro lado, UVRAG interacciona con
SH3GLB1/Bifl (Bax-interacting factor 1), y la interaccion SH3GLB1/Bif1-BECN1 a

través de UVRAG activa al complejo PI3K de clase 1l para estimular la autofagia [60].
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Por ultimo, UVRAG forma un complejo con KIAA0226/Rubicon (RUN domain- and
cysteine-rich domain-containing Beclinl-interacting protein), KIAA0226/Rubicon—
UVRAG-BECN1-PIK3C3-PIK3R4, el cual se sitla en el endosoma tardio y regula la

maduracion del autofagosoma de forma negativa [59, 74].

El complejo PI3K de clase 11l es esencial en el proceso autofagico y regula la
ruta eficazmente, uniéndose a una u otra proteina de forma que la regulacion puede ser

positiva o negativa (Figura 10).

Complejo PI3K de clase 111

Maduracidn de la \ v
\'Eslcula /) —

/l:l Autofagosoma
Autofagolisosoma
@@ [ ] (A

Complejo PI3K de clase 111

Lisosoma

Figura 10. Complejos PI3K de clase Ill. Las proteinas BECN1, PIK3C3 y PIK3R4 forman el nicleo del complejo. El
complejo que contiene a la proteina ATG14 y a la molécula moduladora AMBRAL interviene en la formacién del fagoporo,
otro complejo con UVRAG y Bifl actta sobre la formacion del autofagosoma y el tercer complejo, con UVRAG y Rubicon,
regula de forma negativa la maduracién del autofagosoma. [RE: reticulo endoplasmico].
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3.1.3. Expansién de la membrana del autofagosoma

La expansion de la membrana aislada sucede mediante la elongaciéon de la
misma, simultaneamente a la nucleacion de las vesiculas. En esta etapa intervienen

principalmente dos sistemas de conjugacion tipo ubiquitina (Ubiquitin-like, Ubl).

3.1.3.1. Sistema de conjugacion de ATG12

La conjugacion entre ATG12 y ATGS5 se realiza a través de la glicina C-terminal
de ATG12, que se activa mediante la unién por un enlace tioéster de alta energia con el
residuo Cys572 de ATG7 (E1-like). Después, ATG12 es transferida a ATG10 (E2-like)
y, finalmente, se une a un residuo de lisina de ATG5 mediante un enlace isopeptidico
[78, 79]. Posteriormente, el complejo ATG12-ATG5 interacciona con ATG16L1 para
formar un complejo proteico multimérico. ATG5 (pero no AT12) es necesario para el

marcaje de la membrana por parte de ATG16L1 [80] (Figura 11).

3.1.3.2. Sistema de conjugacion de ATG8

Este segundo sistema de conjugacion, se basa en la modificacion de LC3
(homdlogo de Atg8) mediante la lipidacion con fosfatidiletanolamina (PE), siendo esto
esencial en el proceso de formacién de los autofagosomas [81]. La cistein proteasa,
ATG4 (ATG4B), elimina los aminodcidos situados hacia el extremo C-terminal del
ultimo residuo de glicina del LC3 recién sintetizado (proLC3), para formar el LC3
citosélico (LC3-I). LC3-1 se conjuga con PE a través de ATG7 y ATG3 (E2-like)
transformandose en la forma lipidada LC3-11. LC3-11 se asocia con la membrana recién
formada del autofagosoma. LC3-11 se mantiene en los autofagosomas maduros hasta su

unién con los lisosomas [82] (Figura 11).
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Figura 11. Sistemas de conjugacion tipo ubiquitina. Modificado de Pyo et al. 2012 [57].

Existen evidencias de que podria haber un acoplamiento de los dos sistemas de
conjugacion tipo ubiquitina puesto que la sobreexpresion de ATG3 (complejo de Atg8)

facilita la conjugacion ATG12-ATGS5 [83].

3.1.4. Fusion y degradacion lisosomal

En una dltima etapa del proceso es esencial que el autofagosoma maduro se
fusione con un lisosoma o endosoma tardio para formar un autofagolisosoma. Tras la
fusion el contenido es degradado por hidrolasas lisosomales.

Cuando el autofagosoma esta maduro (formado completamente), LC3-11, que estaba
unido a la membrana, se separa de la PE (se deslipida) mediante la accion de ATG4 y
vuelve al citosol [84]. El evento de fusion del autofagosoma al lisosoma requiere la

presencia de LAMP-2 (proteina lisosomal de membrana) y Rab7 (GTPasa) [85, 86].
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Numerosos estudios han identificado varias moléculas reguladoras de la
maduracion del autofagosoma y su degradacién. Estas incluyen a UVRAG, Rubicon,
presenilina-1, VCP (valosin-containing protein) y proteinas del complejo de la
sintaxina-5 SNARE [59, 87-90]. ESCRT (endosomal sorting complex required for
transport) se ha descrito también como un regulador que desempefia un importante
papel en la fusién lisosoma-autofagosoma [91]. La maquinaria de este complejo ha sido
identificada por ser necesaria para el cierre del fagoporo, la fusion del autofagosoma y

la biogénesis lisosomal [92-94].

Los productos de degradacion, particularmente aminoacidos, son finalmente
transportados al citosol para sintetizar nuevas proteinas y mantener las funciones

celulares en condiciones de ayuno.

3.2. Origen de la membrana

El origen de las membranas que forman los autofagosomas es muy discutido,
aungue se han propuesto varias posibles fuentes. La primera hipétesis, es la formacion
de novo de la membrana del autofagosoma a partir de los depdsitos de ATG9 [95]. Se
cree que ATG9 interviene en un proceso ciclico, realizando un transporte desde el trans-
Golgi network (TGN) hasta los endosomas tardios (marcados con LC3 cuando se esta
induciendo la autofagia). En la célula, la redistribusion de ATG9 desde el TGN al
endosoma tardio es dependiente de ULK1 y ATG13 [96]. Otras hipétesis sostienen que
el origen podria ser algun organulo como el reticulo endoplasmico, la mitocondria o la
membrana plasmatica. Se ha identificado una estructura en forma de céliz, el
omegasoma (una region del reticulo), como una plataforma para la formacion del
autofagosoma [97]. ULK1, LC3 y el complejo de ATG5 parecen ser reclutados al
omegasoma en situacion de ayuno, y de esta estructura parecen emergir membranas que
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contienen LC3 y ATG5. También se ha observado que los omegasomas se forman en
proximidad de vesiculas unidas a VPS34, las cuales sintetizan el PI(3)P. Esta hipotesis
se sustenta ya que parece existir una asociacion fisica entre el reticulo endoplasmico y

las membranas autofagicas en una etapa temprana [98].

3.3. Autofagia selectiva

La autofagia se ha considerado generalmente como un proceso de degradacion
no selectivo, pero con los afios se encontraron evidencias de que la autofagia podia
eliminar de forma especifica agregados proteicos, organulos dafiados o patdgenos
invasores [99]. En la autofagia selectiva el material a degradar es reconocido a través de
interacciones con proteinas receptoras especificas. Una de las funciones de la autofagia
es la eliminacion de sustratos citosélicos ubiquitinados o agregados proteicos. Este
proceso es selectivo y se realiza principalmente a través de la proteina
p62/squestosomel (SQSTM1) [100]. p62 se une directamente a poli- 0 monoubiquitinas
a través de su dominio UBA (ubiquitin-associated domain) y a la proteina LC3 (a través
de un motivo tipo WXXL), esto conecta al material ubiquitinado con la maquinaria
autofagica de degradacion [101]. p62 desempeiia multiples funciones en

remodelamiento 0seo, obesidad, inflamacion, cancer, etc [102-104].

Defectos en la autofagia selectiva conlleva la interrupcion de la homeostasis
tisular y resulta en diversas enfermedades, indicando la gran importancia fisioldgica de
este sistema. Una autofagia defectuosa suele acompafiarse de la acumulacién de
agregados de p62, lo que apoya la idea de que p62 actle como una proteina clave en
varias cascadas de sefializacion como son la de NF-xB, la apoptosis Y la activacion de

Nrf2 [105, 106].
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Debido a las multiples funciones que desempefia p62 y a su capacidad de
interaccion con un gran numero de proteinas, es un regulador central de la
tumorigénesis a través de su capacidad de modular (y ser sustrato de) la autofagia,
controla los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de proteinas mal
plegadas, y garantiza el paso de las células a través de la mitosis, todos ellos son
factores importantes en el cancer [107]. La proteina p62, es rica en secuencias de
interaccion con otras proteinas, 1o que pone de manifiesto su papel como regulador

central més que como una molécula para el mero ensamblaje de otras [108] (Figura 12).

. L Reduccion
Cancer y osteoclastogénesis )
I de estrés
NF-KB Nrf2 Proteinas poli-

/ \\ 4 ubiquitinadas

p62 = pB1 #ZZ- T8 s LIR 1 KIRmmmm B A =

ERK1 Lc3
Raptor [
v ] Autofagia

Adipogénesis mTOR

Figura 12. Proteinas de interaccién con p62 y sus funciones. EI dominio PB1 de p62 se une e inhibe a ERK1, crucial para la
regulacion negativa de la adipogénesis y la obesidad y la inflamacién resultante. p62 también interacciona con PKC( a
través de una interaccion PB1-PB1. El dominio ZZ (dedo de zinc) se une a RIP, lo que conecta a p62 con la activacion de NF-
kB en la ruta de TNF. El dominio TB se une a TRAF6, lo que es relevante tanto en la osteoclastogénesis inducida por RANK
como en la tumorigénesis inducida por Ras. p62 también interacciona con Raptor lo que impide la autofagia a través de la
activacion de mTOR. Esta inhibicion de la autofagia, mediante la capacidad de p62 de interaccionar con LC3, sirve para
controlar los niveles de p62. La interaccién de Keapl podria ser importante para la regulacién de Nrf2 y el control de los
niveles de ROS. Por Gltimo, el dominio UBA regula la interaccion de p62 con proteinas poliubiquitinadas marcadas para la
degradacion por el proteasoma o la autofagia. Modificado de Moscat et al. 2012 [107].
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3.4. Autofagia y cancer

La observacion de que en células tumorales existe una disminucion de la
autofagia sugeria que podria actuar como supresor tumoral [109, 110]. Una posible
explicacion para la autofagia deficiente observada en tumores, es la “hiperactivacion”
de la ruta PI3K de clase | que ocurre frecuentemente en las células cancerigenas, lo que
induciria la activacion de mTORCL1 (inhibidor de la autofagia en estado activado).
Oncoproteinas pertenecientes a esta via, como son PI3K (PIK3CA) o AKT1 activada
son potentes inhibidores de la autofagia [111, 112]. Asimismo, supresores tumorales de
esta ruta, como PTEN, son activadores de la autofagia [112], y lo mismo ocurre con

supresores tumorales que regulan a mTORC1 tal como LKB1 [113].

3.4.1. Supresores tumorales de la ruta de autofagia

Varias moléculas que intervienen directamente en la ruta de autofagia se

consideran como supresores tumorales, tales como BECN1, UVRAG o BIFL1.

- BECN1 (Beclinl):

La primera conexion entre la autofagia y el cancer fue establecida a través de la
identificacion del gen BECN1 como un supresor tumoral haploinsuficiente que esta
delecionado monoalélicamente en gran proporcion de canceres esporadicos como el de
mama u ovario [110]. Se ha observado que la sobreexpresion de Beclinl en células
MCF7 (linea celular de cancer de mama) inhibe la proliferacion y la clonalidad in vitro
e inhibe también la tumorigénesis en ratones desnudos. Consistente con estos
descubrimientos, Beclinl se encuentra poco expresada en muchos tumores humanos

[110].
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Beclinl contiene un dominio BH3 de interaccién con Bcl-2 y otras proteinas
antiapoptdticas. Al contrario que otras proteinas BH3, Beclinl no estimula la apoptosis
cuando esté sobreexpresada, y Bcl-2 no pierde su potencial antiapoptético por la unién
con Beclinl. Por otro lado, la interaccién con Bcl-2 inhibe la actividad proautofégica de
Beclinl [114], ya que impide la unién de éste con PIK3C3 [110]. Segun esto, Beclinl
no ejerce su funcion como supresor tumoral a través de su union con Bcl-2, sino que
esta funcion la realiza a través de su implicacion en la autofagia. Esto plantea la
posibilidad de que el potencial pro-tumoral de Bcl-2 podria no estar relacionado solo
con su funcioén antiapoptdtica, sino también con su capacidad para unirse a Beclinl

[115].

- UVRAG:

Esta proteina se relacion6 con la autofagia debido a su capacidad para regular
positivamente a Beclinl mediante la interaccion directa entre ambas proteinas [88]. Un
estudio en una linea tumoral de cé&ncer de colon con una delecion de un nucleétido
(c.709delA) en UVRAG mostrd una marcada reduccion de esta proteina endogena asi
como una menor induccion de la autofagia comparada con celulas germinales (no
mutadas). Ademas, el efecto de la autofagia inducida por UVRAG delecionado, causa
un crecimiento independiente y produce tumores in vivo, demostrando que la proteina
germinal de UVRAG suprime la proliferacion comparada con la proteina truncada.

Estos resultados apoyan el papel de UVRAG como supresor tumoral [88, 115].

- BIFIL:

Otra proteina asociada con el complejo PI3K de clase Il que se ha establecido
como un gen supresor tumoral es BIF1. Se ha visto que la pérdida de la proteina

suprime la formacién del autofagosoma [60]. Tras un periodo de deprivacion de
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nutrientes, Bifl se acumula en el citoplasma en forma de acumulos que ademas
contienen LC3, ATG5 y ATG9. Ademas, ratones “knockout” para BIF1 presentan una
mayor tasa de tumores espontaneos [60].

Aungue los mecanismos por los que Bifl suprime la formacién tumoral no estan
totalmente claros, se cree, que al igual que Beclinl o UVRAG, actla a través de su
participacion en el proceso de autofagia aunque también podria actuar como supresor

tumoral a través de la interaccion con el efector pro-apoptético Bax [116].

3.5. Regulacion dual de la autofagia mediante p53

Existe una regulacion dual de la autofagia a traves de p53. Se trata de uno de los
genes supresores tumorales que mas ampliamente se ha estudiado y que se encuentra
mutado en alrededor del 50% de todos los canceres [117]. p53 puede funcionar como
regulador positivo o negativo de la autofagia dependiendo del tipo de estimulo que
recibe la célula y de la localizacion subcelular de p53. El estres genotoxico induce la
autofagia a través de la activacion de AMPK por p53 que, ademas, activa TSC1/TSC2,
induciendo (provocando) una inhibicién de mTOR [118]. Cuando p53 se encuentra en
el nacleo, se induce la autofagia a traves de la sobreactivacion transcripcional de
DRAM (damage-regulated modulator of autophagy) [119]. Por otro lado, la pérdida de
p53 en el citoplasma puede también activar el proceso autofagico [117]. p53 puede por
tanto funcionar como un inhibidor o un activador de la autofagia segun se localice en el
nucleo o en el citosol. Se ha demostrado que células (p53-/-) transfectadas con p53
mutante que se restringe al citosol para evitar una sefializacion nuclear, fallan en la
restauracion de la respuesta autofagica. En cambio, cuando p53 se restringe al nucleo, el
fallo se produce en el bloqueo de la autofagia [117]. Por tanto, la proteina p53 nuclear

actla como un factor transcripcional inductor de la autofagia, mientras que la proteina
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p53 citoplasmatica funciona como un inhibidor de la ruta y su degradacion es requerida
para la induccién de la misma. A pesar de esto, la supresién tumoral mediada por p53
no es un mecanismo clave en el control de la autofagia, por lo que la regulacion
transcripcional de genes pro-autofagicos mediada por p53 debe tener un papel

importante en esta supresion tumoral.
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Hipdtesis y Objetivos

El carcinoma de endometrio es el segundo tumor ginecol6gico mas frecuente a
nivel mundial, y es la primera neoplasia ginecoldgica en los paises industrializados [3].
El 95% de los casos diagnosticados son de origen esporadico y tan solo un 2-5% de
origen hereditario generalmente asociado a Sindrome de Lynch [3]. La mayor
incidencia de esta enfermedad tiene lugar en torno a la séptima década de vida,

situdndose la media de edad a los 61 afios [4].

La autofagia es una ruta de degradacion lisosomal de macromoléculas y de
organulos altamente regulada y conservada evolutivamente que desempefia un papel
muy importante en el desarrollo y la diferenciacion, y se ha demostrado que su
desregulacién esta implicada en el desarrollo de numerosas enfermedades, entre ellas el

cancer [50-52]

Nuestra hipotesis es que variantes (polimorfismos) en genes implicados en
autofagia pueden asociarse con modificaciones en la susceptibilidad a desarrollar
carcinoma de endometrio y que diferencias en la expresion de proteinas implicadas en
autofagia podrian relacionarse con los diferentes tipos de carcinoma de endometrio y ser
consideradas dianas de nuevas estrategias terapéuticas de esta enfermedad. Para ello,

nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1. Determinar si existe relacién entre variantes polimoérficas en algunos genes
implicados en la ruta de autofagia y el carcinoma de endometrio.

2. Analizar la expresion de proteinas que participan en la ruta de autofagia en
biopsias de tumores de pacientes con carcinoma de endometrio y estudiar el
estado del proceso autofagico en tumores endometriales mediante el analisis

conjunto de la expresion proteinas autofagicas.
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3. Analizar el efecto de los farmacos Panobinostat®, cloroquina y metformina,
sobre la proliferacion, el ciclo celular y la autofagia en lineas celulares tumorales

de carcinoma de endometrio.
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Material y Métodos

1. Pacientes

En este trabajo se han utilizado 60 muestras de tejido de pacientes con
carcinoma de endometrio (CE) esporadico procedentes del Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de Salamanca. Las muestras se obtuvieron
por extirpacion quirdrgica y se conservaron a -80°C hasta su procesamiento. Todas las
muestras fueron analizadas para la determinacion del tipo y grado histolégico segun las
recomendaciones de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) y
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En la Tabla 3 se muestra de forma

detallada el nimero de pacientes de cada tipo y grado histolégico:

Tabla 3. Muestras de tejido tumoral de pacientes con CE distribuidas segtn el tipo y grado

histolégico.
N° DE

TIPO GRADO TUMOR MUESTRAS
TIPO | GBF'QA;]\SO Grado 1 24
ENDOMETRIOIDE (n=41) Grado 2 17
(n=46) Grado 3 5
TIPO 11 ALTO Seroso 5
NO- GRADO Células claras 1
ENDOMETRIOIDE (n=19) Mixto 1
(n=14) Carcinosarcoma 7
TOTAL 60

Para el estudio de asociacion de genes relacionados con la autofagia, se han
utilizado 129 muestras de sangre periférica de pacientes con CE. Las muestras de sangre
se obtuvieron mediante venopuncion antecubital en el Servicio de Ginecologia del
Hospital Clinico Universitario de Salamanca. Las caracteristicas histolégicas de cada

paciente se muestran en la Tabla 4:
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Tabla 4. Muestras de sangre periférica de pacientes con CE distribuidas segun el tipo y grado

histolégico.
N° DE
TIPO GRADO TUMOR MUESTRAS
TIPO | GBéAA][C))O Grado 1 57
ENDOMETRIOIDE (n=89) Grado 2 32
(n=100) Grado 3 11
TIPO 11 ALTO Seroso 12
NO- GRADO Células claras 2
ENDOMETRIOIDE (n=40) Mixto 4
(n=29) Carcinosarcoma 11
TOTAL 129

En el analisis de asociacion se han incluido muestras de sangre periférica de 197

mujeres sanas sin evidencias de CE ni otras enfermedades.

En todos los casos la recogida de muestras se hizo previo consentimiento
informado de las pacientes y mujeres sanas siguiendo las normas legales para Estudios

Clinicos en Espafia y las del Comité de Etica del Hospital Universitario de Salamanca.

2. Extraccion de DNA de sangre periférica y de tejido tumoral

Para la extraccién de DNA tanto de sangre periférica como de tejido tumoral se
siguié el mismo protocolo, variando las cantidades afiadidas de los reactivos y
realizando un paso de homogeneizacion inicial en el caso de la muestra tumoral. Para
ello se utilizaron 100mg de tejido que se homogeneizaron con un Polytrén® (System
PT 1200E Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, U.S.A.) en tampdn
Fornace (0.25M Sacarosa, 50mM Tris-HCI (pH=7.5), 25mM KCI, 5mM MgCl.). La
obtencidén de células mononucleadas de sangre periférica se realiz6 a partir de 10ml de
muestra mediante centrifugacion repetida para separar las diferentes fases y posterior
lisis eritrocitaria con solucién hipotonica. Una vez recuperadas, las células
mononucleadas fueron lavadas en tampdn Fornace (la osmolaridad de este compuesto es

la adecuada para no romper los leucocitos) y posteriormente precipitadas mediante una
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centrifugacion de 10 minutos a 1500r.p.m.. El pellet de células nucleadas se resuspendio
nuevamente en tampon Fornace y tanto a estas células como a la muestra de tejido
homogeneizada que ya se encontraba en Fornace, se le afiadi6 EDTA (acido
etilendiamino tetraacético) 0.5 M pH 8 (para la inactivacion de nucleasas por su accién
quelante de iones divalentes) a una concentracion final de 10mM, SDS (dodecil sulfato
sodico) a una concentracion final del 1% para romper las membranas celulares y
proteinasa K (AppliChem, Darmstadt, Alemania) a una concentracion final de 50pg/mL
para la degradadacion de proteinas. La mezcla se incub6 a 55°C durante 8-16 horas.
Tras ello, se procedié a la extraccion y purificacion del DNA. La mezcla se incubd con
fenol tamponado a pH 8 y CIAA (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1) (AppliChem,
Darmstadt, Alemania) y se sometié a centrifugacion. EI DNA, que permanecié en la
fase acuosa, se limpié de posibles residuos con CIAA (Panreac Quimica S.L.U.,
Barcelona, Espafa). Se centrifugd de nuevo para separar las fases, una con el DNA y
otra con los detritos celulares. Se aisld la fase que contenia el material genético y se
precipitd con etanol absoluto frio. EI DNA se lavd con etanol al 70% y por dltimo se

resuspendi6 en 200ul de H20 bidestilada estéril.

La concentracion de DNA de cada muestra y la posible contaminacion proteica
se calculd tras medir la absorbancia a 260 y 280nm respectivamente, en un
espectrofotobmetro automatico Nanodrop® ND2000 (Thermo Fisher Scientific,
Johannesburgo, Sudafrica). En los casos en los que se encontr6 contaminacion por
proteinas, solventes organicos o0 RNA se procedio a una nueva purificacion (ademas de

tratamiento con RNAasas en el caso del RNA).

Las muestras de DNA se almacenaron en tubos Eppendorf® a -20°C para evitar

la degradacion progresiva del DNA y una posible contaminacion por microorganismos.
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3. Amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR
(Polymerase Chain Reaction)

En el caso de 15 pacientes, que no habian sido incluidos en el estudio previo de
los genes PIK3CA y PTEN [120] se amplificaron mediante PCR las regiones exdnicas e
intrénicas adyacentes de ambos genes (en PIK3CA solo los exones 7, 9 y 20). Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen de 25 pL: 12.5 pL de
Master Mix (Promega, Madison, WI, U.S.A.) (22mM tris-HCI (pH 8,4), 55mM KClI,
1,65mM MgCl2, 220uM dNTPs, 22 U Taq DNA polimerasa), 9.5uL de agua libre de
nucleasas, 1 uL de cada uno de los dos oligonucledtidos flanqueantes (sentido=forward
+ anti-sentido=reverse,) y 1 uL de DNA (concentracion 0.1-0.2 pg/mL). Los
oligonucleodtidos utilizados, asi como las condiciones de cada reaccion, se muestran en

las Tablas 5y 6:

Tabla 5. Oligonucleétidos y condiciones utilizadas para la amplificacién del gen PTEN.

Pares

Exo6n Oligonucleétido Sentido Oligonucleétido Antisentido b;j:es ar-lri‘:l. ar-1riL;I. TO ext.
1 TCCTCCTTTTTC TTC AGC CAC GAA AGG TAA AGA GGA GCA GCC 147 54
2 GCT GCATAT TTC AAACTAA ACA TCA ATATTT GAA ATA GAA AATC 116 54
3 TGT TAATGG TGGCTTTTT G GCA AGC ATACAA ATAAGAAAAC 114 50
4 TTC CTA AGT GCA AAA GAT AAC TAC AGT CTA TCG GGT TTA AGT 147 54
5 TTTTTTTTTCTT ATT CTG AGG TTATC GAA GAG GAA AGG AAA AAC ATC 312 50 30 30
6 AGT GAA ATA ACT ATA ATG GAA CA GAA GGATGA GAATTT CAAGC 232 55
7 AAT ACT GGT ATG TAT TTA ACC AT TCT CCC AAT GAA AGT AAA GTA 220 55
8 TTT TTA GGA CAA AATGTTTCAC CCC ACAAAATGT TTAATT TAAC 258 55
9 GTTTTCATT TTAAATTTTCTTTC TGGTGTTTTATCCCTCTT G 245 54
N° de ciclos= 35
Tabla 6. Oligonucleo6tidos y condiciones utilizadas para la amplificacion del gen PIK3CA.
; ) . ) ) » ) ) Pares Ta To
Exén Oligonucledtido Sentido Oligonucledtido Antisentido b;j:es anill. anill. TO ext.
7 CCT TTT GGG GAA GAA AAG TG GAG AGA AGG TTT GAC TGC CAT AA 284 54
9 TGA AAATGT ATT TGC TTT TTC TGT CCA CAA ATATCAATT TAC AAC CAT TG 401 51 30 60
20 TGG GGT AAA GGG AAT CAA AAG CCT ATGCAATCGGTCTTT GC 525 54

Ne de ciclos= 35

Como control negativo, para asegurar la ausencia de contaminacion, se realizd

una PCR con todos los reactivos a excepcion del DNA. Las reacciones de amplificacion
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se llevaron a cabo en un termociclador (Life Technologies-Invitrogen, California,

U.S.A)) con las condiciones generales de amplificacion que se muestran en la Figura 13:

o
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95°C 95°C
72°C N
5 min. 30 seg. 72°C
X seg. 10 min.
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X ciclos
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Figura 13. Condiciones generales de amplificacion. A: tiempo de desnaturalizacion previa; B: desnaturalizacion inicial del
ciclo; C: anillamiento de oligonucleétidos; D: extension; E: extension final; F: conservacién del producto de PCR.

4. Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos amplificados mediante PCR fueron separados por su tamafio
mediante electroforesis en gel horizontal de agarosa al 2% preparado con tampdén TBE
(Tris 0.044M, é&cido borico 0.044M, EDTA 1.0mM, pH=8.3). Un pocillo del gel se
reservO para separar, en paralelo con las muestras a estudiar, un marcador de tamafio
correspondiente con el DNA del fago ®X-174 cortado con la endonucleasa Haelll. Este
marcador de tamafio genera fragmentos de 1.353, 1.078, 0.872, 0.603, 0.310, 0.281,
0.271, 0.234, 0.194, 0.118, 0.07kb. Esto nos permite comprobar que el tamafio de

amplificacion del fragmento de PCR es el correcto.

La electroforesis se llevo a cabo con una diferencia de potencial constante de
120 voltios durante 30 minutos. Para monitorizar la migracion del DNA en el gel,
utilizamos dos colorantes que se incluyeron en el tampon de carga: el xileno cianol, que
migra aproximadamente con los fragmentos de 0.71kp, y el azul de bromofenol, que

migra aproximadamente con los fragmentos de 0.065kb, en un gel al 2% de agarosa.
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Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel de
agarosa utilizando SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) que actla intercalandose entre las bases nitrogenadas del DNA
emitiendo fluorescencia al ser expuesto a la luz UV (254nm). Los resultados obtenidos
fueron almacenados mediante un sistema de fotografia digital acoplado a un programa

informéatico (KODAK 1D software v3.5.4, Kodak, USA) de tratamiento de iméagenes.

5. Aislamiento y purificacion de fragmentos de DNA
amplificados por PCR

La purificacion de fragmentos de DNA procedentes de la amplificaciéon fue
realizada mediante PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) segun las recomendaciones del fabricante. Tras la purificacion se
procedid a una nueva electroforesis en gel de agarosa para comprobar tanto la eficacia

de la purificacion como la cantidad purificada.

6. Secuenciacion de fragmentos de PCR mediante
secuenciacion por Sanger

Las muestras para secuenciacion automatica se prepararon con 40-60ng del
DNA amplificado con 3pmol del oligonucleo6tido correspondiente, todo ello en un
volumen final de 8 pL de reaccion, afiadiendo H20dd en los casos en los que fue
necesario para completar el volumen. Se enviaron al secuenciador automatico ABI
PRISM 3100 Genetic Analyser del Servicio Central de Secuenciacion de la Universidad
de Salamanca donde se realizd la reaccion de secuenciacion con el kit BigDye

Terminator® v.3.1.
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La lectura y tratamiento de las secuencias se realiz con el programa Chromas
Lite. La homologia con las secuencias depositadas en las bases de datos EMBL y

GeneBank se hizo con los programas FASTA o BLAST.

El disefio de los oligonucleotidos especificos para secuenciacion (también para

los de PCR) se llevo a cabo con el programa Oligo 4.05 primer Analysis Software.

7. Discriminacion alélica mediante sondas TagMan™:
genotipado

La identificacion de polimorfismos en genes relacionados con la autofagia en
pacientes con carcinoma de endometrio se realizd6 mediante discriminacion alélica con

sondas TagMan™.

La PCR con sondas TagMan™ se basa en la fluorescencia emitida por sondas
especificas marcadas con fluorocromos. Para cada SNP a estudiar se emplearon dos
sondas, cada una de las cuales reconoce una de las dos posibles variantes nucleotidicas
del polimorfismo. Para la reaccion se utilizan termocicladores que incorporan un lector
de fluorescencia y son capaces de medirla en cualquier momento de la amplificacion y
en cada uno de los viales donde se esté llevando a cabo. Las sondas utilizadas para
hibridar con zonas especificas son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo en el
extremo 5’ que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que
absorbe la fluorescencia emitida por el donador. Para que esto tenga lugar, ambas
moléculas, donadora y receptora, deben estar préximas en el espacio y ademas el
espectro de emisidn de la primera se ha de solapar con el de absorcion de la segunda. En
nuestro estudio de discriminacion alélica mediante PCR con sondas TagMan™ los

fluorocromos empleados fueron VIC y FAM (Tabla 7).
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Tabla 7. Moléculas fluorescentes utilizadas en la reaccion de
PCR con sondas TagMan™.

Fluorocromo  Max. Aabs (NnM)  M@&x. Aem (NM)
VIC 538 554
FAM 495 435

Durante la reaccion de amplificacion del DNA diana, la sonda hibrida con su
cadena complementaria y la Tag Polimerasa en su accion de sintesis (con actividad 5’
Exonucleasa), hidroliza el extremo libre 5 de la sonda, liberandose asi el fluorocromo
donador. En este momento, donador y aceptor estan espacialmente alejados, por lo que
el lector capta la fluorescencia del primero. ElI empleo de estas sondas garantiza una

deteccion especifica y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.

Esta reaccion de PCR requiere los mismos componentes que una reaccion de
PCR convencional (Taq polimerasa, dNTPs, MgCl2 y oligonucleotidos forward y
reverse). En nuestro caso se utilizo el sistema TagMan™ Genotyping Master Mix 2x
(Applied Biosystems), en un volumen final de 10uL, y se realiz6 en el equipo Step One
Plus Real Time PCR™ (Applied Biosystems) bajo las condiciones recomendadas por el
fabricante. En nuestro trabajo se analizaron mediante esta técnica los SNPs en genes

relacionados con la autofagia (ATGS) que se detallan en la Tabla 8.

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

Gen SNP ID Localizgcigﬁn Region en el gen Cambio en el Cambio,en la
cromosomica DNA proteina
ATG10 rs1864183 5 Exon 6 C>T Thr212Met
ATG2B rs3759601 14 Exon 25 C>G GIn1383Glu
ATGI16L1 rs2241880 2 Ex6n 9 A>G Thr300Ala
ATG5 rs2245214 6 Intrén 6 C>G =

Los resultados de este tipo de andlisis muestran generalmente (cuando existen
tres genotipos) tres nubes de puntos diferenciadas correspondientes al genotipo de cada

una de las muestras analizadas (Figura 14):
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 14. Representacion de los resultados de la discriminacion alélica con sondas TagMan™ del polimorfismo del gen
ATG5 Rs2245214. Cada nube de puntos representa uno de los genotipos posibles: los azules son homocigotos GG, los verdes
son heterocigotos GC y los rojos homocigotos CC.

8. Cultivo de lineas celulares tumorales

Tabla 9:

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo fueron cuatro y se detallan en la

Tabla 9. Lineas celulares tumorales de CE con las mutaciones genéticas descritas.

LINEA
CELULAR

AN3CA

HEC1B

KLE

SKUT1

HISTOLOGIA

Adenocarcinoma
endometrioide de
grado 111
(endometrio)
Tipo Il
Adenocarcinoma
(endometrio)
moderadamente
diferenciado
Tipo Il
Adenocarcinoma
(endometrio)
pobremente
diferenciado
Tipo Il

Leiomiosarcoma
de grado 111
(Utero/endometrio)

FUENTE
DEL
TUMOR

Metéstasis
peritoneal
Mujer 55a

Primario
Mujer 71a

Metastasis
nodular
Mujer 64a

Primario
Mujer 75a

GENES MUTADOS

FBXW7(p.R441W), PIK3R1
(p.R557_K561>Q), PTEN
(p.R130fs*4), TP53 (p.G389W,
p.S90fs*33, p.R213Q), FGFR2

(N550K,K310R)

PIK3CA (p.G1049R), KRAS (G12D),

TP53 (p.R248Q)

FBXW?7 (p.R479Q), MAP2K4
(c.1_218del218), TP53 (p.R175H)

APC (p.Q1096*, p.T1556f5*9),
PIK3CA (p.R88Q), PTEN (p.T319fs*1,
p.N323fs*2), RB1 (p.V654fs*4), TP53
(p.R175H, p.R248Q)
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Todas las lineas celulares se cultivaron en un incubador (Cultek S.L.U., Madrid,
Espafia) a 37°C en una atmosfera himeda con un 5% de CO2 y un 95% de aire. Para el
cultivo se utiliz6 el medio DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) con glucosa
(4.59/L), L-glutamina y L-piruvato. EI medio de cultivo se suplementé con suero
bovino fetal al 10% (FBS) y antibioticos (penicilina/estreptomicina) al 1% (Invitrogen,

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

9. Extraccion de proteinas

9.1. Lineas celulares

Las células cultivadas con los diversos farmacos, o sin tratamiento, fueron
recogidas de las placas de cultivo utilizando 1-1.5mL del reactivo TrypLE 1X (Gibco),
se lavaron con PBS y se centrifugaron a 1200 r.p.m. durante tres minutos. El precipitado
celular se incubo durante 30-45 minutos con buffer de lisis frio y en agitacion (NaCl
140nM, EDTA 10mM, 10% glicerina, 1% NP-40, Tris 20mM pH 8.0) con inhibidores
de proteasas (PMSF 1mM, pepstatina 1M, aprotinina 1ug/ml, leupeptina 1pg/ml y
ortovanadato sodico 1mM). Los extractos celulares se centrifugaron durante 10 minutos
a 12000 r.p.m. y a 4°C. El sobrenadante resultante, que contenia la mezcla de proteinas,

se transfirid a un nuevo tubo Eppendorf® para ser almacenado posteriormente a -80°C.

9.2. Tejido tumoral

La extraccion de proteinas a partir de muestras tumorales se realiz6 a partir de
unos 100mg de tejido con ayuda de un homogeneizador (Polytron® System PT 1200E
Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, U.S.A.) en 1mL de tampén RIPA
(1% NP-40, 0.5% deoxicolato sddico, 0.1% SDS, 1x PBS) y 20uL de inhibidor de
proteasas APl 100x (1% aprotinina, 1% pepstatina y 1% leupeptina). Este material se
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incubo en hielo durante 30 minutos durante los que se realizaron repetidos vortex. La
mezcla se centrifugd a 12000r.p.m. durante 20 minutos a 4°C y se recogio el
sobrenadante, el cual contenia el lisado proteico. Las muestras se almacenaron en tubos

Eppendorf® a -80°C para de evitar la desnaturalizacion y degradacion de la muestra.

10. Anticuerpos

Para este trabajo se han utilizado ocho anticuerpos primarios diferentes, dos
anticuerpos secundarios conjugados con la peroxidasa de rabano (HRP) y dos
anticuerpos secundarios unidos a una molécula fluorescente. Se muestran a

continuacion (Tablal0):

Tabla 10. Anticuerpos utilizados en los experimentos de Western blot (WB) e inmunofluorescencia (IF).

Concentracion Concentracion

Anticuerpo Procedencia Casa comercial

WB IF
Anti-p62 Conejo 1:2000 1:200 Abcam® (ab109012)
Anti-LC3B Conejo 1:1000 1:200 Novus (NB600-1384)
Anti-Beclinl Ratén 1:1.000 - Abcam® (ab114071)
Anti-mTOR Conejo 1:1000 - Cel(l#Szlg?;)llng
Anti-PIK3CA Conejo 1:1.000 - Abcam® (ab40776)
Anti-PKCz Conejo 1:1000 - Abcam® (ab59364)
Anti-TRAF6 Conejo 1:5000 - Abcam® (ab33915)
Anti-p-actina Raton 1:10.000 - Sigma-Aldrich
Anti-Mouse (HRP) Oveja 1:10.000 - Sigma-Aldrich
Anti-Rabbit (HRP) Cabra 1:10.000 Irﬁ;‘fnrgt'i?r:‘al
Anti-Rabbit (Alexa Fluor®594) Cabra - 1:400 Molecular Probes™

Invitrogen (A11037)

11. Farmacos

En este trabajo se han utilizado tres farmacos diferentes, Panobinostat®,

cloroquina y metformina.

« Panobinostat® (LBH589) (Novartis Pharmaceuticals, Basel, Suiza): Este
farmaco fue proporcionado por el Servicio de Hematologia del Hospital

Universitario de Salamanca. Se preparo a partir de un stock de ImM o 100uM y
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como vehiculo se utiliz6 DMSO. Para los distintos experimentos se usaron
concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100 y 125nM.

« Cloroquina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A): se prepard una solucion
50mM del farmaco, disolviendo para ello la droga en polvo en ddH20 al 0.5%
de DMSO. Se usaron concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100 y 125uM.

o Metformina: Para los experimentos con este fA&rmaco se us6 metformina de la
casa comercial Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A), que se disolvio en agua
destilada para obtener un stock a una concentracion de 50mM, a partir del cual

se prepararon concentraciones de 0.5, 1, 2.5, 5, 6.5 y 8mM.

12. Western blot

Las proteinas extraidas de las lineas celulares o de los tumores de CE se
cuantificaron mediante el método de la Seroalbumina bovina (BSA) [121] o en un
Nanodrop® ND2000 (Thermo Fisher Scientific, Johannesburgo, Sudéfrica). Para
realizar la electroforesis, se prepard la muestra mezclando una cantidad especifica
(200ug) de cada extracto proteico con tampdn de carga (4%SDS, 0.05% azul de
bromofenol, 20% glicerina, 2% B-mercaptoetanol, Tris 100mM pH 6.8). Las muestras
se desnaturalizaron en un bafio seco a 95-100° durante 5-10 minutos y se procedio

inmediatamente a su carga en el gel de poliacrilamida.

La separacion de las proteinas por tamafio se realizé mediante una electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-PAGE) atendiendo al
protocolo descrito por Laemmli [122]. Los geles de poliacrilamida se prepararon al 8%
para las proteinas con un peso molecular mayor o en torno a 60kDa (p62, Beclinl,
mMTOR, PIK3CA, PKCz, TRAF6) y al 12% para las proteinas con un peso menor a

60kDa (LC3B). Los geles se prepararon con cantidades variables segln el porcentaje:
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solucién concentrada de acrilamida/bisacrilamida (30%) (BioRad, Hércules, CA,
USA.), Tris/HCI 1.5 M (pH 8.8), ddH20, SDS al 10%, AMPS al 25% y TEMED. La
electroforesis se llevd a cabo con un voltaje constante en cubetas MiniPROTEAN®3
(BioRad, Hércules, CA, USA) con un tampodn de electroforesis (Tris 20mM, Glicina
192mM y SDS 1%). Como marcador de peso molecular se us6 PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Johannesburgo, Sudafrica), en el que los
tamafios que muestra en kDa son: 170, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15 y 10. Una vez
finalizado este paso, las proteinas separadas y contenidas en el gel, se transfirieron a una
membrana de PVDF (Milipore Corporation, Billerica, MA, USA) con un voltaje
constante de 15V en un sistema de transferencia semi-humedo (TRANS BLOT® SD,
BioRad, Hércules, CA, USA) y en un ambiente himedo de tampdn (192 mM glicina;
20% metanol y 25 mM Tris/HCI pH 8.5). Los tiempos de transeferencia variaron en
funcion del porcentaje de acrilamida del gel (minimo 45 minutos y maximo 1 hora). A
continuacién se bloquearon los sitios de unién inespecifica incubando la membrana con
solucion de blogueo durante una hora a temperatura ambiente. La solucion de blogueo
se compuso de TBS-T (NaCl 140mM, Tween 20 0.05% [BioRad, Hércules, CA, USA],
Tris 10mM OH 7.5) y 5% de leche desnatada en polvo. El anticuerpo primario se incub0
toda la noche a 4°C y en agitacion, los anticuerpos se prepararon en TBS-T con BSA
(Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A) al 3%. Tras la
incubacion se realizaron tres lavados con TBS-T (5, 7 y 10 minutos) en agitacion y se
afiadié el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con la peroxidasa de rabano
(HRP) y preparado con TBS-T y leche desnatada al 5%, se incubé durante 45 minutos o
1 hora en agitacion y a temperatura ambiente. Se lavd tres veces la membrana y se
procedié a la visualizacion de las bandas en radiografias (FUJIFILM, Disseldorf,

Alemania) con un sistema de deteccion basado en la oxidacion del luminol en presencia
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de perdxido de hidrdgeno [123]. Para ello se utilizd el kit comercial Pierce™ ECL

Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific, Johannesburgo, Sudafrica).

Los fragmentos correspondientes a la expresion proteica de cada muestra se

cuantificaron con el programa de analisis Quantity-One (BioRad, Hércules, CA, USA).

13. Inmunofluorescencia

Para poder observar la distribucidn celular y la expresion de proteinas en las
células tumorales tratadas, se realizé un experimento de inmunofluorescencia, que se
basa en la utilizacion de anticuerpos fluorescentes para posteriormente visualizar las

células en un microscopio con lector de fluorescencia.

Para llevar a cabo esta técnica, se sembraron entre 150.000 y 250.000 celulas
(dependiendo de la linea celular) en placas de 6 pocillos y se las dejé crecer toda la
noche. Cada pocillo contenia 2-3 cristales cubreobjetos. Una vez las células hubieron
crecido, se reemplaz6 el medio por medio nuevo con farmaco a la concentracion
previamente estipulada, a excepcion de un pocillo que se utiliz6 como control sin
tratamiento. Las placas se incubaron en este caso durante 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 al 4-5% en PBS durante 10 minutos. Se
elimind el formaldehido y se procedié a un nuevo lavado (3 veces durante 3-5 minutos),
tras lo cual se procedio a permeabilizar las células con 1ml/pocillo de Triton-X100 (IBI
Scientific, Kapp Court, Peosta, lowa, USA) al 0.5% durante 10 minutos, hasta este
punto se trabajé en hielo. Se aspiraron los pocillos y se afiadié PBS para eliminar el
Triton-X100, después se afiadieron 2ml de solucion de bloqueo preparada con BSA al
10% en PBS y se incubd durante 1-1.5 horas a temperatura ambiente. Tras el bloqueo,

los cristales cubreobjetos (con las células adheridas) se colocaron en camaras hiumedas.
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Se prepard el anticuerpo frente a la proteina a analizar (p62 o LC3B) con BSA al
3% en PBS a una concentracion de 1:200 y se rocié cada cubre con 30ul. La incubacion
con el anticuerpo primario se realizd a temperatura ambiente y en atmdésfera himeda
durante una hora y media. Trascurrido el tiempo necesario para esta incubacion se
devolvieron los cubres a las placas multipocillo y se lavaron tres veces con PBS. Los
cubres se colocaron de nuevo en las cdmaras himedas y se incubaron (una hora y media
a temperatura ambiente) con 30ul de anticuerpo secundario (fluorescente) preparado en
BSA al 1% en PBS a una concentracion de 1:400. A partir de este punto se trabajo en
semioscuridad. Tras la incubacion con el anticuerpo secundario, los cubres se
introdujeron en las placas y se lavaron con PBS para eliminar exceso de anticuerpo no
unido. Los nucleos celulares se tifieron ahora con 1ml/pocillo de DAPI (Roche) 1:2.000
en Hz20udq, incubacion que durd 5 minutos. Por ultimo, se lavaron las células y se coloco
cada cubre sobre un portaobjetos, para ello se utilizaron 15pl/cubre de moviol (2.4g
Moviol [Sigma Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A], 6g glicerol, 6ml H20dd y 12ml Tris
pH8.5), una solucién que al solidificarse actia como un pegamento transparente. 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 camara conectada a dicho microscopio (Figura 15).
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Figura 15. Imagen de una célula de una linea de carcinoma de endometrio (HEC1B) marcada con un anticuerpo secundario
fluorescente frente al anticuerpo anti-p62. El nacleo celular esta marcado con DAPI.

14. Ensayo de viabilidad celular

Se evaluo el crecimiento y la supervivencia celular al tratamiento con diferentes
farmacos mediante el ensayo MTT [124] en cada una de las lineas celulares de CE. Esta
técnica consiste en el marcaje de las células que se encuentran metabdlicamente activas
con bromuro de 3-(4,5.dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Se trata de un compuesto de color amarillento que se reduce por
la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) celular, dando lugar a un compuesto
hidrofobico de color azul oscuro (formazan). El formazan se solubiliza con DMSO y
posteriormente se mide la intensidad de color mediante un espectrofotdmetro, lo que
nos permite determinar la tasa de proliferacion. La absorbancia se correlaciona con la

cantidad de color, y esto, con la cantidad de células metab6licamente activas.

El ensayo se comenz6 sembrando 10.000 células/pocillo en placas de 24 pocillos,
dejandolas crecer toda la noche. Una vez las células hubieron crecido, se sustituyo el
medio por medio nuevo con diferentes concentraciones de farmaco dejando siempre

células sin tratamiento como control de cada tiempo. Las placas multipocillo se
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incubaron durante 24, 48 y 72 horas. Ademas, se utiliz6 una placa previa sin ningdn tipo
de tratamiento (tiempo 0) como control. Una vez transcurridos los tiempos de
tratamiento, se afiadié a cada pocillo 1mg/ml de compuesto MTT y se incubé durante 1
hora a 37°C. Tras esto, se elimind el sobrenadante y se afiadio6 DMSO para solubilizar
los cristales de formazén depositados en el pocillo. Por ultimo, se determind la
absorbancia de cada pocillo a 560nm en un lector de microplacas UltraEvolution

(Tecan®).

En cada experimento, se utilizaron tres réplicas de cada una de las condiciones

(concentraciones) y cada experimento se repitio tres veces para verificar los resultados.

15. Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo

Se estudio el ciclo celular en las diferentes lineas cultivadas llevando a cabo la
cuantificacion del DNA de las mismas por citometria de flujo. Las células fueron
tratadas con los distintos farmacos durante 24, 48 y 72 horas y ademas se tomaron como
control células sin tratamiento (tiempo 0). Tras la exposicion a cada uno de los
compuestos durante los tiempos estipulados, se recogieron las células, se lavaron, se
resuspendieron y se fijaron en etanol al 70% helado. Una vez fijadas, se lavaron
repetidamente (3 0 4 veces) con PBS para eliminar residuos de etanol, centrifugando
durante 3 minutos a 1200 r.p.m. entre cada lavado. Después, se afiadio a cada muestra
RNAasa A (0.05%) y 7.5ul ioduro de propidio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y
se incubaron a temperatura ambiente (2-3 horas). Se realizo el analisis en un citdmetro
de flujo FACSCalibur (BD Biosciencies), cuantificando el DNA de un total de 30.000

células para cada muestra.

Los datos obtenidos se analizaron en el programa asociado al citémetro,

CellQuest Pro® (BD Bioscience). Este programa proporciona un grafico para cada
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muestra analizada en el que se representa la cantidad de DNA (proporcional a la
cantidad de ioduro de propidio) en abscisas y en ordenadas el nimero de células. Estos
archivos se analizaron posteriormente con el programa WINMDI, con el cual se hizo
una discriminacion y cuantificacion del niamero de células en cada fase del ciclo celular.

Se realizaron dos réplicas de cada experimento para verificar los resultados.

16. Analisis de datos

Los datos obtenidos en los distintos experimentos se han analizado utilizando el

software IBM SPSS Statistics 23.

Para el estudio de polimorfismos en genes de autofagia, se estimaron Odds ratios
(ORs) e intervalos de confianza del 95% (ICs 95%) para cada variante usando modelos
de regresion logistica para evaluar si existia 0 no asociacion con el riesgo a padecer CE,

0 asociacion entre genotipo y fenotipo.

Para el estudio de la expresion de proteinas en tumores de CE también se
calcularon Odds ratios e intervalos de confianza para cada proteina utilizando modelos
de regresion logistica para evaluar si existian diferencias de expresion entre los tipos
tumorales y la expresion proteica. La correlacion entre proteinas se determiné mediante

el test de Spearman.

Los datos del estudio del ciclo celular se analizaron comparando las medias de
dos experimentos independientes (farmaco vs control) mediante ANOVA de un factor

para cada una de las fases.

En todos los casos se considerd estadisticamente significativo un p-valor menor

a 0.05.
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Resultados

1. Analisis de polimorfismos en genes relacionados con la
autofagia en pacientes con carcinoma de endometrio

Hemos llevado a cabo este analisis en muestras de DNA de sangre periférica de
129 pacientes con CE de diferentes tipos y grados (ver Tabla 4) y 197 mujeres sanas de
edades similares. Los SNPs analizados (ver Tabla 8) se seleccionaron porque modifican
aminoéacidos en la proteina o por haber sido estudiados anteriormente por otros grupos.
Los polimorfismos en estos genes se analizaron mediante discriminacién alélica con la

utilizacion de sondas TagMan™.

La distribucion de genotipos y alelos entre los grupos de pacientes y controles se
comparé para analizar una posible relacion entre el genotipo y la susceptibilidad a

padecer CE. Los resultados obtenidos en ambos grupos se muestran en la Tabla 11:
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Tabla 11. Frecuencias genotipicas de polimorfismos en genes de autofagia entre pacientes y controles y la asociacién con

el riesgo de CE.

SNP Genotipo Pacientes Controles p-valor OR (IC 95%)
cc 48 (37,2%) 77 (39.1%) -
cG 52 (40,3%) 91 (46.2%) 0.184
Relisced GG 29 (22.5%) 29 (14.7%)
ihiach cc+ce 100 (77.5%) 168 (85.3%) /
GG 29 (22.5%) 29 (14.7%) 0.078
cc 48 (37.2%) 77 (39.1%) /
CG+GG 81 (62.8%) 120 (60.9%) 0.816
cc 50 (38.8%) 76 (38.6%)
ATGS cG 57 (44.2%) 100 (50.8%) 0.208
A GG 22 (17.1%) 21 (10.7%)
o CC+CG 107 (82.9%) 176 (89.3%) /
amblo GG 22 (17.1%) 21 (10.7%) 0.131
cc 50 (38.8%) 76 (38.6%) /
CG+GG 79 (61.2%) 121 (61.4%) 1.00 -
cc 39 (30,2%) 52 (26.4%) 0.019 1.00
cT 53 (41,1%) 110 (55.8%) 0.101 . 3%6_‘12090)
ATG10 T 37 (28,7%) 35 (17.8%) 0.279 o 72'7"220623)
i spyet ccrcT 92 (71.3%) 162 (82.2%) / 100
T 37 (28.7%) 35 (17.8%) 0.021 (L08B.9.157)
cc 39 (30.2%) 52 (26.4%) / -
CT+TT 90 (69.8%) 145 (73.6%) 0.528
GG 23 (17,8%) 49 (24.9%)
GA 69 (53.5%) 103 (52.3%) 0.246
ATG16L1 AA 37 (28.7%) 45 (22.8%)
rs2241880 GG+GA 92 (71.3%) 152 (77.2%) /
Thr300Ala AA 37 (28.7%) 45 (22.8%) 0.243
GG 23 (17.8%) 49 (24.9%) /
GA+AA 106 (82.29%) 148 (75.1%) 0.172

Los resultados mostraron significacion estadistica en el caso del polimorfismo
de ATG10 (rs1864183). El genotipo TT (genotipo menos frecuente) confiere un mayor

riesgo a padecer carcinoma de endometrio (p=0.021; OR=1.861 (1.098-3.157)).

Al comparar los datos obtenidos entre los pacientes con CE de bajo grado frente
a los pacientes con CE de alto grado se encontr6 que el genotipo GG del polimorfismo
intronico de ATG5 (rs2245214) se asocia con un grado mayor y mas agresivo de la

enfermedad (p=0.009; OR=3.556 (1.381-9.155)) (Tabla 12).
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Tabla 12. Frecuencias genotipicas en los polimorfismos de los genes de autofagia entre los pacientes con CE de bajo
grado frente a los pacientes con CE de alto grado

SNP Genotipo Bajo grado Alto grado p-valor OR (IC 95%)
cc 29 (32.2%) 19 (48.7%)
CG 39 (43.3%) 13 (33.3%) 0.214
Rolbsced GG 22 (24.4%) 7 (17.9%)
GIn1383GIy CC+CG 68 (75.6%) 32 (82.1%) /
GG 22 (24.4%) 7 (17.9%) 0.496
cc 29 (32.2%) 19 (48.7%) /
CG+GG 61 (67.8%) 20 (51.3%) 0.112
cc 37 (41.1%) 13 (33.3%) 0.031 1.00
cG 43 (47.8%) 14 (35.9%) 0.864 (0_33'7%_7220)
ATG5 3.415
e GG 10 (11.1%) 12 (30.8%) 0.022 (1.195-9.765)
Cambio CC+CG 80 (88.9%) 27 (69.2%) / 1.00
intrénico 3.556
GG 10 (11.1%) 12 (30.8%) 0.009 (1.381.9.155)
cc 37 (41.1%) 13 (33.3%) /
CG+GG 53 (58.9%) 26 (66.7%) 0.438
cc 26 (28.9%) 13 (33.3%)
CcT 36 (40.0%) 17 (43.6%) 0.634
ATG10 T 28 (31.1%) 9 (23.1%)
rs1864183 cC+CT 62 (68.9%) 30 (76.9%) /
Thr212Met T 28 (31.1%) 9 (23.1%) 0.403
cc 26 (28.9%) 13 (33.3%) /
CT+TT 64 (71.1%) 26 (66.7%) 0.678
GG 18 (20.0%) 5 (12.8%)
GA 49 (54.4%) 20 (51.3%) 0.403
ATG16L1 AA 23 (25.6%) 14 (35.9%)
rs2241880 GG+GA 67 (74.4%) 25 (64.1%) /
Thr300Ala AA 23 (25.6%) 14 (35.9%) 0.290
GG 18 (20.0%) 5 (12.8%) /
GA+AA 72 (80.0%) 34 (87.2%) 0.454

Al comparar los diferentes tipos tumorales, CE de tipo endometrioide y CE de
tipo no endometrioide se observo una asociacion significativa con los polimorfismos
ATG5 (rs2245214) y ATG16L1 (rs2241880). En el caso de ATG5, el genotipo GG se
asocia con CE de tipo no endometrioide (p=0.005; OR=4.120 (1.546-10.981)), siendo
éste un tipo mas agresivo de tumor (siempre de grado Ill). Algo similar ocurre con
ATG16L1, en el que el genotipo AA se asocia también con un CE de tipo no

endometrioide (p=0.022; OR=2.781 (1.162-6.655)). (Tabla 13):
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Tabla 13. Frecuencias genotipicas en los polimorfismos de los genes de autofagia entre los pacientes con CE de tipo
endometrioide frente a los pacientes con CE de tipo no endometrioide.

SNP Genotipo Endometrioide No endometrioide p-valor OR (IC 95%)
cc 36 (35.6%) 12 (42.9%)
EE 41 (40.6%) 11 (39.3%) 0.735
rgggze?n GG 24 (23.8%) 5 (17.9%)
i CC+CG 77 (76.2%) 23 (82.1%) /
GG 24 (23.8%) 5 (17.9%) 0.615
e 36 (35.6%) 12 (42.9%) /
CG+GG 65 (64.4%) 16 (64.4%) 0.513
cc 41 (40.6%) 9 (32.1%) 0.018 1.00
CG 48 (47.5%) 9 (32.1%) 0.761 0.854 (0.310-2.354)
ATGS GG 12 (11.9%) 10 (35.7%) 0.018 375 ‘%'12)55'
rs2245214 CC+CG 89 (88.1%) 18 (64.3%) /
el 4.120 (1.546-
intrénico GG 12 (11.9%) 10 (35.7%) 0.005 ’ 10 98i)
cc 41 (40.6%) 9 (32.1%) /
CG+GG 60 (59.4%) 19 (67.9%) 0.513
cc 29 (28.7%) 10 (35.7%)
cT 43 (42.6%) 10 (35.7%) 0.712
ATG10 T 29 (28.7%) 8 (28.6%)
rs1864183 cc+CT 72 (71.3%) 20 (71.4%) /
Thr212Met T 29 (28.7%) 8 (28.6%) 1.00
cc 29 (28.7%) 10 (35.7%) /
CT+TT 72 (71.3%) 18 (64.3%) 0.492
GG 18 (17.8%) 5 (17.9%) 0.05 1.00
GA 59 (58.4%) 10 (35.7%) 0.418 0.610 (0.184-2.018)
ATG16L1 AA 24 (23.8%) 13 (46.4%) 0.275 1.950 (0.588-6.467)
rs2241880 GG+GA 77 (76.2%) 15 (53.6%) /
Thr300Ala AA 24 (23.8%) 13 (46.4%) 0.022 2.781 (1.162-6.655)
GG 18 (17.8%) 5 (17.9%) /
GA+AA 72 (80.0%) 34 (87.2%) 0.454
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2. Estudio de la expresion de proteinas relacionadas con la
ruta de autofagia en pacientes con carcinoma de
endometrio

Con el fin de analizar la expresion de proteinas que intervienen en el proceso

autofagico en pacientes con tumores endometriales, se estudié mediante western blot la

expresion de dichas proteinas en 60 muestras de tejido tumoral.

2.1. Estudio de la expresion de p62

El estudio de expresién de la proteina p62 mostr6 una gran variabilidad, aunque

en la mayoria de los casos se observé una expresion disminuida o nula

independientemente del tipo tumoral (Figura 16):
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Figura 16. Representacion gréfica de la expresion de p62 cuantificada en muestras tumorales de CE. Se representa el ratio
p62/B-actina de cada una de las muestras normalizadas respecto al control. [EGI, 11, I11: carcinoma endometrioide de grados
I, 11y I11; S: seroso; Cs: carcinosarcoma; CC: células claras; Mx: mixto].
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Cuando dividimos la expresion de p62 en baja o nula (0-65% en relacion con el

control) y normal o alta (>65%) observamos que estaba disminuida o nula en el 75% de

los tumores y normal o con sobreexpresion en el resto (25%). Se encontraron

diferencias significativas entre los dos grupos de tumores y la expresion de p62 normal

o alta se relacion6 con carcinoma de alto grado (p=0.043; OR=3.532 (1.042-11.979)).

(Tabla 14).

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

Tipo/expresion
p62

CE de bajo grado

CE de alto grado

Total

En la Figura 17 mostramos la variabilidad en la expresion de p62 en algunos de

los tumores incluidos en el estudio:

Baja o nula
(<65%)

34

82,9%

11

57,9%

45

75,0%

40 41 42

Normal o
alta (>65%)

7

17,1%

42,1%

15

25,0%

44 C+

Total
41
100,0%
19
100,0%
60

100,0%

p62

43kDa N B-actina

Figura 17. Western blot de la expresion de p62 en cuatro tumores de CE y un control (C+). [B-actina: control de carga).
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2.2. Estudio de la expresion de LC3B

El estudio de la proteina LC3B mediante western blot en tumores de endometrio
mostrd una gran variabilidad entre los diferentes tumores incluidos en nuestro trabajo

(Figura 18):
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Figura 18. Representacion grafica de la expresion de LC3B-II cuantificada en muestras tumorales de CE. Se representa el
ratio LC3-II/p-actina de cada una de las muestras normalizadas respecto al control. [EGI, I, I11: carcinoma endometrioide
de grados I, Il y I11; S: seroso; Cs: carcinosarcoma; CC: células claras; Mx: mixto].

La mayoria de los tumores incluidos en nuestro estudio presentaron expresion
normal de LC3B-Il (63.3%) frente a un 36.7% de tumores con expresion disminuida.
Dentro de cada grupo tumoral la distribucion fue similar al conjunto de tumores (Tabla

15).
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Tabla 15. Porcentajes de pacientes segun la expresion de LC3B-
1.

Tipo/expresion Baja o nula Normal o Total
LC3B-II (<65%) alta (>65%)
14 27 41
CE de bajo grado
34,1% 65,9% 100,0%
8 11 19
CE de alto grado
42,1% 57,9% 100,0%
22 38 60
Total
36,7% 63,3% 100,0%

En la figura 19 mostramos un western blot que refleja la expresion variable de

LC3B en algunos de los tumores incluidos en nuestro trabajo.

49 50 51 52 C+

LC3B-I

LC3B-II

Figura 19. Western blot de la expresion de LC3B en cuatro pacientes de CE y un control (C+). [B-actina: control de carga).

2.3. Estudio de la expresion de Beclinl

El analisis de la expresion de Beclinl mediante western blot mostrd, como en los

casos anteriores, una expresion de Beclinl muy variable en los diferentes tumores

aungue mas elevada en los de alto grado (Figura 20):
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Figura 20. Representacion grafica de la expresion de Beclinl cuantificada en muestras tumorales de CE. Se representa el
ratio Beclinl/B-actina de cada una de las muestras normalizadas respecto al control. [EGI, 11, I11l: carcinoma endometrioide
de grados I, 11y I11; S: seroso; Cs: carcinosarcoma; CC: células claras; Mx: mixto].

La expresion de Beclinl en tumores de CE fue similar en ambos grados. Los
tumores de alto grado presentaron un porcentaje ligeramente superior de proteina con

expresion normal o alta (68.4% frente a un 56.1%) (Tabla 16).

Tabla 16. Porcentajes de pacientes segun la expresion de Beclinl.

Normal o

Tipo/expresion Baja o nula
Beclinl (<65%)
18
CE de bajo grado
43,9%
6
CE de alto grado
31,6%
24
Total
40,0%

23
56,1%
13
68,4%
36

60,0%

alta (>65%)

Total

41
100,0%
19
100,0%
60

100,0%
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En la Figura 21 se muestra un

ejemplo de la expresion de Beclinl en algunos de

los tumores incluidos en nuestro trabajo:

49 50

43kDa

51 52 C+

B-actina

Figura 21. Western blot de la expresion de Beclinl en cuatro pacientes de CE y un control (C+). [B-actina: control de carga).

2.4. Estudio de la expresion

de PIK3CA

Los resultados de la cuantificacion de la expresion de la proteina PIK3CA se

muestran en la Figura 22, en la que se observa que en la mayoria de los tumores hay una

expresion inferior al control.
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Figura 22. Representacion grafica de la expresion de PIK3CA cuantificada en muestras tumorales de CE. Se representa el

ratio PIK3CA/B-actina de cada una de las mu

estras normalizadas respecto al control. [EGI, II, Ill: carcinoma

endometrioide de grados I, 11y I11; S: seroso; Cs: carcinosarcoma; CC: células claras; Mx: mixto].
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Al analizar los porcentajes entre los tumores de alto y bajo grado se encontrd

también una disminucion de la expresion (Tabla 17):

Tabla 17. Porcentajes de pacientes segun la expresion de

PIK3CA.
Tipo/expresion Baja o nula Normal o Total
PIK3CA (<65%) alta (>65%0)
30 11 41
CE de bajo grado
73,2% 26,8% 100,0%
15 4 19
CE de alto grado
78,9% 21,1% 100,0%
45 15 60
Total
75,0% 25,0% 100,0%

En la Figura 23 mostramos unos ejemplos de la expresion de esta proteina por

western blot en algunos tumores incluidos en nuestro trabajo:

110kDa PIK3CA

43kDa M B-actina

Figura 23. Western blot de la expresién de PIK3CA en cuatro tumores de CE y un control (C+). [B-actina: control de carga).

2.5. Estudio de la expresion de mTOR

El estudio de la expresion proteica de mTOR mostré en el 85% de los pacientes
presentaron una expresion baja o nula de la proteina y solo un 15% la expresaron de

forma normal o incrementada. (Figura 24):
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Figura 24. Representacion grafica de la expresion de mTOR cuantificada en muestras tumorales de CE. Se representa el
ratio mTOR/B-actina de cada una de las muestras normalizadas respecto al control. [EGI, II, I1l: carcinoma endometrioide

de grados I, Il y I11; S: seroso; Cs: carcinosarcoma; CC: células claras; Mx: mixto].

En la Tabla 18 se puede observar que los niveles de proteina mTOR fueron

similares independientemente del grado del tumor.

Tabla 18. Porcentajes de pacientes segun la expresion de mTOR.

Tipo/expresion Baja o nula
mTOR (<65%)
35
CE de bajo grado
85,4%
16
CE de alto grado
84,2%
51
Total
85,0%

Normal o
alta (>65%)

6

14,6%

15,8%

15,0%

Total

35
85,4%
16
84,2%
51

85,0%
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El anélisis por western blot mostré que, aunque la mayoria de los tumores
presentaron una expresion muy baja de mTOR, en 52 de los 60 tumores analizados se
observo la presencia de un fragmento adicional de aproximadamente 80kDa (Figura 25).
19 tumores lo expresaron en pequefia cantidad (36% de los tumores que lo expresan) y

el resto lo expresd de forma elevada (64%).

16 17 18 19 C+
28002 oy o g

* Fragmento
~80kDa | adicional
43kDa ” B-actina

Figura 25. Western blot de la expresion de mTOR en cuatro tumores de CE y un control (C+). [B-actina: control de carga).

mTOR

Varios de los tumores que no expresaron la forma candnica de mTOR (220kDa,

280kDa en un gel de poliacrilamida) mostraron unicamente el fragmento de 80kDa

(Figura 26).
20 22 23 24 25 26 C+
280kDa wes MTOR
Fragmento
~80kDa - i = . dici |
~ L1 ] adiciona
43kDa |WEENES SRS ——  (-actina

Figura 26. Western blot de la expresion de mTOR en 6 tumores de CE y un control (C+). Los tumores seleccionados
muestran unicamente el fragmento adicional y no expresan la forma canénica de mTOR. [B-actina: control de carga).
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2.6. Estudio de la expresion de PKCz

El andlisis de la proteina PKCz en los tumores endometriales analizados mostro

una expresion similar a la del control en la mayoria de los casos (Figura 27).
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Figura 27. Representacion gréafica de la expresion de PKCz cuantificada en muestras tumorales de CE. Se representa el ratio
PKCz/g-actina de cada una de las muestras normalizadas respecto al control. [EGI, II, I11: carcinoma endometrioide de

grados I, I1'y 111; S: seroso; Cs: carcinosarcoma; CC: células claras; Mx: mixto].

Dos tercios de los tumores expresaron la proteina PKCz de forma normal o

sobreexpresada (66.7%). Dentro de los dos grupos la distribucion fue similar, pero los

tumores de bajo grado mostraron en mayor ndmero una expresion disminuida de la

proteina (Tabla 19):
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Tabla 19. Porcentajes de pacientes segun la expresion de PKCz.

Tipo/expresion Baja o nula Normal o Total
PKCz (<65%) alta (>65%)
16 25 41
CE de bajo grado
39,0% 61,0% 100,0%
4 15 19
CE de alto grado
21,1% 78,9% 100,0%
20 40 60
Total
33,3% 66,7% 100,0%

En la Figura 28 se muestran cuatro ejemplos de expresion de PKCz en los

tumores incluidos en nuestro trabajo:

51 52 53 54 C+

e I
43kDa “d B-actina

PKCz

Figura 28. Western blot de la expresién de PKCz en cuatro pacientes de CE y un control (C+). [B-actina: control de carga).

2.7. Estudio de la expresion de TRAF6

El analisis de la expresion de la proteina TRAF6 en tumores de endometrio
mostré que el 31.7% de los tumores presentan una expresion inferior al tejido control

(Figura 29):
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Figura 29. Representacion grafica de la expresion de PKCz cuantificada en muestras tumorales de CE. Se representa el ratio
PKCz/B-actina de cada una de las muestras normalizadas respecto al control. [EGI, 11, IlI: carcinoma endometrioide de
grados I, 11y 111; S: seroso; Cs: carcinosarcoma; CC: células claras; Mx: mixto].

En la Tabla 20 se muestra el resultado en porcentaje y nimero de la expresion de

TRAF6 de acuerdo con el grado tumoral.

Tabla 20. Porcentajes de pacientes segun la expresion de TRAF6.

Tipo/expresion Baja o nula Normal o

TRAF6 (<65%)  alta (>65%) VeIE
13 28 41
CE de bajo grado
31,7% 68,3% 100,0%
6 13 19
CE de alto grado
31,6% 68,4% 100,0%
19 41 60
Total
31,7% 68,3% 100,0%
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En la Figura 30 se muestran unos ejemplos de western blot en muestras incluidas

en nuestro estudio:

22 23 25 48 C+

58102 | e A 2% B | TRAF6

e

Figura 30. Western blot de la expresién de TRAF6 en cuatro tumores de CE y un control (C+). [B-actina: control de carga).

2.8. Correlacion de la expresion de las proteinas que intervienen en
el proceso de autofagia en tumores de endometrio

Para analizar la posible correlacion entre las diferentes proteinas incluidas en el
estudio se llevd a cabo un test de Spearman utilizando los valores cuantitativos
normalizados correspondientes a la expresion de las proteinas en cada uno de los
tumores. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 21 en la que se observa una
correlacion entre la expresion de p62 y Beclinl; p62 y mTOR; p62 y TRAF6; mTOR y
TRAF6, y Beclinl y mTOR. No se ha encontrado una correlacion significativa entre la

expresion de las demas proteinas.
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Tabla 21. Correlacion entre la expresion de proteinas.

p62

Beclinl

LC3B

PIK3CA

mTOR

PKCz

TRAF6

p-

valor

0.022

0.785

0.611

0.041

0.336

0.030

p62

ccC

0.067

0.265

0.126

0.280

Beclinl
p-
CcC
valor
- 1

0.993 0.001
0.604 -0.068
0.008 0.341
0.882 0.020
0.162 0.183

LC3B
p-
CcC
valor
1

0.829 -0.028
0.263  -0.147
0.736 -0.044
0.907 -0.015

PIK3CA
p-
CcC

valor

- 1
0.478 0.093
0.141 0.192
0.926 0.012

mTOR
p-
CcC
valor
- 1
0.386 -0.114
0.021 0.297

PKCz
p-
CcC
valor
- 1
0.821 -0.030

TRAF6
p-
CcC
valor
- 1

CC: Coeficiente de correlacion (valores positivos: correlacion positiva; valores negativos: correlacion negativa). Significacion
estadistica con un p-valor <0.05.

proteinas en los casos en los que se encontrd significacion estadistica:

En la Figura 31 se muestra una representacion grafica de la correlacion entre

82



Resultados

R? Lineal = 0,122

T
100,00

T T T
150,00 200,00 250,00

mTOR

R? Lineal = 0,083

a b
) R? Linee )
400,00 400,00
o
o
o =]
300,00 300,00
o ® o
B B
200,00 200,00
100,00 100,00
il 00— T
00 50,00
Beclin1
0) d)
F? Linea
400,00 400,00
o
o
o
300,00 300,00
-
o © £ o
3 A
200,00 M 200,00
100,00 100,00
Fo
a a T T
0o 50,00
€)
R? Lineal = 0,015
250,00
o
200,00
o
o
(-]
o 150,00
[=]
=
E
o
100,00-] ©
50,00
00

T
100,00

T T T
150,00 200,00 250,00
mTOR

Figura 31. Representacion grafica de la correlacién entre proteinas entre las que existe significacion estadistica. Correlacion
entre: a) p62 y Beclinl, CC=0.296 (p=0.022); b) p62 y mTOR, CC=0.265 (p=0.041); c) p62 y TRAF6, CC=0.280 (p=0.030); d)

Beclinl y mTOR, CC=0.341 (p=0.008); y ) mTOR y TRAF6, CC=0.297 (p=0.021).
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En todos los casos en los que se encontré una asociacion significativa, la
correlacion es positiva, y los coeficientes muestran una asociacion discreta entre cada

uno de los pares de proteinas comparadas.

2.9. Estado de la autofagia al analizar la expresion conjunta de p62
y LC3B

El estudio conjunto de la expresiéon de p62 y LC3B nos permite predecir como
se encuentra la autofagia en los tumores analizados, agrupando para ello las muestras en
cuatro grupos (Tabla 22). Este analisis nos ha permitido clasificar los tumores en cuatro
grupos: 1) expresion baja de ambas; 2) expresion alta de p62 y baja de LC3B; 3)

expresion baja de p62 y alta de LC3B, y 4) expresion alta de ambas [125].

Tabla 22. Expresion conjunta de p62 y LC3B en pacientes con CE.

Expresion de p62+LC3B

. L . 2 . . 3. 4. Total
bajo p62; bajo alto p62; bajo bajo p62; alto alto p62; alto
LC3B LC3B LC3B LC3B
CE bajo grado Lz 2 = > L
26,8% 4,9% 56,1% 12,2% 100,0%
CE alto grado : 2 ’ c e
31,6% 10,5% 36,8% 21,1% 100,0%
Total 17 4 30 9 60
28,3% 6,7% 50,0% 15,0% 100,0%

Los tumores que pertenecen al grupo 1 presentan niveles basales de autofagia,
mientras que los del grupo 3 presentan activacion de la ruta. Por otro lado, los dos
grupos restantes corresponden a autofagia aberrante; el grupo 2 corresponderia a una
autofagia basal interrumpida en etapas tardias del proceso y el grupo 4 a una autofagia

activada, que también se ha visto interrumpida en etapas tardias del proceso [125].

Alrededor de un tercio de los tumores endometriales incluidos en nuestro trabajo
pueden ser clasificados como del grupo 1, es decir, tienen una autofagia basal
independientemente del grado tumoral. Un porcentaje muy bajo de los tumores, un

6.7% del total (4.9% de los CE de bajo y 10.5% de los de alto grado) presentan una
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autofagia basal aberrante. La mayoria, un 50%, de los tumores analizados se pueden
incluir en el grupo 3, lo que significa que tienen una autofagia activada, aunque este
porcentaje varia entre los dos grados histologicos (56.1% de los CE de bajo grado y
36.8% de alto grado). Por dltimo, un 15% de todos los tumores analizados, poseen una
autofagia activada que se ha visto interrumpida y es aberrante, sobreexpresando ambas
proteinas; un 21.1% de los pacientes con CE de alto grado tienen este patron de
expresion, mientras que de los tumores de bajo grado el porcentaje respecto al total es

menor (12.2%).

2.10. Correlacion entre el estado de la autofagia, la expresion de
PIK3CA y mutaciones en los genes PIK3CAy PTEN

En un estudio previo de nuestro grupo se analizé mediante secuenciacion por el
método de Sanger la presencia de mutaciones patogénicas en los genes PIK3CA y
PTEN en parte de la serie de tumores incluidos en nuestro trabajo [120], en este trabajo
se ha completado el estudio genético en 15 pacientes que no habian sido incluidos.
Como ya hemos sefialado anteriormente PIK3CA y PTEN tienen funciones contrarias
sobre la autofagia, siendo el primero un inhibidor y el segundo un activador; por ello,
hemos estudiado el estado de la ruta autofagica (expresion conjunta de p62 y LC3B) en
los tumores de endometrio de agrupandolos de acuerdo con la expresion de la proteina

PIK3CA y con las mutaciones detectadas en los genes PIK3CA y PTEN (Tabla 23):
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Tabla 23. Pacientes con CE analizados. Resultados de la expresion de PIK3CA, mutaciones en PIK3CA 'y PTEN y estado de la autofagia.

CE bajo grado

CE alto grado

PACIENTE DIAGNOSTICO

EGI
3 EGI
5 EGI
6 EGII
7 EGI
9 EGII
10 EGII
12 EGII
15 EGI
16 EGI
17 EGI
18 EGII
19 EGII
20 EGI
21 EGI
22 EGI
23 EGI
26 EGII
27 EGII
28 EGII
29 EGII
32 EGII
33 EGII
34 EGII
35 EGI
36 EGI
38 EGI
40 EGI
41 EGI
42 EGII
45 EGI
47 EGII
48 EGI
51 EGII
53 EGI
54 EGI
55 EGI
56 EGI
57 EGII
58 EGI
60 EGI
1 ™
4 ™
8 S
11 S
13 EGIII
14 CS
24 EGIII
25 ™
30 ™
31 S
37 S
39 EGIII
43 ™
44 EGIII
46 CS
49 MX
50 S
52 EGIII
59 CC

Expresion
de PIK3CA
(%)
105,17

1,90

43,94

1,08
3,05
118,41
74,87
100,21
87,62
11,72
57,82
40,68
59,77
53,07
51,09
78,71
110,82
115,31
7,17
33,59
63,04
48,51

122,83

102,09
10,47
3,74
1,65
1,58
5,33
0,55
6,86

6,03

13,58
1,23
10,49
41,36
29,64
66,64
17,87
16,91
4,90
30,05
44,70
49,73
41,45
8,60
15,58

68,58

307,99
1,03
6,83
1,09
10,66
1,34

61,70
4,97
100,49
298,30
25,51
43,13

Mutacién en
PIK3CA

p.Y1021H
p.M1043V

p.N1044K

no

no

no

no

no

no
p.H1065L

no

no

no
p.M1043V

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no
no
no
no
no
no
no
no

no

p.C420R

no

no

no

no
p.Q546R

no

no

no

no

no

no

no

no

no
p.K1024N,
p.T1025A

no
p.M1043

no

no

no

no
p.M1043V

no

no

no

no

no

Mutacién en
PTEN

no
p.1253fsX2,
p.L320S
p.G132D,
p.1253fsX2
p.G132A
p.R130P
p.136fsX1
no
p.R130G

p.R130Q, p.T131P
no
no
p.N323insAfsX1
p.R335X
p.E299X
p.N323insAfsX1
no
p.R130P, p.R130L
no
no
p.R130G, p.R130L,
p.V158Vv
no
no
no
no
no
p.A262TfsX4
p.R233X
no
p.D92H,
pT318_320fsX,
p.L42P
no
no
no
no
no
p.F341V
no
no
p.T318 320fsX
p.R172fsX6
no
no
no
p.P248fsX6
p.E256X
p.R130Q,
p.R142W, pR173Y
no
no
no
no
p.R130G
no
p.E285X, p.T68H
p.W274X
no
no
no
no

Estado de la autofagia (segiin
p62+LC3)

Autofagia basal

Autofagia activada

Autofagia basal

Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia basal
Autofagia activada
Autofagia basal
Autofagia basal
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada interrumpida
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada

Autofagia activada

Autofagia activada interrumpida
Autofagia activada
Autofagia basal
Autofagia basal
Autofagia basal interrumpida
Autofagia activada
Autofagia basal
Autofagia basal interrumpida

Autofagia activada

Autofagia basal
Autofagia activada
Autofagia activada

Autofagia basal

Autofagia basal

Autofagia activada interrumpida
Autofagia activada interrumpida
Autofagia activada interrumpida
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada interrumpida

Autofagia basal

Autofagia basal
Autofagia activada
Autofagia activada

Autofagia activada

Autofagia activada
Autofagia activada interrumpida
Autofagia activada
Autofagia activada
Autofagia activada interrumpida
Autofagia basal
Autofagia basal
Autofagia basal
Autofagia activada interrumpida
Autofagia basal interrumpida
Autofagia basal
Autofagia basal interrumpida
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Nuestros resultados muestran que 10 tumores presentan mutaciones en PIK3CA
y 26 en PTEN, en 6 coexisten mutaciones en ambos genes y 30 no poseen mutaciones

en ninguno de los dos genes.

De los 10 tumores (16.6%) con mutaciones en el gen PIK3CA, 7 presentan

niveles disminuidos de expresion de la proteina y 3 sobreexpresion.

Asimismo, se analizo la posible relacion entre mutaciones en los genes PIK3CA
y PTEN y el estado del proceso de autofagia de las muestras analizadas. De los tumores
incluidos (n=60), 4 contienen mutaciones en PIK3CA, pero poseen PTEN germinal. De
estos cuatro tumores, el 50% presentd una autofagia basal y el otro 50% activada (Tabla
24):

Tabla 24. Pacientes con PIK3CA mutado y PTEN germinal.

Estado de la autofagia (segin
p62+LC3B)

Autofagia basal

N° de Tumores

Autofagia basal interrumpida
Autofagia activada

P = O N

Autofagia activada interrumpida
Total: 4

De las 26 muestras que contienen mutaciones en PTEN, 20 presentan PIK3CA
germinal. La mayoria de tumores con mutaciones solo en PTEN presentaron una
autofagia activada (expresion de p62 disminuida y alta de LC3B) (Tabla 25):

Tabla 25. Pacientes con PIK3CA germinal y PTEN mutado.
Estado de la autofagia (segiin

N° de Tumores

p62+L.C3B)
Autofagia basal 2
Autofagia basal interrumpida 0
Autofagia activada 17
Autofagia activada interrumpida 1

Total: 20
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En los 6 tumores de nuestra cohorte en los que coexisten mutaciones en los
genes PIK3CA y PTEN, tres tumores mostraron niveles de autofagia basal y los otros

tres activada. (Tabla 26):

Tabla 26. Pacientes con PIK3CA y PTEN mutados.

Estado de la autofagia (segin
p62+LC3B)

Autofagia basal

N° de Tumores

Autofagia basal interrumpida
Autofagia activada

P N O w

Autofagia activada interrumpida
Total: 6

Por ultimo, 30 tumores no presentaron mutaciones en ninguno de los dos genes y
observamos niveles basales de autofagia en el 46.6% y activacion de la misma en un
53.3%. (Tabla 27):

Tabla 27. Pacientes con PIK3CA y PTEN germinales.
Estado de la autofagia (segiin

N° de Tumores

p62+LC3B)
Autofagia basal 10
Autofagia basal interrumpida 4
Autofagia activada 10
Autofagia activada interrumpida 6

Total: 30
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3. Efecto del tratamiento con Panobinostat®, cloroquina y
metformina en lineas celulares tumorales de carcinoma de
endometrio

Con el fin de estudiar la respuesta de tumores de endometrio a nuevas estrategias
terapéuticas, se seleccionaron tres farmacos diferentes: Panobinostat®, un inhibidor de
histonas desacetilasas; la cloroquina, usado comunmente como antimalarico y
actualmente, utilizado como inhibidor de la autofagia; y la metformina, un conocido

antidiabético recientemente asociado con proteccion frente al cancer.

3.1. Estudio del efecto de Panobinostat® en lineas tumorales de
carcinoma de endometrio

La incubacion con Panobinostat® (LBH589) en las cuatro lineas celulares
derivadas de cancer de endometrio: AN3CA, HEC1B, KLE y SKUT]1, se llevo a cabo
con cinco concentraciones diferentes de LBH589 (10nM, 25nM, 50nM, 75nM vy
100nM), hasta un méximo de 72 horas. Como se muestra en la Figura 32, se observé
una inhibicion del crecimiento celular en todas las lineas y a todas las concentraciones,

siendo mas eficaz desde 25nM.

89



Resultados

AN3CA LBH589 HEC1B LBH589
250 450
400
200 350
e #=10nM o 300 ——10nM
£ 150 ~m-25nM £ —8-25nM
g 2 250
E 50nM £ e 50nM
] L 2 200
S 100 12 - —=75nM ] =>=75nM
e —— —
* \./ 5 —%—100nM ¥ 150 —5#=100nM
Control 100 E¥ Control
50
50
o 0
tiempo 0 24h 48h 72h tiempo 0 24h 48h 72h
KLE LBH589 SKUT1 LBH589
250 500
450
200 400
——10nM 350 ——10nM
8 -]
£ 150 ~8-25nM £ 300 ~@=25nM
§ =~ w ; —A—50nM £ 250 —he=50nM
5 o
S 100 —=750M S 500 —4=750M
® ®
=#=100nM 150 ~=100nM
50 control 100 B g Control
50
0 0
tiempo 0 24h 48h 72h tiempo 0 24h 48h 72h

Figura 32. Analisis de proliferacion mediante MTT en lineas celulares de CE tratadas con LBH589 durante 24, 48 y 72
horas. Se observa una susceptibilidad al compuesto en todas las lineas, con inhibicién del crecimiento a todas las
concentraciones. Los datos representados corresponden a la media de tres réplicas y de dos experimentos independientes.

Las células tratadas a la concentracion de 10nM mantienen la capacidad de
proliferar, aunque en una proporcion mucho menor que las células sin tratamiento. A
partir de 25nM todas las lineas muestran una marcada inhibicion de la viabilidad, siendo

esto observable graficamente desde las 24 horas en contacto el farmaco.

El estudio del ciclo celular mediante citometria de flujo se realizd con una
concentracion intermedia de farmaco (50nM) tras la incubacion durante 72 horas. Los

resultados se muestran representados graficamente en la Figura 33:
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Figura 33. Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo de las cuatro lineas celulares de CE tratadas con LBH589 50nM.
Se puede observar una respuesta diferente al farmaco en las distintas lineas, presentando AN3CA y HEC1B una alta tasa de
muerte celular. Las lineas KLE y SKUT1 muestran una menor muerte celular, aunque siempre mayor que las células sin
tratamiento. [Tiempo 0: corresponde al analisis del ciclo al comienzo del experimento, sin tratamiento.; C+: control sin
tratamiento a cada uno de los tiempos analizados]. Los datos representados corresponden a la media de dos experimentos
independientes.

El analisis de los resultados mostré una tasa de mortalidad mayor en las células
tratadas que en los controles. La linea celular AN3CA tratada no muestra diferencias
frente a la no tratada a las 24 horas (p=0.334), pero la tasa de mortalidad aumenta
notablemente hasta el 22.7% a las 48h, (p<0.01) y el 31.39% a las 72h (p<0.01). La
linea celular HEC1B muestra ya a las 24 horas una mortalidad superior a la no tratada,
pero después se incrementa hasta casi un 50% a las 48 y 72 horas (p<0.05). Las células
de las lineas celulares KLE y SKUT1 presentan una mortalidad mas moderada frente al
farmaco. En las células KLE se observa una mortalidad ligeramente mayor con LBH
que sin tratamiento a las 72 horas (p<0.01), mientras que en SKUTL1, aunque mas
discreta que en las dos primeras lineas, se observa un mayor porcentaje de muerte desde
las 24 horas de tratamiento, un 13.84% a las 24 horas (p<0.05), un 14.08% a las 48

horas (p<0.05) y un 15.85% a las 72 horas (p<0.01). Cabe destacar que las lineas
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AN3CA, HEC1B y SKUT1 presentan un bloqueo en la fase G2/M a las 24 horas de
tratamiento (p<0.05 en las tres lineas). Por otro lado, KLE muestra un aumento de
células en G2/M a las 72 horas de tratamiento, que coincide con el mayor porcentaje de

celulas muertas (<G0/G1).

Para determinar si existia un efecto del LBH589 sobre la autofagia, se analizé la
expresion de proteinas mediante western blot e inmunofluorescencia. El ensayo de
western blot se llevd a cabo tras la incubacion con LBH589 50nM durante 24, 48 y 72
horas, tras ello, se extrajeron proteinas y se estudio la expresion de p62, LC3B y

Beclinl.

La expresion de p62 en las muestras tratadas con LBH589 disminuyd en las
cuatro lineas de CE utilizadas (Figura 34). En la linea AN3CA se observo una
disminucion del 50% en la expresion de p62. KLE y SKUT1 mostraron un fragmento
adicional de mayor tamafio que p62 que aumenta su expresion con el tiempo de

exposicion al farmaco.
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Figura 34. Expresion de la proteina p62 en lineas celulares tumorales de carcinoma de endometrio bajo el tratamiento con
LBH589 50nM. Los graficos muestran la expresién proteica cuantificada en forma de ratio p62/p-actina. [ST: células sin

tratamiento; B-actina: control de carga].

El tratamiento con LBH589 50nM causa un ligero aumento en la expresion de la

proteina Beclinl similar en todas las lineas celulares (Figura 35).
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Figura 35. Expresion de la proteina Beclinl en lineas celulares tumorales de carcinoma de endometrio bajo el tratamiento
con LBH589 50nM. Los graficos muestran la expresién proteica cuantificada en forma de ratio Beclinl/-actina. [ST: células

sin tratamiento; B-actina: control de carga].

La expresion de LC3B-11 aumenté muy ligeramente al incrementar el tiempo de

exposicion al farmaco en las lineas AN3CA, KLE y HEC1B. Sin embargo, en la linea

celular SKUT1 se observo un aumento de expresién muy acusado (Figura 36).
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Figura 36. Expresion de la proteina LC3B en lineas celulares tumorales de carcinoma de endometrio bajo el tratamiento con
LBH589 50nM. Los graficos muestran la expresion proteica cuantificada en forma de ratio LC3B-II/g-actina. Se representa
Unicamente la isoforma 11 puesto que es la mas sensible a variaciones en el flujo de autofagia. [ST: células sin tratamiento; g-
actina: control de carga].

Por otro lado, tras incubar las cuatro lineas celulares durante 72h con LBH589 se

realizd una inmunofluorescencia, observando, al igual que en los estudios de western

blot, una ligera disminucion de la expresion de p62, mas visible en la linea AN3CA. La

proteina p62 se distribuye por todo el citoplasma, en todas las lineas celulares y en las

lineas HEC1B, KLE y SKUTL1 se observa un pequefio nimero de acumulos de la

proteina (Figura 37). La proteina LC3B se localiza por todo el citoplasma y también en

el nlcleo, y en la linea celular SKUTL1 se observan acumulos de la proteina (Figura 38).
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Figura 37. Expresion de p62 mediante inmunofluorescencia en células tratadas con LBH589 50nM durante 72h y en células
control sin tratamiento. [DAPI: azul (nucleos); p62: rojo].
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Figura 38. Expresion de LC3B mediante inmunofluorescencia en células tratadas con LBH589 50nM durante 72h y en
células control sin tratamiento. [DAPI: azul (nGcleos); LC3B: rojo].
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3.2. Estudio del efecto de la cloroquina en lineas tumorales de
carcinoma de endometrio

Las lineas celulares de carcinoma de endometrio se sometieron al tratamiento

con un farmaco inhibidor de la autofagia, la cloroquina, con concentraciones de 10, 25,

50, 75, 100 y 125uM del farmaco (Figura 39).
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Figura 39. Andlisis de proliferacion mediante MTT en lineas celulares de CE tratadas con cloroquina durante 24, 48 y 72
horas. Se observa una susceptibilidad al compuesto en todas las lineas, con inhibicién gradual del crecimiento segin
aumenta la concentracion de farmaco. KLE parece mas sensible, ya que su crecimiento se bloquea desde la menor
concentracion. Los datos representados corresponden a la media de tres réplicas y de dos experimentos independientes.

La incubacion de las células AN3CA, HEC1B y SKUT1 con concentraciones

crecientes de cloroquina muestra una disminucion de la viabilidad celular. Por otro lado,

la linea KLE es mas susceptible a la cloroquina que los demas tipos celulares,

presentando una inhibicion significativa del crecimiento desde 10uM.

Para llevar a cabo el estudio del ciclo celular bajo el efecto de este compuesto se

selecciond la concentracion de 25uM de cloroquina (Figura 40):
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Figura 40. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo de las cuatro lineas celulares de CE tratadas con cloroquina
25uM. Todas las lineas muestran un discreto efecto del farmaco en el ciclo celular, en AN3CA hay un aumento muy ligero en
la tasa de mortalidad respecto al control y en KLE es un aumento méas notable. [Tiempo 0: corresponde al anlisis del ciclo
al comienzo del experimento, sin tratamiento.; C+: control sin tratamiento a cada uno de los tiempos analizados]. Los datos
representados corresponden a la media de dos experimentos independientes.

El tratamiento con cloroquina a 25uM durante 72 horas no produjo cambios
significativos respecto a las fases del ciclo celular. En AN3CA y KLE se produjo un
aumento en la mortalidad, tan solo del 6.8% en la primera, y desde un 7.81% a las 48

horas hasta un 16.96% a las 72 horas (p<0.05) en la segunda.

Se analizo el efecto que causaba el tratamiento con cloroguina sobre la expresion
de proteinas de la ruta de autofagia en lineas celulares de carcinoma de endometrio.
Para ello se cuantifico la expresion de p62, Beclinl y LC3B en células tratadas con
cloroquina 25uM durante 24, 48 y 72 horas, ademas de en células no tratadas. La
expresion de p62 aumentd en todas las lineas celulares de carcinoma de endometrio

(Figura 41).
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Figura 41. Expresion de la proteina p62 en lineas celulares tumorales de carcinoma de endometrio bajo el tratamiento con
cloroquina 25uM. Los graficos muestran la expresion proteica cuantificada en forma de ratio p62/-actina. [ST: células sin
tratamiento; B-actina: control de carga].

En las lineas AN3CA y SKUT1 el aumento de expresion es muy significativo
respecto a las células no tratadas y parece incrementarse cuanto mayor es el tiempo de
exposicion a la droga. En las otras dos lineas, HEC1B y KLE también aumentd p62,

pero en este caso de manera menos acusada.

La expresion de Beclinl es diferente en las distintas lineas celulares utilizadas.
La expresion de la proteina aumento al incubar con cloroquina las lineas AN3CA y
SKUT]1, siendo este incremento progresivo y méaximo a las 72 horas. Las células

HEC1B y KLE apenas mostraron cambios en la expresion de esta proteina (Figura 42).
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Figura 42. Expresion de la proteina Beclinl en lineas celulares tumorales de carcinoma de endometrio bajo el tratamiento
con cloroquina 25puM. Los graficos muestran la expresion proteica cuantificada en forma de ratio Beclinl/g-actina. [ST:
células sin tratamiento; B-actina: control de carga).

El andlisis de la expresion de LC3B tras el tratamiento con cloroquina muestra
un aumento de expresion en todas las lineas celulares respecto a las células sin tratar, y
la expresion de la proteina aumenta con el tiempo de exposicion al farmaco. En todos

los casos la isoforma citosélica (LC3B-1) también aumentd su expresion (Figura 43).
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Figura 43. Expresion de la proteina LC3B en lineas celulares tumorales de carcinoma de endometrio bajo el tratamiento con
cloroquina 25pM. Los graficos muestran la expresion proteica cuantificada en forma de ratio LC3B-ll/g-actina. Se
representa Gnicamente la isoforma Il puesto que es la méas sensible a variaciones en el flujo de autofagia. [ST: células sin
tratamiento; B-actina: control de carga].

Para observar el efecto de la cloroquina sobre las proteinas p62 y LC3B dentro

de las células se realiz6 una inmunofluorescencia. En todas las lineas celulares se

observa el incremento de p62 en forma de acumulos el citoplasma celular (Figura 44).

La proteina LC3B en células con el compuesto se presenta en forma de actimulos

principalmente en proximidad al nucleo, no observable en células sin tratamiento

(Figura 45).
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Figura 44. Expresion de p62 mediante inmunofluorescencia en células tratadas con cloroquina 25puM durante 72h y en
células control sin tratamiento. [DAPI: azul (ndcleos); p62: rojo].
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Figura 45. Expresion de LC3B mediante inmunofluorescencia en células tratadas con cloroquina 25uM durante 72h y en
células control sin tratamiento. [DAPI: azul (ndcleos); LC3B: rojo].
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3.3. Estudio del efecto de la metformina en lineas tumorales de
carcinoma de endometrio

Se estudid el efecto de la metformina sobre la proliferacidn se realizaron ensayos
de viabilidad celular (MTT) en las cuatro lineas celulares de carcinoma de endometrio.

Para ello, se utiliz6 metformina a 0.5, 1, 2.5, 5, 6.5 y 8mM desde 24 a 72 horas (Figura
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Figura 46. Analisis de proliferacion mediante MTT en lineas celulares de CE tratadas con metformina. Se observa una
susceptibilidad discreta al compuesto en todas las lineas, con disminucién gradual del crecimiento segin aumenta la
concentracién de farmaco. Los datos representados corresponden a la media de tres réplicas y de dos experimentos
independientes.

Los resultados del ensayo de viabilidad mostraron una disminucion de la
proliferacion, pero menor que con el tratamiento con Panobinostat® y cloroquina. En
todas las lineas se observa una reduccién gradual en el crecimiento segun se incrementa

la concentracion de la droga, presentando la maxima inhibicion a 8mM.

El estudio del ciclo celular se realizd con una concentracion de metformina de
8mM, ya que los efectos parecian ser minimos a menores concentraciones. En la Figura

47 se presentan los resultados del andlisis del ciclo por citometria de flujo:
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Figura 47. Anélisis del ciclo celular por citometria de flujo de las cuatro lineas celulares de CE tratadas con metformina
8mM. El efecto del farmaco sobre el ciclo celular es minimo, las células tratadas presentan porcentajes en cada una de las
fases muy similares a las células control sin tratamiento. Unicamente AN3CA y SKUT1 muestran un pequefio aumento en la
tasa de mortalidad con respecto a sus controles. [Tiempo 0: corresponde al analisis del ciclo al comienzo del experimento, sin
tratamiento.; C+: control sin tratamiento a cada uno de los tiempos analizados]. Los datos representados corresponden a la
media de dos experimentos independientes.

Los resultados mostraron cambios minimos en cada una de las fases del ciclo
comparando las células tratadas con sus controles. En cuanto a la tasa de células
muertas y SubG1, Gnicamente las lineas AN3CA y SKUT1 superaron en porcentaje a
los controles. Las células AN3CA mostraron una muerte de alrededor del 10% a las 48
y 72 horas (p<0.05). La linea SKUT1 también present6 mayor muerte a las 48 y 72

horas de tratamiento (p<0.05), aunque no super6 el 10% de células.

En este trabajo, hemos analizado la expresion de proteinas de la ruta de
autofagia en respuesta a la incubacion con metformina 8mM durante 24, 48 y 72 horas.
La expresion de p62 fue diferente en las distintas lineas celulares de CE tras la
exposicion al farmaco. Las lineas AN3CA y SKUT1 presentaron un aumento en la

expresion de p62, mientras que las otras dos lineas, HEC1B y KLE sufrieron una
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disminucion de la proteina. En este caso, también se puede apreciar una banda adicional

que aparece sobre p62 (Figura 48).
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Figura 48. Expresion de la proteina p62 en lineas celulares tumorales de carcinoma de endometrio bajo el tratamiento con
metformina 8mM. Los gréaficos muestran la expresion proteica cuantificada en forma de ratio p62/g-actina. [ST: células sin
tratamiento; B-actina: control de carga].

La expresion de la proteina Beclinl también fue cuantificada y analizada en las

cuatro lineas de CE tratadas con metformina. La expresion de la proteina fue similar en

las lineas celulares AN3CA y SKUT1, observandose un incremento en la expresion en

ambas. En las otras dos lineas, la expresion de Beclinl disminuye conforme aumenta el

tiempo de exposicion a la metformina, aunque en KLE permanece practicamente

invariable (Figura 49).
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Figura 49. Expresion de la proteina Beclinl en lineas celulares tumorales de carcinoma de endometrio bajo el tratamiento
con metformina 8mM. Los graficos muestran la expresion proteica cuantificada en forma de ratio Beclinl/p-actina. [ST:
células sin tratamiento; B-actina: control de carga).

La proteina LC3B-Il aumentd sus niveles de expresion al aumentar el tiempo de
incubacion con la droga en las lineas AN3CA, HEC1B y SKUT1. KLE mostré una

pequerfia disminucion en la expresion de la isoforma Il de la proteina (Figura 50).
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Figura 50. Expresion de la proteina LC3B en lineas celulares tumorales de carcinoma de endometrio bajo el tratamiento con
metformina 8mM. Los graficos muestran la expresion proteica cuantificada en forma de ratio LC3B-ll/B-actina. Se
representa Unicamente la isoforma Il puesto que es la mas sensible a variaciones en el flujo de autofagia. [ST: células sin
tratamiento; B-actina: control de carga].

Al igual que en el caso del tratamiento con LBH589 y con cloroquina, se
procedié a observar la expresion y localizacion de las proteinas p62 y LC3B mediante

inmunofluorescencia de células tratadas con metformina 8mM.

La localizaciéon de la proteina p62 no parecio variar respecto a los controles

correspondientes a cada linea (Figura 51).

En el caso de la proteina LC3B, a diferencia del incremento en forma de
acumulos que se producia tras la incubacién con cloroquina, con metformina LC3B

aumenta pero se distribuye equitativamente por todo el citoplasma (Figura 52).
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Figura 51. Expresion de p62 mediante inmunofluorescencia en células tratadas con metformina 8mM durante 72h y en
células control sin tratamiento. [DAPI: azul (nacleos); p62: rojo].
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Figura 52. Expresion de LC3B mediante inmunofluorescencia en células tratadas con metformina 8mM durante 72h y en
células control sin tratamiento. [DAPI: azul (ndcleos); LC3B: rojo].

111






DISCUSION







Discusién

1. Polimorfismos en genes relacionados con la autofagia
podrian incrementar el riesgo de desarrollar tumores de
endometrio

La autofagia es un proceso de vital importancia en la célula, es indispensable
para la degradacion de macromoléculas y organulos y su desregulacion esta implicada
en el desarrollo de numerosas enfermedades. EI conocimiento de los mecanismos
moleculares que intervienen en el proceso autofagico comenzd con el descubrimiento de
los genes ATGs (Autophagy-related Genes) en levaduras. Estos genes participan en
diferentes etapas de la ruta, forman parte de importantes complejos y son clave en la
induccidn de la autofagia, en la formacion del autofagosoma y en la fusion de éste con

el lisosoma [56, 57].

En nuestro trabajo hemos seleccionado polimorfismos (SNPs) en cuatro genes
que codifican proteinas implicadas en el proceso de autofagia, ATG10 (rs1864183),
ATGS (rs2245214), ATG16L1 (rs2241880) y ATG2B (rs3759601), para evaluar el
posible papel de estas variantes en la susceptibilidad a padecer carcinoma de endometrio
(Tabla 8). Tres de los SNPs analizados son mutaciones de cambio de sentido (genes
ATG10, ATG16L1 y ATG2B), mientras que el polimorfismo del gen ATG5 es una
mutacion intronica. Los genes ATG5, ATG10 y ATGI16L1 se seleccionaron por
codificar proteinas que forman del complejo de ubiquitinacion junto con ATG12 y
ATG2B porque codifica una proteina necesaria para completar el cierre de la membrana

aislada en el autofagosoma.

La proteina ATG10 es una enzima E2-like que media la union entre ATG12 y
ATG5 para formar el complejo ATG12-ATG5 que, posteriormente, junto con
ATG16L1 conformaran un complejo multimérico [78]. Nuestros resultados muestran

que poseer el genotipo TT del polimorfismo de ATG10 rs1864183 confiere un mayor
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riesgo a padecer carcinoma de endometrio. Este SNP de ATG10 consiste en el cambio
de una Treonina por una Metionina en el coddn 212, encontrando la variante p.212Met
asociada con la enfermedad. . En un estudio llevado a cabo por Songane et al. en
pacientes con tuberculosis se encontré que existian diferencias significativas entre los
genotipos CC y TT del gen ATG10 (rs1864183) y se asociaban con diferentes niveles
de IL-8 [126]. La proteina IL-8 es uno de los principales mediadores de la respuesta
inflamatoria y funciona como un activador de la angiogénesis. El proceso angiogénico
es clave para que un tumor pueda dotar a sus células de nutrientes y de oxigeno, y su
desregulacion se relaciona con numerosas enfermedades, entre ellas el cancer [127]. Si
el genotipo TT (Met/Met) de ATG10 es capaz de alterar la produccion de IL-8 y ésta a
su vez de activar la angiogénesis, podria ser este el mecanismo por el que aumente la

susceptibilidad a que se desarrolle un tumor endometrial.

El polimorfismo de ATG5 rs2245214 ha sido previamente estudiado en
enfermedades como la tuberculosis, el lupus eritematoso, la enfermedad dsea de Paget y
el cancer de tiroides no medular [126, 128-130]. Nuestros resultados sugieren que ser
portador del genotipo GG se asocia con un carcinoma de endometrio de mayor grado y
también a que éste sea de tipo no endometrioide. El genotipo GG, o el alelo G, ha sido
hasta el momento el relacionado con incremento del riesgo a desarrollar las
enfermedades anteriormente mencionadas. Parece por tanto, que este cambio en un
nucleotido intrénico se relaciona con enfermedades, aunque el mecanismo no se ha
identificado hasta la fecha. EI SNP de ATG5 podria estar asociado a otro cambio

exonico o con otro gen localizado en la proximidad no incluido en nuestro estudio.

El complejo multiproteico del que forma parte ATG16L1 es indispensable para
la correcta lipidacion de la proteina LC3 durante la formacion del autofagosoma [131].

En nuestro trabajo hemos estudiado el SNP de ATG16L1 rs2241880, observando que el
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genotipo AA (Thr/Thr) aumenta el riesgo de que el carcinoma de endometrio sea de tipo
no endometrioide. Se trata de una mutacion de cambio de sentido que produce el
cambio Thr300Ala en la proteina ATG16L1. La variante p.300Ala ha sido descrita por
varios autores como un alelo de riesgo a padecer, entre otras, la enfermedad de Crohn
[132, 133]. Sin embargo, otros autores sostienen que los heterocigotos GA y los
homocigotos GG tienen menor riesgo a padecer cancer gastrico y encuentran que ser
portador del alelo G (Ala) protege frente al cancer géastrico [134]. Ademas, Grimm et al.
mantienen que los portadores del genotipo Ala/Ala presentan una mayor supervivencia
y menor potencial metastasico de cancer colorrectal debido al papel que un aumento del
Interferon tipo | inducible, producido en estos pacientes, podria tener sobre la
progresion de la enfermedad [135]. En nuestro estudio, aunque el genotipo Ala/Ala no
se asocia con un menor riesgo a desarrollar la enfermedad o un fenotipo méas agresivo,
ser portador del genotipo Thr/Thr se asocia con un CE de caracteristicas mas agresivas,
como es el carcinoma de endometrio de tipo 11 (no endometrioide). EI mecanismo por el
que el polimorfismo en ATG16L1 puede relacionarse con enfermedades como el cancer
no esta claro y existen estudios contradictorios, por lo que son necesarios analisis mas
exhaustivos y en nuestro caso, ampliar la muestra con un mayor nimero de pacientes,

preferiblemente con CE de alto grado y de tipo no endometrioide.

La proteina ATG2B es necesaria en la formacion de los autofagosomas y en la
regulacién de la morfologia y dispersion de las “gotas” lipidicas [136]. En nuestra serie
de pacientes se analizé la variante de ATG2B rs3759601, pero no se encontraron
diferencias significativas entre mujeres con carcinoma de endometrio frente a las
mujeres sanas ni entre grados o tipos de tumor, por lo que pensamos que este SNP en

ATG2B no incrementa la susceptibilidad a desarrollar CE.
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Nuestros resultados sugieren por primera vez que algunas variantes
polimérficas en genes ATG se relacionan con el CE, ya que ser portador del genotipo
TT del gen ATG10 (rs1864183) aumenta la susceptibilidad a padecer la enfermedad, el
genotipo GG del gen ATG5 (rs2245214) incrementa el riesgo de que el CE sea de
mayor grado y de tipo Il (no endometrioide) y el genotipo TT del gen ATG16L1
(rs2241880) confiere mayor riesgo de que el CE sea de tipo no endometrioide

(generalmente mas agresivo).

2. La expresion de proteinas relacionadas con la ruta de
autofagia estd alterada en pacientes con carcinoma de
endometrio

Es conocido que la autofagia estd alterada en muchos tumores y que puede
desempefiar un importante papel como mecanismo supresor tumoral. Este rol como
supresor tumoral se basa principalmente en que, en algunos tumores, una autofagia
deficiente se asociada con progresion tumoral [109, 110]. Sin embargo,
paradojicamente, la autofagia también podria ayudar a sustentar a un tumor en
determinadas condiciones, ya que esta ruta puede funcionar suministrando nutrientes a
células en condiciones hipoxicas antes de que se produzca la angiogenesis [137],

permitiendo que el tumor satisfaga su demanda energética y se establezca.

Aunque la autofagia ha sido estudiada ampliamente en numerosos tipos de
cancer, la expresion de proteinas implicadas directamente en esta ruta y en otras rutas
relacionadas no se ha estudiado a fondo en el caso del carcinoma de endometrio.
Nuestro estudio abarca un amplio analisis de expresion de proteinas en pacientes con
esta enfermedad y podria servir para conocer mejor las posibles implicaciones de esta

via en la patogénesis del cancer endometrial.
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2.1. p62

La proteina p62 es la principal molécula receptora que interviene en el
reconocimiento del material que se degrada en la autofagia selectiva [100]. Debido a
que p62 desempefia multiples funciones y actla en diferentes rutas metabdlicas,
alteraciones genéticas o expresion aberrante de esta proteina se han relacionado con
diferentes enfermedades. Por ejemplo, se ha detectado la acumulacion de agregados de
p62 en pacientes con enfermedades neurodegenerativas, cancer y desérdenes hepaticos
[138]. Ademas, se ha identificado a p62 como una diana patogénica en los casos con
amplificacion de la regién 5q en cancer de rifion [139]. También se han encontrado
alteraciones genéticas en p62 en pacientes con enfermedad Osea de Paget, demencia

frontotemporal y esclerosis lateral amiotrofica [140].

La deteccion de una expresion aumentada de p62 se relaciona con la
acumulacion de agregados proteicos de p62, lo que significa que en el tejido se esta
produciendo una autofagia defectiva o aberrante. En nuestro trabajo, analizamos la
expresion de p62 en muestras de tejido tumoral de pacientes con CE, encontrando que el
75% presentaban expresion disminuida o nula de la proteina y un 25% una expresion
aumentada (Tabla 14). Sin embargo, al comparar la expresion de p62 en los tumores de
bajo y alto grado se encontrd que los tumores de alto grado presentan mayor expresion
de esta proteina, por lo que hemos encontrado relacion entre la expresion o
sobreexpresion de p62 y un mayor riesgo a padecer un CE mas agresivo. Muy
recientemente, lwadate et al. han demostrado que una alta expresion de p62 se asocia a
un fenotipo méas agresivo de CE, es decir, tumores de alto grado, con invasion
miometrial y vascular y, ademas, con un peor prondéstico [141]. Nuestros resultados

apoyan el hecho de que p62 se acumule en tumores agresivos debido a una autofagia
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aberrante y sugiere que p62 podria servir como un biomarcador prondstico en tumores

endometriales.

2.2. LC3B

La proteina LC3B forma parte de uno de los sistemas de ubiquitinacion y su
lipidacion es esencial en el proceso de formacion de los autofagosomas [81]. LC3B
conecta la maquinaria autofagica de degradacion con material ubiquitinado a través de
su unién con p62 y de éste con mono- o poliubiquitinas (a través del dominio UBA)
[101]. LC3B se ha identificado como el marcador mas especifico y preciso de la

autofagia [142, 143].

Nuestros resultados muestran que la proteina LC3B se expresa en la mayoria de
las muestras de tumores de endometrio analizadas (Tabla 15, Figura 18). De acuerdo
con los estudios realizados por diferentes laboratorios, la relacion de la expresion de
LC3B con las caracteristicas clinicas o con la supervivencia varia dependiendo del
tumor. En carcinoma de células escamosas de la cavidad oral, la expresion aumentada
de LC3B esté relacionada con menor supervivencia y en carcinoma cutaneo de células
escamosas, con mayor estadio y mayor didmetro del tumor [144, 145]. Asimismo, en
carcinoma papilar de tiroides es mas alta la expresién de LC3B comparado con tejido
normal y lo mismo ocurre en cancer colorrectal, donde ademaés, la alta expresion
también se relaciona con una menor diferenciacion del tumor [146, 147]. Al contrario
que en los tumores anteriormente descritos, en carcinoma de cérvix y de ovario, se ha
encontrado menor expresion de LC3B en las células tumorales que en el tejido
adyacente [148, 149]. Por ultimo, en el carcinoma esofagico la baja expresion de la
proteina se asocia con un mayor grado de invasion del tumor, mayor metastasis, menor
supervivencia y, ademas, en este caso, la progresion del tumor estaria facilitada por la
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angiogenesis (al observarse un incremento de la expresion de VEGF-A en estas células)

[150].

Los estudios realizados hasta el momento sobre la expresion de LC3B en
diferentes tipos tumorales ponen de manifiesto que la expresién de la proteina varia en

cada tipo de tumor (Tabla 28).

Tabla 28. Relacion de la expresion de LC3B con mal prondstico de la enfermedad en distintos tipos de tumores.

EXPRESION DE LC3B Peor prondstico, mayor agresividad o menor supervivencia

-Carcinoma de cérvix
Expresion Baja -Carcinoma de ovario
-Carcinoma de es6fago
-Carcinoma de células escamosas de la cavidad oral
-Carcinoma papilar de tiroides
-Cancer colorrectal
-Carcinoma cutaneo de células escamosas

Expresion Alta

En carcinoma de endometrio no se han realizado estudios de expresién de LC3B
hasta el momento, pero si con LC3A (proteina de la misma familia y también
relacionada con la autofagia). Sivridis et al. encontraron que en tejido tumoral de
endometrio habia considerablemente mas SLS (“Stone-like” structures, estructuras que
contienen LC3A y se asocian con una autofagia excesiva) que en tejido sano o
hiperpléasico. Ademas, la presencia de estas estructuras también se ha asociado con una
mayor invasiébn miometrial y una menor supervivencia a los 5 afios [151]. Esta
caracteristica que diferencia el tejido tumoral del tejido sano o con hiperplasia podria
ser un factor diagndstico efectivo en este tipo de cancer. Aunque no existan trabajos que
relacionen directamente la expresion de LC3B con prondsticos mas graves, debido a
que LC3B y LC3A son proteinas de la misma familia y ambas relacionadas con la
autofagia, podemos sugerir que LC3B también podria servir como marcador, aunque
son necesarios mas estudios para establecer una relacion clara entre la expresion de esta

proteina y el carcinoma de endometrio.
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2.3. p62 y LC3B. Estado de la autofagia

El analisis de la expresion conjunta de estas proteinas es la forma mas fiable de
establecer el estado del proceso autofagico, LC3B es un marcador de autofagosomas, ya
que su forma lipidada (LC3-11) se encuentra en sus membranas, y p62 es un marcador
del flujo autofagico que sirve de puente entre LC3B y sustratos ubiquitinados y es

degradada por el fagosoma disminuyendo su cantidad [152].

El anélisis conjunto de la expresion de p62 y LCB en nuestra serie de tumores de
endometrio (Tabla 22) mostrd que casi un tercio de todos los tumores presentan
autofagia basal, siendo similar para ambos grados tumorales. Un 50% de los tumores
endometriales analizados presentan activacion de la ruta y un 21.7% muestran una
autofagia aberrante; sin embargo, esto difiere al comparar los tumores de bajo y alto
grado. Los tumores de menor grado presentan, en su mayoria (56.1%), una autofagia
activada, frente al 36.8% de los tumores de alto grado. Por el contrario, el 31.6% de los
tumores de alto grado presentan un proceso autofagico aberrante, ya sea basal o
activado, mientras que solo un 17.1% de los tumores de bajo grado presenta una
interrupcion de la ruta. Nuestros resultados concuerdan con los descritos por otros
grupos en cancer endometrial, que encuentran de manera frecuente una activacion de la
autofagia, a diferencia de lo encontrado en otros tumores ginecolédgicos, como el cancer
de cérvix, en el que es frecuente una autofagia inhibida [153]. Por otro lado, aunque no
hemos podido encontrar significacion estadistica, probablemente debido al reducido
tamafno muestral, las diferencias observadas entre los tumores de bajo y alto grado
sugieren la existencia de defectos en la autofagia en los tumores de mayor grado y mas
agresivos. Se sabe que, la autofagia es capaz de reducir la inestabilidad genémica de las
células tumorales; sin embargo, en células con una autofagia defectiva, dicha

inestabilidad promueve la adquisicion de mutaciones secundarias necesarias para el
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crecimiento y la diseminacion de las células [154]. El grupo de Mathew et al. utilizé un
modelo de autofagia defectiva en cancer de mama y observaron que en estas células se
producia un incremento en los niveles de p62 intracelulares (que no se degradaba), y
esto contribuia a un aumento del estrés oxidativo producido por ROS y como
consecuencia a una activacion de la ruta NFkB, eventos implicados en la transformacién
tumoral [155]. En nuestro trabajo, hemos encontrado una autofagia defectiva en los
tumores de CE de alto grado, que podria estar implicado en la capacidad de metastatizar

y ser mas agresivos, siendo necesarios otros estudios para confirmar esta hipotesis.

Si esta hipotesis fuese correcta, el uso de moduladores de la autofagia podria
plantearse como una terapia prometedora dependiendo de la fase en que se encuentre la

enfermedad.

2.4. Beclinl

Beclinl, es el ortélogo en mamiferos de Atg6 de levaduras [156]. Beclinl es una
proteina clave en la formacion del complejo PI3K de clase Ill, uno de los primeros
componentes reclutados por el autofagosoma en desarrollo, y es esencial para la
autofagia. Dependiendo de las proteinas con las que forma complejos Beclinl es capaz
de regular la autofagia de forma positiva o0 negativa [59, 74]. Debido a que es esencial
en el inicio de la formacién del autofagosoma, muchos estudios han centrado sus
analisis en Beclinl. Tanto la sobreexpresion de esta proteina, como su expresion

disminuida, se han relacionado con diferentes pronosticos en varios tipos de cancer.

Ding et al. encontraron que la pérdida de Beclinl en células tumorales era el
principal patron de expresion en carcinomas hepatocelulares y se relacionaba con
formas recurrentes de la enfermedad [157]. En tumores cerebrales de alto grado también

se encontré expresion disminuida de Beclinl y niveles elevados de esta proteina se
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relacionaron con mejor pronostico [158, 159]. En contraposicion a estos estudios,
Koukourakis et al. asociaron la sobreexpresion de Beclinl en céncer colorrectal con
marcadores histoldgicos de agresividad tumoral como afectacion nodal, alto grado

histoldgico e invasion vascular [160].

En nuestro trabajo, el 60% de las muestras de carcinoma de endometrio
estudiadas presentaron expresion o sobreexpresion de Beclinl, expresandose mas en los
tumores de alto grado (Tabla 16). Nuestros resultados concuerdan con un estudio previo
en el que se encontré una asociacion entre altos niveles de expresion de Beclinl con
tumores endometriales mas agresivos y, ademas, de peor prondstico, y con invasién
miometrial [161], aunque en nuestro caso, no podemos establecer relacion con

parametros clinicos.

Hasta el momento no se ha encontrado una relacion homogénea en la expresion
de Beclinl en los diferentes tipos tumorales, ya que existe una relacion variable entre la
expresion de esta proteina y el prondstico de la enfermedad dependiendo del tipo
tumoral (Tabla 29) y por tanto el valor prondstico de esta proteina sera diferente para

cada tipo tumoral.

Tabla 29. Relacién de la expresion de Beclinl con mal pronéstico de la enfermedad en distintos tipos de tumores.

EXPRESION DE BECLIN1 Peor prondstico, mayor agresividad o menor supervivencia

-Cancer de mama[162]
-Céancer de ovario[163]
-Carcinoma colangiocelular intrahepatico[164]
-Carcinoma esofagico de células escamosas[165]
-Cancer de pulmdn de células escamosas y
adenocarcinoma[166]

Expresion Baja -Carcinoma hepatocelular[157]

-Carcinoma de células escamosas de laringe e hipofaringe[167,

168]

-Varios tipos de linfomas[169-171]

-Cancer gastrico[172]

-Carcinoma duodenal[173]

-Carcinoma de cérvix [174]

-Carcinoma de endometrio[161]

-Cancer colorrectal[175]

-Carcinoma de células escamosas de la cavidad oral[176]

-Carcinoma de nasofaringe[177]

Expresion Alta
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El comportamiento de los tumores de endometrio en relacion con la expresion de
Beclinl difiere de otros tumores ginecoldgicos, como el cancer de ovario y el de cérvix,
en los que la expresion disminuida de esta proteina se relaciona con prondsticos menos
favorables, estadios més avanzados en el cancer de ovario y menor supervivencia en el
carcinoma de cérvix [174, 178]. Aunque en carcinoma endometrial, los patrones de
expresion de proteinas relacionadas con la autofagia difieren de otros tumores
ginecoldgicos, son similares a tumores como el de colon y recto y el de células
escamosas de la cavidad oral. Por ello, a la hora de establecer un tratamiento diana
basado en el estado de la autofagia, el carcinoma de endometrio podria incluirse en este

pequefio grupo de tumores y no, como cabria pensar, con otros tumores ginecoldgicos.

2.5. PIK3CA

Una de las vias de sefializacion méas importante implicada en la carcinogénesis
de tumores ginecoldgicos es la via PISBK/AKT/mTOR. Translocaciones, mutaciones y
amplificaciones de los componentes de esta via resultan en una activacion aberrante de

la misma [179-181].

La activacion de miembros de la ruta PISBK/AKT/mTOR, como PIK3CA,
producen una activacién constitutiva de efectores como mTOR, conocido inhibidor de
la autofagia; sin embargo, existen moléculas que antagonizan la accion de PIK3CA,
como el gen supresor PTEN, que puede ser considerado un activador de la autofagia. En
nuestro trabajo hemos analizado la expresién tanto de PIK3CA, como de mTOR en 60

tumores de endometrio.

La expresion de PIK3CA estd disminuida en la mayoria de los tumores de
endometrio incluidos en nuestra serie (75%), independientemente del grado del tumor

(Tabla 17). Nuestros resultados son similares a los obtenidos por otros grupos si
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consideramos que el 53.3% de los tumores la expresan de forma moderada, es decir,
mas del 40% de expresion respecto al control (Figura 22). Por ejemplo, en muestras de
cancer gastrico estudiadas por Liang et al. se encontraron altos niveles de la proteina
PIK3CA en el 44.86% de los casos y ademas, se relaciond con un peor prondstico
[182]. También en tumores gastricos, se ha observado una mayor expresion de PIK3CA
en el tejido tumoral que en el adyacente, y la expresion de la proteina se encontré mas
incrementada en muestras de metastasis en los nédulos linfaticos [183]. En otro estudio
se encontrd que en carcinoma de nasofaringe existe una sobreexpresion de la proteina
PIK3CA detectada mediante inmunohistoquimica en el 44.6% de los tumores [184]. Es
necesario mencionar, que en la mayoria de trabajos, la expresion de PIK3CA en
muestras tumorales se estudia mediante inmunohistoquimica, por lo que los resultados

podrian diferir de los encontrados mediante western blot.

2.5.1. No existe correlacion entre el estado de la autofagia, la
expresion de PIK3CA y mutaciones en los genes PIK3CA y
PTEN

PIK3CA y PTEN tienen efectos contrarios sobre la autofagia, siendo el primero
un inhibidor y el segundo un activador (Figura 53). Debido a este papel antagdnico
sobre la autofagia y a que en tumores endometriales son muy comunes las mutaciones
en estos dos genes y la coexistencia de mutaciones en ambos [31, 185, 186], hemos
intentado correlacionar la presencia de mutaciones en ambos genes con el estado de la

autofagia en tumores de endometrio (Tabla 23).
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Figura 53. Resumen de la via de sefializacion PI3K/AKT/mTOR. La subunidad catalitica del complejo PI3K de clase I, p110
(PIK3CA), transforma PIP2 en PIP3 e inicia la cascada de sefializacién que en Gltima instancia activara al efector “aguas
abajo”, mTOR. El complejo mTORCL1 cuando se encuentra activado inhibe la ruta de autofagia. PTEN revierte la funcién
de PIK3CA, es decir, convierte PIP3 en PIP2 a través de su funcion fosfatasa, por ello impide la activaciéon de la ruta
PIBK/AKT/mTOR y es por tanto, un activador de la autofagia.

Las mutaciones en el oncogén PIK3CA son activadoras. De los tumores
analizados, 10 (16.6%) presentaron mutaciones en el gen PIK3CA; sin embargo, solo 3
presentaban niveles elevados de la proteina por western blot mientras que en los 7
restantes la expresion estaba disminuida en relacion con la linea celular empleada como
control en nuestro trabajo. EIl mecanismo por el que la proteina presenta una expresion
variable podria ser debido a regulacion epigenética que no hemos incluido en nuestro
analisis o a variaciones en los niveles de expresion de los factores de trasncripcion que

regulan la expresion de este gen.

En nuestra cohorte (n=60), 26 tumores presentaron mutaciones en el gen PTEN,
de los que 6 presentaron coexistencia con mutaciones en el gen PIK3CA. Por otro lado,

30 de los tumores analizados no mostraron mutaciones en ninguno de los dos genes.
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Estos resultados y el estado de la autofagia encontrado, nos permiten agrupar los

tumores en:

1. Tumores con mutaciones en el gen PIK3CA y con el gen PTEN germinal (Tabla
24): La proteina PIK3CA activa la ruta PISBK/AKT/mTOR que inhibe la
autofagia. Sin embargo, la proteina PTEN podria revertir la conversion de PIP2
en PIP3 compensando la activacion de la ruta PISBK/AKT/mTOR vy, por
consiguiente, facilitando la activacion de la autofagia. Los cuatro tumores
incluidos en este grupo presentan niveles variables de actividad autofagica, por
lo que podemos deducir que las mutaciones activadoras en el gen PIK3CA no se
relacionan siempre con una mayor inhibicion de la autofagia. Nuestra
observacidn de una expresion variable de la proteina en tumores con mutacion
en PIK3CA podria explicar esta falta de correlacion.

2. Tumores con el gen PIK3CA germinal y con mutaciones en el gen PTEN (Tabla
25): en estos casos PIK3CA desempefia su funcion con normalidad pero PTEN
no podria revertir la conversion de PIP2 en PIP3 realizada por PIK3CA vy la
autofagia podria inhibirse si la via PI3K/AKT/mTOR se activa mediante los
estimulos necesarios. En nuestro trabajo hemos encontrado 20 tumores con
PIK3CA germinal y PTEN mutado; sin embargo, la mayoria de las muestras
presentan una autofagia activada, por lo que, en estos tumores, la pérdida de
funcién de PTEN no se asocia con una inhibicién de la autofagia probablemente
debido a la existencia de otras vias de activacion redundantes o por otros
mecanismos compensadores de la inhibicion secundaria a la pérdida de funcién
de PTEN.

3. Tumores en los que coexisten mutaciones en los genes PIK3CA y PTEN (Tabla

26): Al igual que en el caso anterior, la sobreexpresion de PIK3CA podria
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inhibir la autofagia y este efecto no seria antagonizado por la accion de PTEN.
De los 6 tumores incluidos en nuestro trabajo con estas caracteristicas, 3
presentan una autofagia basal y otros 3 activada, por lo que podemos deducir
que la coexistencia de una proteina PIK3CA sobreexpresada y la ausencia de la
proteina PTEN no provoca una mayor inhibicién de la autofagia.

4. Finalmente, hemos encontrado 30 tumores que presentan PIK3CA y PTEN
germinales (Tabla 27): En estos tumores no encontramos un patron uniforme de
actividad autofagica, lo que sugiere que la induccion de esta via podria depender
de estimulos exdgenos que reciben las células tumorales, existiendo un balance
en la activacion/inhibicion de la ruta PI3BK/AKT/mTOR que se inclina hacia uno

u otro lado segun la naturaleza de dichos estimulos.

26. mTOR

MTOR es una Serina/Treonina kinasa clave en la regulacion de importantes
funciones celulares, tales como la proliferacion, el crecimiento, la supervivencia, la
motilidad celular y la angiogénesis [187-190] actuando como sensor de nutrientes y
regulando la induccion de autofagia a través de la kinasa ULK1 mediante la formacion

del complejo mTORCL [64, 65].

De las 60 muestras tumorales de carcinoma de endometrio en las que hemos
estudiado la proteina mTOR, el 15% mostr6 expresion de la proteina y el 85% presento
una expresion muy disminuida e incluso nula (Tabla 18). La expresion de mTOR (o de
su forma activada, fosfo-mTOR) se ha encontrado incrementada respecto al tejido sano
adyacente en tumores como el colangiocarcinoma extrahepatico y en tumor primario de

higado [191, 192] y también en céancer de prostata [193], en cancer colorrectal [147,
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194], en carcinoma cervical de células escamosas [195] y en cancer de cabeza y cuello

[196], entre otros.

En carcinoma de endometrio, Kourea et al. encontré una sobreexpresion de la
forma activada de mTOR en tejido endometrial no neoplésico, mientras que en tejido
tumoral la expresion estaba disminuida [197]. Otro estudio, observo que la expresion de
mTOR estaba disminuida en los tumores endometriales cuando estos presentaban ya
una invasion miometrial profunda y que una mayor expresion de la proteina se
correlacionaba con una mayor supervivencia libre de enfermedad [198]. Por altimo, en
el estudio realizado por No JH et al. en 141 muestras de pacientes con CE, solo un 7.1%
de los tumores presentaron sobreexpresion de mTOR, y la alta expresion se relacion6
con una mayor edad y un estado postmenopausico [199]. Nuestros resultados se
asemejan a los encontrados por otros grupos en cuanto a la baja expresion en la mayoria
de tumores endometriales y al pequefio porcentaje que presenta mayor expresion de
mTOR, aungue en nuestro trabajo hemos analizado la expresion de la proteina por
western blot y no por inmunohistoquimica, por lo que los resultados pueden ser

ligeramente diferentes.

Por primera vez hemos identificado en carcinoma de endometrio un fragmento
adicional de aproximadamente 80kDa (Figuras 25y 26) que se detecta con el anticuerpo
utilizado para el analisis de expresion de mTOR (Cell Signaling #2972). Este fragmento
se detecta en la gran mayoria de los pacientes de CE estudiados (52 de 60) y se presenta

de forma muy notable en casi dos tercios de los tumores que lo expresan.

Hasta el momento no se ha descrito otra isoforma de mTOR que se exprese de
manera especifica en tumores, aunque Panasyuc et al. identificaron en 2009 una

isoforma de mTOR de unos 80kDa, a la que denominan mTORbeta, que se expresaba
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en algunas lineas celulares y en algunos tejidos sanos [200]; de los siete posibles

transcritos alternativos del gen mTOR, tres de ellos codifican proteinas (Tabla 30):

Tabla 30. Transcritos del gen mTOR humano.

Nombre ID del Transcrito pb Proteina
mTOR-001 ENST00000361445 8677 2549aa
mTOR-002 ENST00000376838 4017 754aa
mTOR-005 ENST00000455339 694 16laa
mTOR-003 ENST00000495435 2356 No
mTOR-006 ENST00000490931 1111 No
mTOR-007 ENST00000473471 862 No
mTOR-004 ENST00000476768 610 No

Tomado de www.ensemble.org.

La forma candnica de mTOR es la 001, el cDNA de esta isoforma consta de
8677 pares de bases y codifica una proteina de 2549 aminoéacidos. De los tres transcritos
que codifican proteinas, el 002 se traduce en una proteina de 754 aminoacidos, que en
un gel de poliacrilamida podria situarse en torno a los 80kDa. Dado que el fragmento
detectado en nuestros estudios de western blot tiene alrededor de 80kDa, pensamos que

estamos detectando esta isoforma.

El anticuerpo utilizado en nuestro laboratorio reconoce el residuo Ser2481 de la
proteina, que esta presente tanto en mTOR-001 como en mTOR-002. La isoforma 002
conserva Unicamente los ultimos 4017 nucle6tidos del extremo C-terminal, que
corresponden a los 754 Gltimos amino&cidos de la proteina. Tal y como se aprecia en la
Figura 54, la isoforma 002 ha perdido por completo el dominio HEAT y gran parte del
dominio FAT, concretamente hasta el aminoacido 1796, que corresponde a un residuo
de Metionina (ATG) que actia como coddn iniciador de esta segunda isoforma de

mTOR.
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1-1345 1346-1982 2212-2114 2182-2516 2517-2549
HEAT FAT FRB Kinasa FATC

NRD B mTOR-001

laa 2549 aa

1796 aa 2549 aa
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NRD E mTOR-002

laa 754 aa

Figura 54. Dominios de las isoformas 001 (candnica) y 002 de mTOR. Dominio de repeticiones HEAT (Huntingtin,
Elongation Factor 3, A subunit of PP2A, TOR1); Dominio FAT (ERAP (FKBP12-rapamycin-associated protein)/TOR),
ATM, (ataxia-telangiectasia), TRRAP (transactivation/transformation domain-associated protein)); Dominio FRB
(FKBP12-rapamycin binding); Dominio catalitico kinasa, que contiene una regién NRD (negative regulatory domain); y
Dominio FATC (FAT C-terminal).

La region N-terminal de la isoforma 001 mTOR, al igual que otras proteinas
kinasa, estda compuesta por numerosos motivos repetitivos en forma de a-hélice que
normalmente forman plataformas para la interaccion proteina-proteina [201, 202]. El
analisis detallado de la secuencia de mTOR en esta region ha demostrado que contiene
numerosas repeticiones HEAT (hasta 32 repeticiones) y repeticiones TPR

(tetratricopeptide repeats) que conforman su dominio FAT [203].

Se sabe que la proteina mTOR puede localizarse en la membrana plasmatica y
en las membranas externas del reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi, la
mitocondria, y los lisosomas, asi como en el nicleo asociada a los ribosomas y que,
dependiendo de esta localizacion, la sefializacion de mTOR podria ser diferente[204].
Se ha demostrado que mTOR es capaz de situarse en el reticulo endoplasmico y en el
aparato de Golgi a través de secuencias de localizacién que se encuentran en sus
dominios HEAT (regién C-terminal del mismo, aminoacidos del 931 al 1039) y FAT
(region N-terminal, aminoécidos 1362 a 1443) [205, 206]. En la isoforma 002 de mTOR
esta region no esta presente, por lo que perderia su capacidad de localizacion en estos

dos organulos.
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La ausencia del dominio HEAT en mTOR-002 supone la pérdida de diferentes

funciones de la proteina, tales como:

La capacidad de union con Raptor, indispensable para la formacién del
complejo mTORC1, ya que Raptor se une a la region N-terminal de este
dominio [207].

La capacidad de mTOR para fosforilar a otras proteinas, ya que el residuo
Ser1231 al ser fosforilado promueve la posterior fosforilacion de proteinas
como S6K y 4E-BP1 [207]; ademas, también se ha demostrado que la
pérdida de la repeticion 19 del dominio inhibe la capacidad de mTOR para
promover la fosforilacion de S6K [206].

La interaccion con proteinas como Tel2 (Telomere Maintenance 2) y
FBXW?7 (F-Box And WD Repeat Domain Containing 7) entre otras [207].
Tel2 regula la estabilidad de proteinas de la familia PI3K, entre ellas mTOR
[208] y FBXW?7 actla como un supresor tumoral que marca a mTOR para

ser ubiquitinado y consecuentemente, degradado [209].

Por otra parte, la pérdida del dominio FAT supone la incapacidad de unién con

la proteina inhibidora de mTOR, DEPTOR [207].

Ademas, aunque la isoforma 002 mantenga presentes los dominios FRB (unién

de rapamicina), kinasa (catalitico) y FATC, es probable que la conformacién proteica

diste mucho de la que posee la forma canédnica, por lo que puede que estos dominios

también se vean afectados.

En el trabajo de Panasyuc et al. anteriormente mencionado, encuentran que

mTORbeta (MTOR-002) coprecipita con Raptor, por lo que estas dos proteinas estarian

formando un complejo [200]. Sin embargo, el sitio de union de Raptor se encontraria

133



Discusién

ausente en la isoforma mTOR-002, ya que tal y como sostienen algunos autores, Raptor
se une al dominio HEAT de mTOR [207]. Por ello pensamos que Raptor podria unirse a
otra regién de mTOR y mantener su capacidad para formar el complejo, o bien, que el
hecho de que Raptor y mTORDbeta coprecipiten juntos se deba a un error experimental,
ya que por otra parte, los experimentos de Panasyuc et al. no han sido reproducidos por
otros autores. Ademas, este grupo encuentra que mTORbeta mantiene la capacidad para
fosforilar a efectores como S6K [200], lo que es un hecho contradictorio ya que otros
autores han demostrado que tanto el residuo Ser1231 como la repeticién 19 del dominio
HEAT (ambos ausentes en mTOR-002) son necesarios para la fosforilacion de S6K y su

pérdida provocaria la incapacidad de fosforilar a esta proteina [206, 207].

Si Raptor no puede unirse a mTOR-002 para formar el complejo mTORC1, o se
une a otra regién, conformando asi un complejo mTORCL1 no funcional o aberrante, el
complejo kinasa ULK1 (ULK1-ATG13-FIP200-ATG101) nunca seria inhibido por
parte de mMTORCL1 y estaria libre para fosforilar a sus propios componentes y asi activar

la autofagia de forma constitutiva por parte de esta via.

En las muestras de CE incluidas en nuestro trabajo, 52 de los 60 tumores
mostraron mayoritariamente expresion de la isoforma 002 de mTOR. De los 8 pacientes
que no presentaron esta isoforma, 4 mostraron sobreexpresion de la isoforma 001
(tumores 10, 45, 48 y 50); en estos 4 tumores, que no expresan la isoforma 002, la
autofagia se encontr6 de forma basal (o basal interrumpida), por lo que en estos casos
mTOR podria estar inhibiendo la autofagia. Cuando los niveles de expresion de mTOR-
001 son inferiores al 15% de lo encontrado en los controles y mTOR-002 esta
sobreexpresado, lo que ocurre en 21 tumores, la autofagia se encuentra activada en 16

de ellos, es decir en un 71.43% de los casos. En estos tumores, la expresion de la
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isoforma 002 de mTOR y su incapacidad para formar el complejo inhibidor mTORC1

podria estar relacionada con una activacion de la ruta de autofagia.

Los demas tumores, que expresan ambas isoformas, no expresan ninguna, 0
expresan mayoritariamente la isoforma 002, presentan una autofagia activada o basal en
proporcidn similar. En estos casos, la activacion o inhibicion de la autofagia ocurriria a

través de otras vias o mediante algin mecanismo gque desconocemos.

En el presente trabajo hemos analizado por primera vez la expresion de la
proteina mTOR en carcinoma de endometrio mediante técnicas de western blot,
mostrando la expresién mayoritaria de la isoforma 002, que hasta el momento no se ha
detectado en tumores. Nuestro laboratorio ha analizado con el mismo anticuerpo esta
proteina en diferentes tumores, no encontrando expresion de la isoforma 002 en ninguno
de los casos analizados hasta el momento, por lo que parece una isoforma especifica de
tumores endometriales. Dado que hasta el momento no hay estudios que analicen los
mecanismos que dan lugar a la expresion de esta isoforma ni su funcion celular,

consideramos de gran interés profundizar en su estudio.

2.7. PKC( (PKCz)

Las proteinas kinasas C, conforman una gran familia multigénica de
serina/treonina kinasas que intervienen en multiples rutas de transduccién de sefiales y
estan implicadas en numerosas respuestas celulares a factores de crecimiento y otros
estimulos [210, 211]. Las enzimas de esta familia poseen un dominio catalitico
altamente conservado y un dominio regulador responsable del mantenimiento de la
conformacién activa o inactiva de la enzima. Existen varias isoformas de PKCs y se
organizan en tres grupos: las isoformas clasicas a, BI, BII y y; las isoformas nuevas 9, «,

0,ny w; y las isoformas atipicas vA y € (z) [212].
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PKCz es uno de los miembros de las PKCs atipicas y esta implicada en la
regulacion de la transformacidon celular y la carcinogénesis. Se ha demostrado
previamente que esta proteina esta implicada en multiples rutas de sefializacion como la
activacion de la cascada ERK/MAPK, la ruta NF-«xB, asi como en la regulacion de la
polaridad celular [213]. Para su actividad, esta proteina necesita la interaccion con otras
proteinas como p62, Par-6 y MEKS. La interaccion entre PKCz y p62 se produce a

traves de sus dominios PB1 (Phox/Bem1p) [103, 214] (Figura 55).

® L &
PKCZ | PB1 RS Cf | KD |
) I & - _3_?0
p62 PB1 2z T8s UBA

Figura 55. Dominios/motivos funcionales de PKC(y p62 [215].

En nuestro trabajo hemos analizado la expresion de PKCz mediante western blot
en 60 tumores de pacientes con CE encontrando expresion normal o ligeramente
aumentada de la proteina en el 66.7% de las muestras (Tabla 19). Un tercio de los
tumores mostraron una expresion disminuida de PKCz, aunque la ausencia total de
expresion fue muy poco frecuente, encontrandose tan solo en cuatro pacientes. Se
obtuvieron resultados similares en los dos grupos de CE pero los de bajo grado
mostraron un mayor nimero de casos con expresion disminuida (39.9% frente a un
21.1%) y los de alto grado un mayor porcentaje con expresion elevada (78.9% frente a

un 61%).

Las PKCs atipicas como PKCz y PKC vA, se han relacionado con la
tumorigénesis, aunque el papel que tiene PKCz es controvertido y no esta del todo
claro. En un estudio del transcriptoma tumoral denominado Oncomine 3.0 llevado a

cabo por Rhodes et al. en 2007, se encontré que PKCz aparecia como la diana mas
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sobreexpresada en cancer de prostata metastasico y no metastasico [216]. Por otra parte,
la “bisindolylmaleimide 1” se une a PKCz inhibiéndola y es capaz de detener el
crecimiento en células de glioblastoma [217]. Ademas, se ha encontrado que PKCz
podria estar relacionado con la tumorigénesis en el ovario, ya que su sobreexpresion
aumenta la supervivencia celular y su bloqueo disminuye la motilidad de la célula
tumoral [218]. En lineas celulares uterinas, la sobreexpresion de isoformas de PKC esta
relacionada con una alta tasa proliferativa y podria estar implicada en la patogénesis de
este tipo de tumores [219]. Nuestro estudio ha sido el primero en analizar la expresion
de PKCz en tejido tumoral de pacientes con CE y nuestros resultados muestran que la
proteina se expresa en la mayoria de los casos, y en mayor porcentaje en los tumores de

mayor grado.

A la vista de estos resultados, el empleo de farmacos inhibidores de la funcién
de PKCz podria ser una nueva diana terapéutica a tener en cuenta en carcinoma de

endometrio, ya que se ha demostrado su efectividad en otros tipos de tumores.

2.8. TRAF6

Las proteinas de la familia TRAF (Tumor necrosis factor-associated factors)
fueron inicialmente descubiertas como proteinas adaptadoras que se acoplan a la familia
del factor de necrosis tumoral (TNF) en la sefializacion de varias rutas celulares. TRAF6
se identificd como un adaptador de sefiales inducidas por las superfamilias TNFR y IL-
1R/TLR (interleukin-1 receptor/Toll-like receptor) y se vio que desempefiaba un papel
importante en la respuesta inmune innata [220]. Ademas de regular la actividad de
IKK/NFkB, TRAF6 también modifica otras rutas de sefalizacion; asi, se encontrd que

TRAF6 mediaba la activacion de proteinas como JNK y p38 [221] ademas de mediar la
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ubiquitinacion y activacion de AKT [222], proteina que interviene en la ruta de

activacion de mTOR.

Recientes estudios han mostrado evidencias de que TRAF6 desempefia un
importante papel en el cancer. El andlisis de la expresion de la proteina en tumores de
endometrio mostré que un 68.3% de los tumores presentaban una expresion normal o
incrementada de TRAF6, mientras que solo un 31.7% mostraban disminucion o

ausencia de expresion, no encontrando diferencias segun el grado tumoral (Tabla 20).

El porcentaje de muestras con expresion o sobreexpresion de TRAF6 en los
tumores incluidos en nuestra serie es superior al encontrado en otros tipos de tumores.
Por ejemplo, en cancer gastrico se encontrd expresion de la proteina en un 58.9%,
mientras que en tejido no tumoral la expresion se perdia o disminuia considerablemente.
En este tipo de tumor, la sobreexpresion de TRAF6 se relaciond con un peor prondstico,
mayor capacidad de invasion y disminucién de la apoptosis [223]. En cancer de pulmon
se ha visto que TRAF6 actia como un oncogen amplificado, sirviendo de “puente”
entre las rutas de RAS y NFxB [224]. En otros tumores, como es el caso del cancer de
esofago, el osteosarcoma, el cancer de colon, el mieloma o el glioma, TRAF6 parece
estar relacionado con la tumorigénesis, al asociarse con una mayor proliferacion y
modificacion de la apoptosis [225-229]. No obstante, hay que tener en cuenta que la
mayoria de los estudios antes citados analizan la expresion de TRAF6 mediante
inmunohistoquimica mientras que en nuestro trabajo la hemos determinado por western

blot.

Nuestro estudio ha sido el primero que ha analizado la expresién de TRAF6 en
carcinoma de endometrio. La observacién de que la mayoria de los tumores de

endometrio incluidos en nuestro trabajo presentan sobreexpresién de esta proteina, nos
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permite sugerir que su inhibicién podria resultar en una disminucion de la proliferacién

celular y, por lo tanto, ser una posible diana terapéutica.

2.9. Correlacién entre la expresion de proteinas de la ruta de
autofagia en tumores de endometrio

En nuestro trabajo, hemos encontrado correlacion en la expresion en tumores de
endometrio entre varias proteinas implicadas en la ruta de autofagia. Asi, encontramos
una asociacion significativa entre la expresiéon de p62 y mTOR-001, TRAF6 y Beclinl;

entre mTOR-001 y Beclinl, y entre mTOR-001 y TRAF®6.

La correlacion encontrada entre p62, TRAF6 y mTOR-001 podria ser debida a
algunas de las funciones biolGgicas que poseen estas proteinas. La proteina p62
funciona como molécula adaptadora de la sefializacion de mdltiples rutas, por ejemplo,
posee un importante papel en la proliferacion y la supervivencia celular a través de la
activacion de mTORC1 [105, 230]. Esto es llevado a cabo mediante la interaccion de
p62 con Raptor, componente esencial del complejo mTORC1, y mediante la facilitacion
de la translocacion del complejo mTORC1 al lisosoma, proceso que implica la
interaccion de p62 con proteinas Rag [230]. Ademas, se ha demostrado que la ubiquitin-
ligasa tipo E3, TRAF6, también es crucial en este proceso [231]. Por tanto, la
interaccion entre p62 y TRAF6 facilita el reclutamiento de mTORC1 al lisosoma y
cataliza la poliubiquitinacion del residuo K63 de la subunidad mTOR del complejo, lo
que es requerido para su correcta activacion por los niveles de aminoacidos [231]. La
interaccion de estas tres proteinas en la activacion de mTORCL regulada por los niveles
de nutrientes, explica la correlacion entre la expresion de las tres proteinas en tumores

de endometrio.
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Por otro lado, hemos encontrado una correlacion positiva entre Beclinl y p62 y
entre Beclinl y mTOR. Estas tres moléculas no intervienen conjuntamente en ninguna
ruta diferente a la autofagia y en el proceso autofagico poseen papeles contrarios, ya que
mTOR es un inhibidor de la ruta y Beclinl es un regulador positivo. Ademas, la
ausencia de expresion de p62 (y no su sobreexpresion) es el indicador de una activacién
de la via, por lo que no cabria esperar una correlacién entre estas proteinas, o
encontrarla de forma negativa. Estos resultados podrian ser debidos a alteraciones en

otras proteinas implicadas en la autofagia no analizados en nuestro trabajo.

3. Estudio del efecto de Panobinostat® en lineas tumorales de
carcinoma de endometrio

El Panobinostat® (LBH589) es un pan-inhibidor de histonas desacetilasas
(HDAC) perteneciente a la familia del acido hidroxamico, activo frente a HDAC de
clase I, 11, y 1V [232], enzimas implicadas en la modificacidn epigenética de las histonas
[233]. El desequilibrio entre la acetilacion y desacetilacion de histonas esta implicado
en el desarrollo tumoral [234]. La pérdida de acetilacion es un evento comun en tumores
humanos y ocurre frecuentemente en estadios tempranos de la tumorigénesis [235]; por
ello las proteinas HDAC podrian tener un importante papel en el inicio y la progresién
tumoral, siendo utilizadas actualmente como dianas terapéuticas complementarias para

el tratamiento del cancer.

El farmaco LBH589 posee una actividad citotoxica muy potente en células
tumorales, mientras que en células normales tiene una toxicidad minima [232]. Este
farmaco inhibe la eliminacion de grupos acetilo por parte de enzimas HDAC facilitando
la acetilacién de proteinas histonas y no histonas y, como consecuencia, la acumulacion

de histonas y otras proteinas implicadas en el bloqueo del ciclo celular y apoptosis de
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células tumorales. Se ha comprobado la eficacia de este compuesto en tumores
hematol6gicos como el mieloma mudltiple, la leucemia mieloide cronica, el linfoma
cutaneo de células T y la leucemia mieloide aguda, y en tumores sélidos como el de

préstata, pancreas y mama [236, 237].

El Panobinostat® produce una hiperacetilacion de la a-tubulina e inhibe a
HDACG6 provocando una alteracion del transporte de proteinas mal plegadas para su
degradacion en el autofagolisosoma, induciendo apoptosis [232]. Ademas, se ha visto
que esta sustancia puede potenciar la actividad antitumoral de esteroides y agentes

inmunomoduladores como la talidomida y la lenalidomida [238].

En nuestro trabajo hemos incubado cuatro lineas celulares tumorales derivadas
de carcinoma de endometrio con diferentes concentraciones de Panobinostat®, lo que
nos ha permitido analizar la viabilidad de las células incubadas con este compuesto. El
Panobinostat® exhibe inhibicion en el rango de concentraciones nanomolares para las
HDACs de clase I, 11 y IV, por ello, tratamos las células tumorales de CE con
concentraciones de 10, 25, 50, 75 y 100nM. Las cuatro lineas celulares mostraron
inhibicidn de la capacidad proliferativa a todas las concentraciones del farmaco, aunque
la linea KLE mostro una susceptibilidad mas discreta y HEC1B mas marcada (Figura

32).

El estudio del ciclo celular mostrd diferente comportamiento dependiendo de la
linea celular (Figura 33). Las células AN3CA y HEC1B presentaron una tasa de
mortalidad elevada, siendo mucho mas notable en la segunda. Las otras dos lineas
mostraron una menor mortalidad y en el caso de la linea celular KLE se observo cierta
resistencia al farmaco. Las cuatro lineas tumorales mostraron un bloqueo en la fase
G2/M, AN3CA, HEC1B y SKUT1 a las 24 horas de tratamiento y KLE tras 72 horas de

exposicion al farmaco. En otros tumores se ha descrito que el LBH589 es capaz de
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provocar un aumento de células bloqueadas en G2/M, por ejemplo en cancer de prostata
y carcinoma renal [239, 240]. La parada en esta fase del ciclo celular puede originar un
aumento de muerte celular si el ciclo es incapaz de progresar [241-243]; por ello, el
aumento en la mortalidad observado en AN3CA, HEC1B y SKUT1 comienza tras el
blogueo en G2/M a las 24 horas de tratamiento y en KLE se produce mas tarde, tras 72
horas. La hiperacetilacion de las histonas pericentroméricas inducida por inhibidores de
HDAC podria provocar fallos en el ensamblaje de los microttbulos del cinetocoro y ser
la causa de la parada de la mitosis [244, 245]. Se sabe, que la sensibilidad celular a la
radiacion depende de en qué fase del ciclo se encuentren, siendo la fase G2/M en la que
las células son mas radiosensibles [246] por lo que el tratamiento de los tumores de
endometrio con inhibidores de HDAC podria sensibilizarlos e incrementar la respuesta

al tratamiento radioterapico.

La linea celular HEC1B posee una mutacion en el gen KRAS, uno de los
oncogenes mas frecuentemente mutados en cancer [247]. Los miembros de la familia
RAS funcionan como GTPasas monoméricas con dos estados moleculares (activo o
inactivo), de manera que los estados de unién a nucleétidos GDP o GTP determinan sus

funciones bioldgicas.

Cuando estan unidas a GTP, las proteinas RAS intervienen en varias rutas que
influyen en el comportamiento celular [248]. En cancer, es comun que se produzcan
mutaciones activadoras en KRAS, principalmente en los codones 12, 13, 61 y 146 [247,
249]. Estas mutaciones afectan a la actividad enzimatica de la proteina, pero provocan
un efecto aun mayor sobre la hidrolisis de GTP inducida por proteinas GAPs, causando
que el equilibrio entre la forma unida a GDP o0 a GTP se incline hacia la segunda, es
decir, provoca una forma constitutivamente activa (bloqueo de la forma unida a GTP)

[249, 250], aumentando esto la actividad transformante de KRAS. Se sabe, que KRAS
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también es regulada mediante modificaciones postraduccionales, entre ellas, por
acetilacion de la lisina 104. Yang et al. demostraron que dicha acetilacion atenua la
actividad transformante de KRAS porque interfiere con el intercambio de nucle6tidos
mediado por GEFs [251]. EI mismo grupo, identificd dos desacetilasas que regulaban la
acetilacion de KRAS en células tumorales, HDAC6 y SIRT2. Ademaés, observaron que
la inhibicion de cualquiera de estas enzimas afectaba drasticamente al crecimiento de

celulas con mutaciones activadoras en KRAS [252].

Las desacetilasas de residuos de lisina comprenden a las de clases 1 y 11 (HDAC
1-10) [253]. En la linea celular HEC1B, el tratamiento con LBH589 inhibiria HDAC6
por lo que el residuo Lys104 de KRAS se mantendra acetilado y por tanto habria una
menor actividad oncogénica de KRAS a pesar de que estas células poseen KRAS
mutado (p.G12D). Si la capacidad transformante en las células HEC1B viene dada por
la actividad oncogénica de KRAS, el tratamiento con Panobinostat® podria anular o
atenuar dicha actividad y provocar una disminucion en el crecimiento, ademas de un
aumento de la mortalidad. Estos resultados sugieren que el tratamiento con inhibidores
de HDAC en tumores que expresan formas oncogénicas de KRAS podria suponer una
nueva via terapéutica en carcinomas de endometrio con esta caracteristica.

En la linea celular KLE no hemos podido encontrar una relacion entre las
caracteristicas de estas células y la resistencia que presentan frente al farmaco. No
obstante, aunque el LBH589 no produce una alta mortalidad en todas las lineas celulares
incluidas en este trabajo, si produce una inhibicion de la proliferacion en todas ellas, por
lo que podria servir para frenar el crecimiento tumoral en carcinoma de endometrio y

ademas, podria ser una efectiva terapia en aquellos tumores mas susceptibles.

Tras el tratamiento con 50nM de LBH589 de las cuatro lineas de carcinoma de
endometrio observamos una induccion de la autofagia. EI Panobinostat® produce una
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reduccion en la expresion de la proteina p62, que es degradada en el proceso autofégico,
y un aumento de la forma conjugada con fosfatidiletanolamina de la proteina LC3B
(LC3B-I1) en células de carcinoma de endometrio (Figuras 34 y 36). Ademas, una de las
proteinas clave en la formacion de los autofagosomas o vesiculas autofagicas (AVs) y
regulador positivo de la autofagia, Beclinl, aumenta ligeramente en las células
tumorales de CE en respuesta al tratamiento (Figura 35). Asimismo, las
inmunofluorescencias realizadas muestran pequefios acumulos de LC3B, que

corresponden a autofagosomas, sobretodo visible en la linea SKUT1 (Figura 38).

La razon por la que la linea celular SKUT1 exhibe un aumento mayor que el
resto de las lineas celulares incluidas en el estudio de la proteina LC3B-II podria ser
debido a que estas células poseen una mutacién en el gen supresor tumoral del
retinoblastoma (RB1). La relacion entre RB1 y la autofagia ha sido estudiada por varios
grupos, y parece que la pérdida de funcion de la proteina RB1 se asocia con un estimulo
de la autofagia mediante mecanismos directos e indirectos [254]. Parte de los efectos de
RB1 son secundarios a interacciones inhibitorias con factores de transcripcion de la
familia E2F [255] y mutaciones en el gen RB1 producen una desregulacion de la
actividad de las proteinas de esta familia [256]. Las células SKUT1 presentan pérdida
de funcién de RB1, lo que provoca que la proteina E2F1 se active y, como consecuencia

se produzca un aumento de la transcripcion de genes autofégicos, entre ellos LC3 [257].

En otros tipos tumorales también se ha encontrado que el tratamiento con
LBH589 causa una induccion de la autofagia. Varios grupos han comunicado que en
cancer de mama, incluido el cancer de mama triple negativo, se produce un aumento de
los niveles de expresion de LC3-11'y Beclinl y una disminucion de p62 bajo el efecto de
este inhibidor [258, 259]. En estudios en cancer de colon se han encontrado resultados
similares [260].
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Otros pan-inhibidores de HDAC también producen una induccion de la
autofagia, como el Vorinostat (SAHA, suberoylanilide hydroxamic acid) en céncer
cervical [261], de ovario [262] o en condrosarcoma [263], o la Tricostatina A (TSA) en
cancer de colon [264]. Ademas, estd probado que el tratamiento con inhibidores de
HDAC puede inducir tanto apoptosis mediada por mitocondrias como muerte celular

autofagica independiente de caspasas [265].

Hasta el momento, los inhibidores de HDAC han sido probados principalmente
en combinacion con otros farmacos. Por ejemplo, Rao et al. trataron células de cancer
de mama con Panobinostat® y cloroquina. La cloroquina provocé una inhibicion de la
autofagia que habia sido previamente inducida por LBH589, dando lugar a una
acumulacion de proteinas ubiquitinadas toxicas y de p62, causando una muerte celular
de forma sinérgica, es decir potenciando la accién sobre la mortalidad de cada droga por
separado y, ademas, produciendo un aumento en la supervivencia de los ratones usados
como modelo [259]. En otro estudio se trataron células tumorales de cancer de colon
con otro paninhibidor de HDAC, la Tricostatina A (TSA), y se vio que el efecto
antitumoral que producia este farmaco se veia potenciado al realizar el tratamiento en
combinacion con Bafilomicina A (inhibidor de la autofagia) y, ademas, estas células se

volvian mas sensibles a la radioterapia [264].

El tratamiento con LBH589 es efectivo en tumores endometriales ya que es
capaz de producir muerte celular por si solo en algunos tipos celulares y produce una
induccion de la autofagia en todas las lineas celulares utilizadas. El Panobinostat®
podria ser una nueva terapia antitumoral en carcinoma de endometrio y podria servir de

base para tratamientos en combinacidn con otros farmacos.

145



Discusién

4. Estudio del efecto de la cloroquina en lineas tumorales de
carcinoma de endometrio

La cloroquina (CQ) es un agente lisosomotrépico que funciona como una amina
débil. En su conformacion sin carga, esta droga se difunde facilmente a través de las
membranas lisosomales, pero también puede protonarse y quedar atrapada en vesiculas
acidicas como los lisosomas. La protonacion de la CQ resulta en la inhibicion de
enzimas lisosomales que perturban el ambiente de este organulo, acidificandolo (pH<5)
[266]; por ello, la cloroquina es una droga que, a lo largo de los afios, se ha utilizado en
el tratamiento de la malaria [267]. Debido a que la CQ posee efectos antiinflamatorios
también se ha usado en el tratamiento de enfermedades como la artritis reumatoide
[268], el lupus sistémico eritematoso [269] o el sindrome de Sjogren [270]. Mas
recientemente, la CQ se ha usado ampliamente como un agente que sensibiliza frente a
determinadas terapias antitumorales ya que tiene un efecto sinérgico con la radiacién
ionizante y algunos agentes quimioterapicos de una forma especifica del tipo de tumor
[271-275]. Ademas, se ha demostrado que la CQ inhibe el crecimiento y/o induce la
muerte celular en varios modelos tumorales: melanoma [276], glioma [277], cancer de
pulmon [278] y cancer de mama [279], y muestra una baja citotoxicidad en células

epiteliales no tumorales [280].

La CQ puede suprimir la autofagia mediante su acumulacién en el lumen
lisosomal inhibiendo la formacion del autofagolisosoma [281]. Existen multiples
estudios que han revelado que la resistencia a ciertas terapias antitumorales, como la
radiacion, la quimioterapia o la terapia dirigida a dianas moleculares, se atribuye a una
sobrerregulacion de la autofagia que funciona como un mecanismo protector [282, 283].
Por esta razén, la CQ y sus derivados, como la hidroxiclorogquina, han sido usados como

inhibidores de la autofagia en varios estudios en pacientes con cancer. Ademas, se ha
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visto en varios modelos preclinicos que la inhibicién de la autofagia que produce la CQ
en combinacién con otras drogas antitumorales produce de forma sinérgica un aumento

de la citotoxicidad [284-286].

Todas las lineas celulares incluidas en el estudio mostraron susceptibilidad a la
cloroquina (Figura 39). Las células AN3CA, HEC1B y SKUT1 mostraron una
susceptibilidad dependiente de la dosis de droga empleada, observandose claramente
una disminucién en la viabilidad de las células al aumentar la concentraciéon de CQ. Las
células KLE parecen mas susceptibles al farmaco. Aunque existen pocos trabajos sobre
el efecto de la cloroquina en carcinoma endometrial, nuestros resultados concuerdan con
los del grupo de Fukuda et al., quienes encontraron gque la CQ provocaba una inhibicion
de la proliferacion dependiente de la dosis utilizada [287]. Asimismo, en carcinoma
hepatocelular el tratamiento con CQ también causa una inhibicion del crecimiento

celular, tanto in vitro como in vivo [288].

La CQ no modifica el ciclo celular a la concentracion ensayada (25uM) (Figura
40). Las lineas AN3CA y KLE son las que presentan un mayor porcentaje de células en
fase subG1 (muertas), aunque no llega al 10% en la primera y en la segunda esta en
torno al 17%. El mayor efecto del farmaco sobre la mortalidad en la linea KLE es
similar a lo encontrado en otro trabajo, en el que KLE también mostré mayor nimero de
células en fase subG1 que AN3CA [287]. En carcinoma hepatocelular se ha observado
un bloqueo en GO0/G1, ademéas de dafio en el DNA y muerte por apoptosis, tras
tratamiento con CQ [288]. En las lineas celulares de CE analizadas en nuestro trabajo
no se ha encontrado un bloqueo tan significativo en GO/G1, aunque las lineas KLE y
SKUTL1 presentan un mayor porcentaje de células en esta fase que sus respectivos

controles a las 24 horas de tratamiento, aunque las células progresan a partir de ese
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momento y salen del bloqueo. En las células KLE, tras el bloqueo en GO/G1 a las 24

horas se inicia un aumento en la mortalidad, probablemente a causa del mismo.

En estudios realizados en células de carcinoma colorrectal se encontr6 que la CQ
mostraba una actividad dual dependiente principalmente de la dosis utilizada. A dosis
bajas, la CQ inhibe la autofagia, y a altas dosis provoca una permeabilizacion de la
membrana lisosomal y una alta produccion de ROS, que es letal para las células [289].
En nuestro trabajo, hemos tratado a las células a una concentracion baja cuando hemos
analizado el ciclo y la muerte celulares, lo que podria explicar la baja mortalidad

encontrada.

El tratamiento con cloroquina produce una inhibicién del crecimiento en lineas
celulares de carcinoma de endometrio, aungue no causa una mortalidad elevada a la
concentracion utilizada. La cloroquina, puesto que provoca una marcada reduccion en la
proliferacion incluso a bajas concentraciones, podria servir como farmaco adyuvante en

terapias antitumorales en este tipo de tumores.

Como se ha mencionado, la autofagia se ve incrementada durante la
quimioterapia y la radioterapia, y funciona como una respuesta adaptativa que media la
resistencia a estos tratamientos [282]. Por ejemplo, la autofagia se correlaciona con la
resistencia al cisplatino en cancer de ovario [290]. El cisplatino es un agente
quimioterapico importante en el tratamiento del CE, por lo que el uso de un inhibidor de
la autofagia como la cloroquina podria ser una estrategia prometedora en la terapia de

carcinomas endometriales con altos niveles de autofagia.

En nuestro laboratorio hemos tratado a las cuatro lineas celulares de CE con una
concentracion de 25uM de cloroquina durante un maximo de 72 horas. Hemos extraido

las proteinas celulares cada 24 horas y hemos analizado por western blot la expresion de
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p62, Beclinl y LC3B. Hemos comprobado que la cloroquina provoca una marcada
inhibicion de la autofagia en células tumorales de endometrio. En las cuatro lineas
estudiadas se produce un aumento en la expresion de las proteinas p62 y LC3B-II
(Figuras 41y 43). La CQ impide la fusion del autofagosoma con el lisosoma y por tanto
la posterior eliminacion del contenido de estas vesiculas [291], que provoca una
acumulacion de autofagosomas con LC3B-Il en su membrana y de p62, que no es
degradado en el autofagolisosoma al estar interrumpida la via. Todas las células
utilizadas en nuestro estudio muestran una interrupcién de la ruta autofagica bajo el
efecto de la CQ. Ademas del aumento en la expresion proteica observada en el western
blot, mediante inmunofluorescencia hemos observado como LC3B esta dispersa por la
célula en las células sin tratamiento mientras que con CQ se produce un aumento en la
expresion y se ven numerosos acumulos de la proteina que corresponden a
autofagosomas (Figura45). Aunque en menor medida, también se observan acumulos de
p62 bajo el efecto de la CQ (Figura 44), en este caso, p62 se habria unido a la
membrana del autofagosoma a través de LC3B y al no poder progresar hacia la fusion

con el lisosoma se estaria acumulando.

Cabe destacar que el aumento de p62 y LC3B en respuesta al tratamiento con
CQ es mucho mayor en las lineas AN3CA y SKUT1 que en HEC1B y KLE. Las lineas
AN3CA y SKUTL1 contienen mutaciones de pérdida de funcién en el gen supresor
tumoral PTEN, regulador positivo de la autofagia. La pérdida de funcion de PTEN,
podria inducir otras vias de activacién y, de esta forma, las células serian mas
susceptibles a la interrupcion de la autofagia provocada por la cloroquina,

produciéndose un aumento mayor en la acumulacion de las proteinas LC3B-11y p62.

En las lineas AN3CA, KLE y SKUT1 la proteina Beclinl muestra un incremento

en su expresion en respuesta al tratamiento mientras que en HEC1B permanece
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invariable (Figura 42). Beclinl actia en etapas previas a la formacion del
autofagolisosoma, es decir, en la formacion del fagoporo (complejo ATG14- BECN1-
PIK3C3-PIK3R4) y en la maduracion del autofagosoma (complejo UVRAG-BECN1-
PIK3C3-PIK3R4) [59, 69]. Dado que el proceso autofagico estd interrumpido en la
fusion de autofagosoma y el lisosoma a causa de la cloroquina, se acumularan proteinas
que funcionen en etapas anteriores a este punto. Por ello, aunque Beclinl se relaciona
con una autofagia activada, en este caso su incremento de expresion podria ser motivado

por la acumulacion que supone el bloqueo de la formacién del auofagolisosoma.

El tratamiento de lineas tumorales de carcinoma de endometrio con cloroquina
provoca una inhibicién de la autofagia a concentraciones muy reducidas, lo que resulta
en una baja toxicidad para la célula. Estos resultados sugieren que la cloroquina podria
ser una eleccion acertada en el tratamiento de tumores endometriales con una autofagia

sobreactivada que resistencia a las terapias antitumorales habituales.

5. Estudio del efecto de metformina en lineas tumorales de
carcinoma de endometrio

La metformina es una biguanida (comercializada como hipoclorito de 1,1-
dimetilbiguanida) usada como una droga oral para el tratamiento de la diabetes. La
metformina fue aprobada en 1995 por la FDA (Food and Drug Administration) como
tratamiento de la diabetes, y posteriormente recomendada como tratamiento de primera
linea en la diabetes de tipo Il por la Asociacion Americana de la Diabetes [292].
Ademas, aunque su uso no estd aprobado por la FDA, también se utiliza en el

tratamiento del sindrome de ovario poliquistico [293].

En el aflo 2005, Evans et al. sugirieron por primera vez que la metformina

podria tener un efecto antitumoral, al encontrar que los pacientes con diabetes de tipo Il
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tratados con metformina mostraban un menor riesgo a padecer cancer [294].
Posteriormente, otros grupos obtuvieron resultados similares [295, 296]. En 2013, en un
meta-analisis que incluyd 24.410 pacientes, se encontré que el uso de la metformina
estaba asociado a un menor riesgo de muerte a causa del cancer [297]. Se piensa que la
actividad antitumoral de la metformina es consecuencia de los efectos sistémicos que
causan la disminucion tanto de la insulina como de la glucosa y a la activacién de rutas
de sefializacion importantes como la de la kinasa AMK-activada (AMPK) [298].
Recientemente se han evaluado los beneficios potenciales de la metformina en la
prevencién y tratamiento de tumores ginecoldgicos [299, 300]. El uso de la metformina
podria tener una base biolégica importante en el tratamiento del carcinoma de
endometrio. La obesidad [301] y la hiperinsulinemia [302] incrementan el riesgo de

desarrollar un tumor endometrial, y la metformina modifica ambos factores de riesgo.

En nuestro trabajo hemos utilizado concentraciones de metformina desde 0.5 a
8mM. Tras la incubacidon durante 72 horas hemos observado una reduccion de la
proliferacion de las cuatro lineas celulares de carcinoma de endometrio (Figura 46). La
disminucion de la viabilidad parece dependiente de la dosis de farmaco utilizada asi
como del tiempo de exposicion, produciéndose la maxima inhibicién a las
concentraciones mas altas. Nuestros resultados son similares a los obtenidos por
Takahashi et al. en una linea de carcinoma endometrial [303]. En otros tumores también
se ha encontrado que la metformina ejerce un efecto antiproliferativo, como por ejemplo

en cancer de mama [304], préstata [305], pancreas [306], ovario [307] y pulmdn [308].

En el estudio del ciclo celular hemos utilizado una concentracion de 8mM de
metformina y nuestros resultados mostraron que el farmaco no afectaba en gran medida
a las fases del ciclo (Figura 47). De las lineas celulares utilizadas unicamente AN3CA y
SKUT1 mostraron un porcentaje de células muertas superior a las células sin
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tratamiento. En el trabajo anteriormente mencionado, en la linea de CE que utilizaron se
encontrd un porcentaje de células muertas superior al encontrado en nuestro laboratorio;
ademas, encontraron que la muerte se producia por una induccion de la apoptosis [303].
El mismo grupo, observo un bloqueo en G2/M al someter a las células al tratamiento
con metformina 10mM durante 48 horas. En otros tumores, como en cancer gastrico y
cancer de pulmon, hay evidencias de que la metformina causa un blogueo en G0/G1
[308, 309]. Nuestros resultados no muestran un bloqueo tan significativo en esta fase,
aunque las lineas HEC1B y KLE muestran un porcentaje ligeramente superior de
células en G2/M tras el tratamiento con metformina. Estas diferencias podrian deberse a
gue la concentracion utilizada en nuestro laboratorio es menor a la usada en ese trabajo
y, ademas, las lineas celulares también difieren ya que Takahashi et al. utilizaron la
linea de CE Ishikawa, no incluida en nuestro trabajo y con diferentes caracteristicas que

AN3CA, HEC1B, KLE y SKUT1.

Nuestros resultados sugieren que la metformina produce una disminucion en la
proliferacion celular de lineas de carcinoma de endometrio. Aunque las diferencias
encontradas respecto a otros grupos, ponen de manifiesto que el efecto de este farmaco
puede causar un blogqueo de las células y esto difiere no solo por tipo tumoral, sino que

incluso por las propias caracteristicas de las células dentro de un mismo tipo de tumor.

Hemos estudiado el efecto de la metformina sobre la expresion de proteinas
relacionadas con la ruta de autofagia en las cuatro lineas de CE, observando que las

lineas celulares AN3CA y SKUT1 responden de manera a las lineas HEC1B y SKUTL.

Las lineas HEC1B y KLE muestran una disminucion progresiva de la expresion
de la proteina p62 acompafiada por un aumento en la expresion de LC3B-I1 (Figuras 48
y 50). En las células KLE, la expresién de LC3B-1I no aumenta pero, sin embargo, la

isoforma citosélica LC3B-I disminuye, lo que concuerda con la conversion de la
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isoforma | en la forma lipidada LC3B-Il, que sugiere que se estan formando los
autofagosomas. Estos resultados en conjunto indican que la metformina induce la
autofagia en estas dos lineas celulares, lo que concuerda con los resultados obtenidos
por otros grupos en tumores endometriales [303], de colon [310] y melanoma [311],

entre otros.

En contraposicion, las lineas celulares AN3CA y SKUT1 muestran un aumento
gradual de la expresion de p62 y de LC3B-II (Figuras 48 y 50), lo que puede ser
consecuencia de una autofagia activada que ha sido interrumpida en etapas tardias del
proceso. Esto demuestra que el efecto de la metformina podria ser diferente
dependiendo de las caracteristicas de cada tumor. Las lineas AN3CA y SKUT1 deben
compartir alguna alteracion que interfiere con el efecto que la metformina causa
generalmente sobre la autofagia, por ejemplo, las mutaciones en el gen PTEN que

ambas poseen.

La metformina es una molécula con carga positiva que se acumula en la matriz
mitocondrial e inhibe el transporte de electrones en este organulo, provocando una
reduccion en la oxidacion de NAD (nicotinamide adenine dinucleotide) y en la sintesis
de ATP [312]. La disminucion en la sintesis de ATP activa a AMPK (AMP-activated
protein kinase), que es un sensor celular de energia. La activacion de AMPK suprime a
mTOR, lo que provoca una disminucion en la sintesis proteica y la proliferacion celular
[313], ademas mTOR no podria inhibir la autofagia. Las lineas celulares podrian tener
alguna alteracién en la via de activacion de AMPK y por tanto activar la autofagia de
una forma aberrante, por lo que en un futuro nos planteamos analizar las posibles

alteraciones en esta via.

La proteina Beclinl aumenta en AN3CA y SKUT]1, lo que podria significar que

se acumula debido a la interrupcién de la autofagia. En la linea KLE la expresion de la
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proteina Beclinl permanece practicamente invariable, mientras que en HEC1B aumenta

inicialmente de forma muy ligera y disminuye tras 72 horas de tratamiento (Figura 49).

El tratamiento con metformina provoca una induccién de la autofagia en
determinadas lineas celulares de carcinoma de endometrio como las lineas HEC1B y
KLE incluidas en este trabajo, que deben presentar caracteristicas comunes a las lineas
Ishikawa y ECC-1 utilizadas en otros trabajos [303, 313]. El efecto de la metformina sin
embargo, no es el mismo en otras lineas celulares de CE, por lo que el uso de la
metformina debe plantearse en funcién de las caracteristicas de cada tumor. Es
necesaria una investigacion mas profunda para determinar qué mecanismos podrian
influir en el efecto de la metformina en tumores endometriales. No obstante, otros
estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio ponen de manifiesto que el efecto de
metformina sobre lineas celulares tumorales se incrementa con el tiempo, por lo que no

podemos descartar un efecto diferente ante un tratamiento mas prolongado.
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En nuestro trabajo mostramos una asociacion entre polimorfismos en genes de
autofagia y carcinoma de endometrio ya que, el genotipo TT de ATG10
(rs1864183) confiere un mayor riesgo a desarrollar tumor endometrial; el
genotipo AA de ATGI16L1 (rs2241880) se asocia a carcinomas de tipo no
endometrioide; y el genotipo GG de ATG5 (rs2245214) se asocia a tumores de
alto grado y de tipo no endometrioide. Estos resultados ponen de manifiesto que
polimorfismos en los genes implicados en la autofagia modifican el riesgo a
desarrollar carcinoma de endometrio

Nuestros resultados muestran una autofagia activa en los tumores de endometrio
de bajo grado, mientras que parece estar disminuida en los de alto grado

La expresion elevada de la proteina p62, detectada mediante western blot, se
relaciona con fenotipos mas agresivos de la enfermedad debido probablemente a
que es un reflejo de una autofagia aberrante, o que nos permite sugerir que p62
podria servir como un biomarcador en carcinoma de endometrio.

En este trabajo, hemos detectado una isoforma de la proteina mTOR que se
expresa de forma mayoritaria en las muestras analizadas y que parece ser
especifica de este tipo tumoral pudiendo ser considerada un nuevo marcador en
carcinomas de endometrio. Son necesarios mas estudios para confirmar esta
observacion y definir su papel en la patogenia y evolucion de estos tumores.

La alta expresion encontrada en las proteinas PKC{ y TRAF6 en las muestras
de carcinoma de endometrio, nos permite sugerir que la terapia de inhibicién de
estas proteinas podria servir para disminuir la proliferacion celular en estos
tumores.

El Panobinostat® podria emplearse como terapia en combinacion con otros

farmacos en carcinoma de endometrio, ya que es capaz de inhibir la
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proliferacion celular a muy bajas concentraciones, producir muerte celular en
determinados tipos tumorales y provocar una induccion de la autofagia.

La cloroquina provoca una disminucion de la viabilidad celular a dosis reducidas
y no presenta una toxicidad elevada, por lo que podemos sugerir que seria un
farmaco adyuvante acertado en tumores endometriales con una autofagia

sobreactivada que provoque resistencia a otras aproximaciones terapéuticas.
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Anexo

ANEXO: Valores obtenidos de la cuantificacion de la expresién de proteinas de la ruta
de autofagia en muestras tumorales de pacientes con carcinoma de endometrio. Orden
decreciente y por tipo tumoral. EGI, Il 11I: carcinoma endometrioide de grados I, Il y
I11; S: carcinoma seroso; Cs: carcinosarcoma; Mx: carcinoma mixto; CC: carcinoma de

células claras. Los valores se muestran como el ratio proteina/p-actina y normalizado

respecto al control.

Tabla I. Expresion cuantificada de la proteina p62.

GRADO PACIENTE DIAGNOSTICO
56 EGI
58 EGI
45 EGI
40 EGI
54 EGI
23 EGI
48 EGI
60 EGI
35 EGI
55 EGI
3 EGI
15 EGI
22 EGI
5 EGI
2 EGI
° 7 EGI
° 38 EGI
) 21 EGI
o 20 EGI
= 17 EGI
@ 53 EGI
b 16 EGI
o 41 EGI
g 36 EGI
E 27 EGII
57 EGII
34 EGII
10 EGII
18 EGII
33 EGII
12 EGII
42 EGII
6 EGII
9 EGII
29 EGII
51 EGII
47 EGII
26 EGII
32 EGII
19 EGII
28 EGII
39 EGIII
44 EGIII
52 EGIII
24 EGIII
o 13 EGIII
E 50 s
5 8 s
] 37 S
= 31 S
(1] 11 S
g 46 cs
5 30 Cs
£ 4 Cs
£ 1 Cs
- 25 Cs
14 cs
43 Cs
49 MX

Control

EXPRESION

352,00
325,11
235,01
158,23
39,55
23,02
18,08
17,50
9,27
7,95
4,28
4,13
2,93
2,76
2,73
2,48
2,40
1,98
1,94
1,72
1,21
0,63
0,09
0,05
96,86
88,20
78,33
32,93
25,92
17,22
16,33
11,35
6,48
1,44
1,19
1,15
0,86
0,66
0,65
0,34
0,05
126,59
134,49
12,98
6,59
1,93
88,24
9,43
7,67
0,83
0,39
381,90
70,28
69,05
39,11
1,99
0,62
0,44
124,06
95,92
100
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Tabla Il. Expresion cuantificada de la proteina LC3B-II.

GRADO PACIENTE DIAGNOSTICO EXPRESION
56 EGI 304,53
58 EGI 202,74
17 EGI 170,50
3 EGI 163,10
60 EGI 131,87
20 EGI 125,84
22 EGI 125,56
23 EGI 124,87
21 EGI 122,47
35 EGI 121,07
7 EGI 100,06
41 EGI 68,89
53 EGI 65,87
40 EGI 64,21
16 EGI 56,13
° 36 EGI 38,59
T 5 EGI 21,37
o 2 EGI 20,74
o 15 EGI 14,20
s 45 EGI 10,78
g 48 EGI 9,67
> 38 EGI 6,98
g 55 EGI 5,77
g 54 EGI 3,90
2 47 EGII 342,57
57 EGII 331,80
27 EGII 188,31
6 EGII 172,94
18 EGII 154,53
19 EGII 150,37
26 EGII 148,43
51 EGII 124,67
29 EGII 106,65
28 EGII 105,13
34 EGII 98,29
9 EGII 73,48
32 EGII 67,74
12 EGII 67,21
42 EGII 52,15
10 EGII 10,63
33 EGII 0,49
13 EGIII 221,65
24 EGIII 143,79
39 EGIII 73,11
44 EGIII 51,95
° 52 EGIII 1,68
S 31 S 113,53
5 37 S 102,86
e 50 S 49,12
= 11 S 44,88
g 8 S 23,74
@ 14 Cs 295,76
g 30 Cs 158,52
£ 25 Cs 148,49
2 4 Cs 81,39
1 Cs 69,03
46 Cs 41,72
43 Cs 2,66
49 MX 236,33
59 cc 52,93
Control - - 100
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Tabla Ill. Expresion cuantificada de la proteina Beclinl.

GRADO PACIENTE DIAGNOSTICO EXPRESION
45 EGI 308,94
58 EGI 140,89
40 EGI 127,20
22 EGI 126,95
53 EGI 114,68
35 EGI 112,88
17 EGI 106,49
23 EGI 85,35
41 EGI 83,01
36 EGI 69,78
38 EGI 63,44
7 EGI 49,20
15 EGI 48,51
60 EGI 42,10
56 EGI 35,88
° 54 EGI 31,30
k] 48 EGI 27,57
% 21 EGI 19,88
o 3 EGI 19,54
s 55 EGI 16,77
o 2 EGI 13,66
o 16 EGI 6,09
g 20 EGI 5,03
g 5 EGI 3,34
2 10 EGII 245,32
47 EGII 236,89
34 EGII 172,39
9 EGII 159,92
51 EGII 154,23
12 EGII 112,26
27 EGII 101,77
32 EGII 99,12
29 EGII 98,33
19 EGII 79,96
33 EGII 74,73
42 EGII 71,28
28 EGII 70,05
18 EGII 61,41
57 EGII 44,93
6 EGII 42,50
26 EGII 0,67
44 EGIII 155,00
39 EGIII 82,64
24 EGIII 64,10
52 EGIII 21,58
° 13 EGIII 14,40
S 37 S 131,36
5 8 S 111,46
e 31 S 103,22
= 50 S 96,70
K 11 S 93,05
@ 30 (e 152,97
g 1 cs 127,76
£ 4 cs 113,21
2 46 cs 112,52
43 cs 52,26
14 cs 46,84
25 cs 2,60
49 MX 100,53
59 cc 124,82
Control - - 100
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Tabla IV. Expresion cuantificada de la proteina PIK3CA.

GRADO PACIENTE DIAGNOSTICO EXPRESION
23 EGI 110,82
2 EGI 105,17
15 EGI 87,62
22 EGI 78,71
56 EGI 66,64
17 EGI 57,82
20 EGI 53,07
21 EGI 51,09
5 EGI 43,94
54 EGI 41,36
55 EGI 29,64
58 EGI 16,91
48 EGI 13,58
16 EGI 11,72
53 EGI 10,49
° 35 EGI 10,47
k] 45 EGI 6,86
o 41 EGI 5,33
o 60 EGI 4,90
s 36 EGI 3,74
o 7 EGI 3,05
o 3 EGI 1,90
g 38 EGI 1,65
g 40 EGI 1,58
2 33 EGII 122,83
9 EGII 118,41
26 EGII 115,31
34 EGII 102,09
12 EGII 100,21
10 EGII 74,87
29 EGII 63,04
19 EGII 59,77
32 EGII 48,51
18 EGII 40,68
28 EGII 33,59
57 EGII 17,87
27 EGII 7,17
47 EGII 6,03
51 EGII 1,23
6 EGII 1,08
42 EGII 0,55
24 EGIII 68,58
44 EGIII 61,70
52 EGIII 25,51
39 EGIII 10,66
° 13 EGIII 8,60
S 50 S 298,30
5 8 S 49,73
e 11 S 41,45
= 31 S 6,83
K 37 S 1,09
@ 25 Cs 307,99
g 4 Cs 44,70
£ 1 Cs 30,05
2 14 Cs 15,58
46 Cs 4,97
43 Cs 1,34
30 Cs 1,03
49 MX 100,49
59 cc 43,13
Control - - 100
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Tabla V. Expresion cuantificada de la proteina mTOR-001.

GRADO PACIENTE DIAGNOSTICO EXPRESION
45 EGI 156,85
48 EGI 154,41
56 EGI 74,81
54 EGI 50,28
15 EGI 47,01
58 EGI 42,35
17 EGI 32,20
7 EGI 27,48
53 EGI 24,65
35 EGI 18,38
40 EGI 15,40
41 EGI 12,38
55 EGI 9,56
16 EGI 9,02
5 EGI 6,01
° 3 EGI 5,04
T 2 EGI 4,74
% 36 EGI 4,11
o 60 EGI 3,33
8 23 EGI 3,05
g 38 EGI 2,04
- 22 EGI 1,72
g 20 EGI 1,53
g 21 EGI 1,47
2 19 EGII 116,42
51 EGII 77,79
28 EGII 67,56
10 EGII 63,71
9 EGII 47,47
42 EGII 35,57
27 EGII 30,65
34 EGII 30,06
12 EGII 29,00
33 EGII 13,45
29 EGII 7,69
47 EGII 5,51
32 EGII 4,58
18 EGII 3,82
57 EGII 0,88
26 EGII 0,38
6 EGII 0,38
44 EGIII 25,12
52 EGIII 23,81
39 EGIII 9,66
13 EGIII 3,69
o 24 EGIII 1,46
S 50 S 187,93
5 31 S 40,32
e 37 S 20,46
= 11 S 5,86
(] 8 S 0,23
o 4 Cs 102,58
g 46 Cs 63,37
£ 14 Cs 17,87
2 25 Cs 2,23
30 Cs 1,21
43 Cs 0,31
1 Cs 0,41
49 MX 207,44
59 cc 17,97
Control - - 100
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Tabla VI. Expresion cuantificada de la proteina PKCz.

GRADO PACIENTE DIAGNOSTICO EXPRESION
5 EGI 157,38
60 EGI 148,51
36 EGI 136,66
58 EGI 131,18
22 EGI 112,08
2 EGI 110,86
23 EGI 109,64
15 EGI 96,49
38 EGI 91,96
35 EGI 89,68
3 EGI 88,24
53 EGI 84,30
54 EGI 81,61
7 EGI 77,62
56 EGI 70,86
° 48 EGI 58,56
k] 20 EGI 52,83
% 16 EGI 52,26
o 17 EGI 48,12
s 40 EGI 47,19
o 55 EGI 45,34
o 41 EGI 29,88
g 45 EGI 16,21
g 21 EGI 7,30
2 57 EGII 189,94
26 EGII 119,75
33 EGII 111,72
34 EGII 107,45
10 EGII 94,23
28 EGII 94,05
32 EGII 93,52
6 EGII 86,52
42 EGII 76,40
12 EGII 69,85
47 EGII 60,89
9 EGII 58,64
18 EGII 55,51
19 EGII 50,61
29 EGII 28,83
51 EGII 21,75
27 EGII 1,03
24 EGIII 107,66
52 EGIII 90,57
44 EGIII 73,84
13 EGIII 47,22
° 39 EGIII 10,38
S 31 S 108,65
5 50 S 90,78
e 11 S 85,75
= 37 S 82,48
K 8 S 81,87
@ 1 Cs 107,28
g 46 Cs 100,50
£ 4 Cs 99,21
2 14 Cs 93,44
30 Cs 86,94
25 Cs 3,02
43 Cs 1,58
49 MX 87,89
59 cc 145,75
Control - - 100
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Tabla VII. Expresion cuantificada de la proteina TRAF6.

GRADO PACIENTE DIAGNOSTICO EXPRESION
40 EGI 317,13
56 EGI 201,58
53 EGI 189,86
2 EGI 182,36
7 EGI 169,50
41 EGI 154,18
54 EGI 152,00
36 EGI 141,68
23 EGI 137,31
45 EGI 129,87
3 EGI 129,33
17 EGI 111,12
20 EGI 100,00
35 EGI 100,00
38 EGI 100,00
° 58 EGI 99,45
k] 22 EGI 93,31
o 48 EGI 78,58
o 55 EGI 74,36
s 21 EGI 60,76
o 5 EGI 58,07
o 15 EGI 43,05
g 16 EGI 20,93
g 60 EGI 14,08
2 47 EGII 334,69
28 EGII 193,68
27 EGII 188,53
57 EGII 137,88
10 EGII 133,37
34 EGII 128,60
12 EGII 100,00
9 EGII 93,45
6 EGII 89,75
42 EGII 56,17
33 EGII 54,58
18 EGII 42,27
19 EGII 21,81
26 EGII 20,50
29 EGII 19,80
51 EGII 9,87
32 EGII 0,89
39 EGIII 260,78
52 EGIII 126,62
44 EGIII 91,73
24 EGIII 22,75
° 13 EGIII 3,74
S 50 S 163,15
5 11 S 100,00
e 37 S 100,00
© 31 S 89,90
[ 8 S 5,89
- 1 Cs 131,11
g 4 Cs 100,03
£ 25 Cs 100,01
2 46 Cs 100,00
43 Cs 37,03
30 Cs 6,98
14 Cs 1,91
49 MX 143,34
59 cc 89,81
Control - - 100
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