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Los tumores hepéaticos constituyen la tercera causa de muerte por cancer a nivel mundial. Los
tumores primarios hepéticos mas frecuentes incluyen el carcinoma hepatocelular (HCC),
derivado de las células del parénquima hepatico, y el colangiocarcinoma (CCA), derivado de
las células que forman los conductos biliares, los colangiocitos. A diferencia de la mayor parte

de los canceres el CCA presenta una incidencia creciente en las ultimas décadas.

La reseccion quirdrgica es la mejor opcion curativa para los pacientes con este tipo de
tumores, sin embargo, soélo es aplicable a un grupo limitado de pacientes debido a que el

diagndstico se realiza normalmente cuando el tumor se encuentra muy avanzado.

Estos tumores se caracterizan por presentar una baja sensibilidad a los farmacos
antitumorales debido a que presentan o desarrollan resistencia a la quimioterapia. Entre los
mecanismos de quimiorresistencia (MOC) destacan los implicados en la reduccion del
contenido intracelular del farmaco por alteracion de los niveles de expresién o la funcionalidad
de las proteinas implicadas en su captacion. El sorafenib, un inhibidor de proteinas con
actividad tirosina quinasa, es hasta la fecha el farmaco de eleccién para el tratamiento del
HCC, sin embargo, su eficacia clinica es muy baja y sélo consigue ligeras mejoras en la

supervivencia de los pacientes.

Para que el sorafenib pueda ejercer su accion es imprescindible que acceda al interior celular,
donde se encuentran sus dianas moleculares. Por su caracter polar en soluciones acuosas
no puede difundir libremente a través de la membrana plasmética, por lo que requiere de
sistemas de transporte para alcanzar el interior celular. Nuestro grupo de investigacion
demostré que el transportador de cationes organicos OCT1 (gen SLC22A1) es capaz de
transportar sorafenib, por lo que cambios en los niveles de expresion y/o en la funcién de este
transportador pueden modificar la eficacia del sorafenib. Ademds, trabajos previos han
descrito que en HCC y CCA hay una menor expresion del OCT1 que en las células sanas,
asi como una alta frecuencia de mutaciones y variantes de “splicing” aberrante, lo cual podria
derivar en una menor captacion y, por tanto, una menor eficacia de este farmaco. Sin
embargo, los mecanismos implicados en las alteraciones de la expresién de OCT1 en los
tumores hepaticos no se conocen con exactitud. Otra cuestidn interesante es si los niveles
de expresion o actividad de este transportador pueden tener repercusién clinica directa en la

respuesta al sorafenib.

Con estos antecedentes nos planteamos como objetivo global de esta Tesis Doctoral
investigar el valor pronéstico de la proteina OCTL1 en la respuesta al tratamiento con sorafenib
en pacientes con cancer hepatico primario, asi como evaluar los mecanismos, tanto
epigenéticos, como post-transcripcionales, potencialmente implicados en la disminucién de

la expresion de OCT1 en los tumores hepéticos.



Objetivos

Para alcanzar este objetivo global se disefiaron los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Evaluar en un estudio retrospectivo en pacientes con HCC tratados con sorafenib
la posible correlacion entre la expresion del OCT1 y/o su localizacion en la membrana

plasmatica con la respuesta de estos pacientes al tratamiento con sorafenib.

Objetivo 2: Investigar in vivo utilizando modelos experimentales la expresion de OCT1 en

HCC y CCAy su papel en la captacion de sorafenib por las células tumorales.

Objetivo 3: Evaluar en modelos in vitro e in vivo la relacion entre la captacion de sorafenib y

la actividad citostéatica del farmaco.

Objetivo 4: Estudiar los mecanismos implicados en la reduccion de la expresion del OCT1
en los tumores hepéticos; tanto a nivel epigenético, evaluando el papel de la metilacién del
ADN, desacetilacién de histonas, o microARNs con potencial efecto regulador de la expresion
de OCT1, como post-transcripcional, analizando la modulacion de la degradacién/estabilidad

del ARN, o la aparicién de formas de “splicing” aberrante.

Objetivo 5: Evaluar la utilidad de estrategias de sobre-expresiéon de OCT1 en el tumor para

potenciar el efecto farmacolégico del sorafenib.
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2.1. SISTEMA HEPATOBILIAR
2.1.1. Generalidades

El higado es la viscera mas voluminosa del organismo, representa alrededor del 2,5% del
peso corporal total, es decir, entre 1,5 y 2 kg en adultos. Recibe aporte sanguineo por la
arteria hepatica, que provee sangre oxigenada, y por la vena porta, que le envia sangre del
bazo, estdbmago, pancreas e intestino, lo que le permite recibir los elementos nutritivos

absorbidos por este Ultimo antes de su paso a la circulacion general.

Alrededor del 80% del volumen del higado estd formado por los hepatocitos, células
epiteliales parenquimales, que se unen entre si dejando espacios vasculares libres
heterogéneos denominados sinusoides. Ademas, entre los hepatocitos adyacentes se
encuentra un pequefio espacio formado por invaginacion de sus propias membranas
plasméticas, lo que constituye el canaliculo biliar, en el cual se forma la bilis primaria y se

vierte al conducto biliar.

El sistema biliar incluye las unidades secretoras del higado, el canaliculo biliar, ductulos
biliares (canales de Hering), los ductos biliares intrahepéticos y extrahepaticos, el conducto
hepéatico comun, el conducto cistico, la vesicula biliar y el conducto biliar comin. Los
colangiocitos son células epiteliales que recubren los ductos intrahepéticos y extrahepaticos
del arbol biliar, y su principal funcion fisiologica es la modificacion de la bilis derivada de
hepatocitos, un proceso complejo regulado por hormonas, péptidos, nucleétidos,

neurotransmisores y otras moléculas (Tabibian JH et al., 2013).

2.1.2. Hepatocitos

Los hepatocitos son las células principales del higado y son responsables de la mayoria de
las funciones metabdlicas de este 6rgano. Son células poliédricas con 6 caras que poseen
una marcada polaridad, distinguiéndose regiones de distinta especificidad morfologica y

funcional en la membrana plasmatica (Evans WH et al., 1980; Meier PJ et al., 1988).

La membrana basolateral presenta el cotransportador de acidos biliares acoplado al
transporte de sodio (NTCP), los polipéptidos transportadores de aniones organicos
(OATP1B1 y OATP1B3) (Chandra P et al., 2004), el transportador de cationes organicos
(OCT1), y los transportadores de cationes organicos con un sitio de union a los nucleétidos
(OCTN1y OCTN2) (Yabuuchi H. | et al.,1999, Wu X et al.,1998), entre otros.

La membrana apical presenta un transportador de sales biliares dependiente de ATP
(BSEP); el transportador de aniones organicos MRP2; los transportadores MDR1 y MDR3, y
el transportador BCRP (Chandra P et al., 2004; Treyer A et al., 2013).
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2.1.3. Colangiocitos

Los colangiocitos representan una pequefia proporcion del total de células hepéticas (entre
un 3y un 5%), sin embargo, juegan un papel fisioldgico importante debido a que forman el

sistema biliar ductal (Kanno N et al., 2000).

El sistema biliar es un complejo entramado que se forma por la unién de los ductos biliares
intrahepaticos formando conductos de mayor tamafio hasta que convergen en los ductos
biliares extrahepéticos, los cuales finalmente vierten la bilis a la vesicula biliar v,
posteriormente, al intestino (Ludwig J et al., 1987). Asi, la estructura del sistema biliar se
puede asemejar a la forma de un arbol, donde los conductos comun y hepatico
corresponderian al tronco, los conductos biliares intrahepéticos corresponderian a las ramas

mas grandes, y los pequefios dlctulos a las mas pequefias (Masyuk TV et al., 2001).

Los colangiocitos se caracterizan por la presencia de un ndcleo multilobulado, numerosas
vesiculas en la regidn subapical, alta densidad de microvellosidades y lisosomas, y pocas
mitocondrias (Benedetti A et al., 1996). Se ha descrito que los colangiocitos también poseen
un cilio primario (Ishii M et al., 1989; Larusso NF et al., 2011) en su membrana apical, que
desempefia funciones sensoriales y tiene un importante papel regulando las actividades
biologicas de estas células, incluyendo la diferenciacion celular, la proliferacion y la
secrecion (Masyuk TV et al., 2003).

En los colangiocitos podemos distinguir una membrana apical y una membrana basolateral,
y entre células adyacentes podemos observar “tight junctions” que se localizan en la

proximidad del dominio apical (Vroman B et al., 1996).

Anatémicamente, los conductos biliares estan dispuestos paralelos con una rama de la vena
porta y con una o dos ramas de la arteria hepatica, dando sentido anatomico a la asociacion

representada en la microarquitectura hepatica como la triada portal.

2.1.4. Otros tipos celulares hepéticos

Una parte de la poblacién celular del higado esta formada por las células hepaticas no
parenquimales; que presentan una actividad metabdlica baja, entre ellas estan las células
endoteliales, que ocupan el mayor volumen hepético de las células hepéticas no
parenquimales, las células de Ito (o células estrelladas), que almacenan vitamina A,
sintetizan diferentes proteinas del tejido conectivo y secretan factores de crecimiento y las
células de Kupffer, responsables de la fagocitosis de bacterias y sustancias extrafias que

puedan acceder al sinusoide (Michalopoulos GK et al., 1997; Guyton A et al., 2000).
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2.2. FUNCIONES DEL SISTEMA HEPATOBILIAR

El higado desempefia multiples funciones, entre ellas:

¢ Participa en el metabolismo de los hidratos de carbono: homeostasis de la glucosa,
catabolismo de hexosas, gluconeogénesis, glucogenolisis y glucogenogénesis.

e Participa en el metabolismo de lipidos: sintesis y catabolismo de colesterol,
produccién de triglicéridos y acidos grasos, sintesis y metabolismo de lipoproteinas
plasméaticas, B-oxidacion de acidos grasos y produccién de cuerpos cetonicos
durante el ayuno.

e Participa en la sintesis y metabolismo de proteinas: como la albumina y las de fase
aguda, ademas de proteinas de unién a hormonas o esteroides, transformaciéon del
amonio en urea, catabolismo de bases puricas y pirimidinicas e interconversion de

aminoacidos no esenciales.
Ademaés de las funciones metabdlicas el higado participa en:

e Produccién de bilis: el higado excreta la bilis al duodeno, donde desempefia un
papel fundamental en la digestion de grasas y vitaminas liposolubles. Los
colangiocitos llevan a cabo procesos de secrecién y absorcion de agua, electrolitos y
otros solutos organicos de la bilis modificando asi la composicién de la bilis durante
el transito de la misma a través de los conductos biliares (Alpini G et al., 2001).

e Sintesis de factores de coagulacién, como el fibrindgeno, factores lll, V, VII, IX y XI,
del grupo hemo y del factor de crecimiento IGF-1.

¢ Almacén de mdltiples sustancias como glucosa en forma de glucoégeno, vitamina
B12, hierro y cobre.

¢ Destoxificacion y otras reacciones de biotransformacion.

e Funcién inmunitaria por la actividad de las células Kupffer.

2.3. CANCER HEPATICO

Los tumores hepaticos constituyen el quinto tipo de cancer mas frecuente y son la tercera
causa de muerte por cancer. En general, son mas frecuentes en hombres que en mujeres
(Torre LA et al., 2015). Se pueden clasificar segun su origen en: i) primarios, derivados de
células hepaticas, entre los que se encuentran el carcinoma hepatocelular (HCC), derivado
de hepatocitos, el hepatoblastoma (HB), que se desarrolla en nifios, y el colangiocarcinoma
(CCA), derivado de colangiocitos; y; ii) secundarios, debidos a metastasis de tumores

originados en otros tejidos, frecuentemente tumores colorrectales (Benson AB et al., 2007).
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Ademas, existen otros menos frecuentes, como el hemangioma, el adenoma
colangiocelular, el cistadenoma biliar, el adenoma hepatocelular o el hemangioendotelioma
infantil, entre otros. En algunas ocasiones aparecen tumores mixtos HCC-CCA, que
combinan caracteristicas de ambos tipos, aunque su frecuencia es muy baja; entre un 1y

un 4% de los tumores hepéticos primarios (Aoki K et al., 1993; Maeda T et al., 1995).

2.3.1. Carcinoma hepatocelular

El HCC es el cancer hepético primario mas frecuente, representando el quinto tipo de
cancer mas comun a nivel global. Deriva de los hepatocitos y se caracteriza por un mal
pronéstico, principalmente porque su diagnostico suele ser tardio, cuando la enfermedad
esta en un estadio avanzado, es frecuente que haya una cirrosis subyacente y es muy

resistente a la quimioterapia (McGlynn KA et al., 2015).

Etiologia

La mayoria de los casos de HCC se desarrollan a partir de una enfermedad hepatica
cronica. Asi, las infecciones por el virus de la hepatitis B y C (VHB y VHC) son un
importante factor de riesgo, junto con la cirrosis. También se ha asociado el desarrollo de
HCC con la exposicién a aflatoxinas o0 a agua contaminada con toxinas de algas azul-
verdosas, con el consumo de nuez de betel y con el tabaquismo.

Estd aceptado que el dafio crénico por consumo elevado de alcohol y el sindrome
metabdlico conducen a esteatosis, esteatohepatitis, cirrosis y finalmente a HCC (Recio-
Boiles A et al., 2018).

Epidemiologia

El HCC es mas comin en hombres que en mujeres, con una proporciéon de 2,4:1 a nivel
mundial. La edad media de los pacientes en el momento del diagndstico del HCC es
alrededor de los 50 afios. La prevalencia del HCC es mayor en los paises asiaticos y
africanos y menor en los paises desarrollados, exceptuando algunos como Japén, ltalia y
Francia. La incidencia del HCC esta aumentando en algunas regiones del mundo, en
concreto, en EE.UU ha pasado de 1,4 casos/100.000 habitantes al afio entre 1976-1980 a
6,2 caso0s/100.000 habitantes en 2011 (Ghouri YA et al, 2017). Ademds, aunque la
incidencia del HCC aumenta con la edad, se ha observado que existe una tendencia a
desarrollar este tipo de tumor a una edad mas temprana en las areas con alta incidencia
(Dimitroulis D et al., 2017).
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Patogenia
La hepatocarcinogénesis es un proceso complejo, con multiples pasos, en la cual pueden

estar alteradas diversas vias de sefalizacion celular, lo que contribuye a que esta

enfermedad tenga a un perfil molecular heterogéneo.

Aunque se han descrito multiples asociaciones de genes con el HCC, la mayoria de los
eventos genéticos iniciadores de HCC son desconocidos. La inestabilidad gendmica,
incluido el polimorfismo cromosoémico o las mutaciones de nucledétido Unico (SNPs), puede
promover el desarrollo del cancer de higado. Ademas, se ha descrito la presencia de
mutaciones en varios genes en HCC (por ejemplo, promotor TERT, TP53, CTNNB1,
ARID1A, FGF) (Recio-Boiles A et al., 2018). Entre las mutaciones destacan las que afectan
al gen TP53 (presentes entre un 25-40% de los canceres, dependiendo del estadio), y al
gen codificante de -catenina (alrededor del 25% de los tumores hepéticos, sobre todo los
HCC desarrollados por una infeccién por VHC). Ademas de las mutaciones en oncogenes,
se han descrito mutaciones en genes supresores de tumores, alteraciones epigenéticas, y
modulacién de la transcripcion de oncogenes por microARNs (Farazi PA et al., 2006; Ji J et
al., 2009). El resultado de estas alteraciones es la activacion de cascadas de sefializacion
relacionadas con la supervivencia celular y la proliferacion; asi, las vias JAK/STAT, Wnt/3-
catenina, y PIBK-AKT-mTOR se han identificado como principales impulsoras del desarrollo
del HCC (Recio-Boiles A et al., 2018). Una de las cascadas mas frecuentemente alteradas
es la ruta de proliferacion iniciada por el receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR)
mediada por Ras, que esta activada en mas del 50% de los casos de HCC (Villanueva et
al., 2007).

Diagnéstico

En la mayoria de los casos la aparicion de los sintomas clinicos del HCC (malestar, dolor
abdominal, hepatomegalia, ictericia, pérdida de peso y fiebre) se asocian con una fase
avanzada del tumor, con lo que las posibilidades de curacion se ven reducidas (Llovet JM et
al., 2008a). Algunos estudios han confirmado que la deteccion temprana del HCC confiere

un beneficio de supervivencia para los pacientes (Van Meer S et al., 2015).

El diagndstico de HCC se basa principalmente en técnicas de imagen y pruebas de
laboratorio. Las técnicas de imagen mas utilizadas en el diagndstico son la ecografia, la

tomografia computarizada (TC), y la resonancia magnética (RM) (Ghanaati H et al., 2012).

Ademas, se utilizan para el diagnéstico de HCC la deteccion de los niveles séricos de
marcadores tumorales como la a-fetoproteina (AFP), la fraccién de lectina AFP (AFP-L3) y

la des-y-carboxi protrombina (DCP). Sin embargo, estos marcadores carecen de suficiente
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sensibilidad y especificidad para el diagnostico de HCC sin otras pruebas complementarias
(Sterling RK et al., 2009).

Estadificacion

La estadificacion tumoral que describe el grado de extension del tumor es un factor critico
para el pronostico de la enfermedad y para optimizar el tratamiento en cada caso. Sin
embargo, el pronostico para los pacientes con HCC no sé6lo se asocia con el estadio de la
enfermedad, sino que también depende de la funcion hepética subyacente y del estado
funcional de cada paciente, ya que, como se ha comentado anteriormente, el HCC aparece
en la mayoria de los casos asociado a cirrosis, 1o que puede comprometer la funcién
hepatica, por lo que es imprescindible considerar este concepto conjuntamente con la
extension tumoral (Llovet JM et al., 2003). El sistema de estadificacion del HCC
denominado BCLC, propuesto por el Hospital Clinico de Barcelona (BCLC “Barcelona Clinic
Liver Cancer”) es uno de los mas aceptados, y surgié de la identificacion de factores
pronésticos en varios ensayos clinicos, llevando a proponer una clasificacion con cinco
estadios que se asocian con el prondstico y a los que se ha asignado el tratamiento que se

considera més adecuado (Bruix J et al., 2001).

El BCLC es un sistema de estadificacion que tiene en cuenta el tamafio y niamero de
tumores, la funcién hepatica subyacente, y el estado funcional general del paciente (Tabla
1.1) (De Lope CR et al., 2012).

Tabla 1.1. Estadificacion del HCC (BCLC “Barcelona Clinic Liver Cancer”).

Estadio PS Caracteristicas del tumor  Funcién hepatica

0 0 Unico <2 cm Child-Pugh A

A 0 Unico o hasta 3 nédulos  Child-Pugh A-B
<3cm

B (HCC intermedio) 0 Muiltiples nédulos y Child-Pugh A-B
grandes

C (HCC avanzado) 1-2 Invasion vascular o Child-Pugh A-B

extension extrahepatica

D (HCC estadio final) 3-4 Cualquiera Child-Pugh C

PS, del inglés “Performance Status”.
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El puntaje Child-Pugh (CP) es un sistema de clasificacion simple y ampliamente utilizado
para la funciébn hepatica (Tabla 1.2) (Subramaniam S et al., 2013), aunque existen
inconvenientes al utilizar el sistema CP en la evaluacion de la funcion hepética, incluidas las
variaciones entre laboratorios, las fluctuaciones diarias en los pardmetros clave y la
naturaleza subjetiva de la clasificacion clinica de las enfermedades hepéticas crénicas
(Botta F et al., 2003).

Tabla 1.2. Criterios clinicos utilizados para clasificar la enfermedad hepatica empleando la
escala CP (Child-Pugh) (A: menor severidad — C: mayor severidad).

Score A B C
Encefalopatia hepéatica Ausente Leve Moderada
Ascitis Ausente Leve Moderada-severa
Bilirrubina sérica (mg/dl) 1-2 2-3 >3
Albdumina sérica (mg/dl) >3,5 2,8-3,5 <28
PT (segundos) <4 4-6 > 6

PT, del inglés “Prothrombin Time”.

Tratamiento

El tratamiento de eleccidn para los pacientes con HCC en fases iniciales de desarrollo es la
reseccion quirdrgica completa del tumor, sin embargo, esta opcién no es siempre posible
por distintas razones (Bruix J et al., 2005). Junto con la reseccién curativa, el trasplante
hepéatico es el tratamiento de primera opcion, especialmente en presencia de enfermedad
hepética subyacente, ya que elimina el tumor y el higado cirrético que predispone al
desarrollo de HCC. Sin embargo, la opcién del trasplante se ve limitada por la escasez de
organos y, ademas, porque con frecuencia los pacientes abandonan someterse a la
operacion del trasplante durante el tiempo de espera (6% durante el primer afio a 43%
durante el segundo afio) (Yao FY et al., 2002).

Los pacientes con HCC que no son elegibles para reseccion quirdrgica o para trasplante
hepético pueden recibir otro tipo de tratamientos, como la terapia local ablativa (Livraghi T et
al., 2002), que consiste en la administracion de calor con radiofrecuencia o frio
(crioablacion) para eliminar el tejido tumoral. Otra opcion es la quimioembolizacion por
catéter transarterial (TACE), un tratamiento paliativo para pacientes con HCC inoperables
con lesiones grandes o multinodulares limitadas al higado y con una funcién hepética

adecuada (Facciorusso A et al., 2016). Consiste en administrar localmente la quimioterapia
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junto con un agente que restringe el aporte de sangre al tumor. Se han utilizado diversos
protocolos de tratamiento con diferentes agentes quimioterapicos (Lencioni R et al., 2012).
La estrategia se dirige a conseguir la concentracion maxima y sostenida del farmaco/s
dentro del tumor, manteniendo la exposicién sistémica lo mas baja posible, ademés, se

suma el efecto beneficioso de reducir la irrigacion de los tumores.

La radioterapia conformada tridimensional (CRT) permite crear una imagen tridimensional
del tumor y que se administre la mayor dosis de radiacion posible al tumor sin afectar al
tejido sano. Ha mostrado buenos resultados a dosis entre 40 y 60 Gy en pacientes con HCC
avanzado, con una tasa media de respuesta del 45%, una mediana de supervivencia de 10
a 15 meses, una supervivencia a 1 aflo > 70% y a los 5 afios entre 9-25%. La CRT
combinada con TACE en varios esquemas de dosis ha mostrado ventajas como terapia de
rescate y se considera una opcion para pacientes inoperables debido a su estado funcional
(Tsai CL et al., 2016).

Las opciones terapéuticas del HCC avanzado son limitadas debido a la resistencia a la
guimioterapia. La terapia sistémica con doxorrubicina o cisplatino produce una respuesta
baja, y las combinaciones de farmacos ofrecen un mejor control de la enfermedad, pero
apenas mejora de la supervivencia. Ademas, debido a la disfuncién hepatica subyacente,
los pacientes tienen una tolerancia limitada a la dosis completa de poliquimioterapia (Kim
DW et al., 2017). Otros agentes citotoxicos, como la gemcitabina, han demostrado un

beneficio clinico muy limitado (Matsumoto K et al., 2008).

El sorafenib es un inhibidor oral de las multi-quinasas y ha sido el primer farmaco que ha
demostrado una mejoria estadisticamente significativa en la supervivencia global en
pacientes con HCC avanzado con CP clase A y moderada en los de CP clase B (Abou-Alfa
GK et al., 2006). Recientemente, se ha propuesto que otro inhibidor de multi-quinasas, el
regorafenib, podria ser una opcidn para pacientes que no responden o no toleran el
sorafenib (Bruix J et al., 2013).

2.3.2. Colangiocarcinoma

El colangiocarcinoma (CCA) es la neoplasia biliar maligna mas frecuente y la segunda
neoplasia maligna hepética primaria mas comun. Engloba distintos tipos de tumores que se
suelen clasificar en funcién de su localizacion anatomica en: i) intrahepatico (iCCA),
producido a partir de pequefios conductos biliares en el higado, y dos tipos de CCA
extrahepatico, ambos producidos en el epitelio del arbol biliar extrahepatico; ii) perihiliar

(pCCA), desarrollado en el tramo de conductos a la salida del higado vy iii) distal (dCCA).
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Aungue es mas comun en Asia, su incidencia en Europa y América del Norte ha aumentado
significativamente en las Ultimas décadas. El pronéstico de CCA es funesto, ya que la
cirugia es el Unico tratamiento potencialmente curativo, pero la mayoria de los pacientes se
diagnostican cuando los tumores estan en estadios avanzados, lo que imposibilita la cirugia.
Ademas, hay un alto porcentaje de recurrencia tras la operacion y la respuesta a la
guimioterapia disponible es muy baja (Banales JM et al., 2016).

Epidemiologia

El CCA supone entre el 10-25% de las neoplasias hepatobiliares primarias. Las tasas de
incidencia de CCA son heterogéneas, con diferencias inter e intra-continentales,
encontrandose las mas altas en el sudeste asiatico y las mas bajas en Australia. Dentro del
sudeste de Asia, las cifras varian entre 0,1 y 71,3 casos/100.000 habitantes, mientras que
en los paises europeos las tasas de incidencia oscilan entre 0,4 y 1,8 casos/100.000
habitantes (Khan SA et al., 2012; Witjes CD et al., 2012). EI CCA es ligeramente mas
comun en hombres que en mujeres en proporciéon de 1,2-1,5:1 (Tyson GL et al., 2011) y, a

nivel mundial, los pacientes diagnosticados son, normalmente, mayores de 50 afios.

Etiologia

La etiologia del CCA no esta clara, se considera una enfermedad “de novo” sin una causa
aparente, aunque si se ha encontrado una asociacién clara con varios factores de riesgo,
algunos generales, como la edad (> de 65 afios), la obesidad o el consumo del alcohol. Sin
embargo, los factores de riesgo mas importantes son los que causan inflamaciones crénicas
del higado, como las infecciones parasitarias por trematodos hepatobiliares de las especies
O. viverrini y C. sinensis, la colangitis esclerosante primaria, defectos biliares congénitos
como la enfermedad de Caroli, infecciones virales, procedimientos post-quirtrgicos, como
anastomosis bilio-digestivas, y la exposicion a factores quimicos como asbestos o el agente

de contraste thorotrast (Banales JM et al., 2016).

Patogenia

El CCA engloba a un grupo de canceres biliares heterogéneo, no sélo por la localizacién
anatémica, sino que, ademas, los CCAs pueden tener distintas células de origen (Komuta M
et al., 2012), como células stem hepaticas, colangiocitos inmaduros NCAM*, y células de las

glandulas peribiliares (Cardinale V et al., 2012).
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En base al patron de crecimiento macroscépico del tumor, los CCAs se clasifican en:
formadores de masa, periductales infiltrantes, e intraductales, siendo los primeros los més

frecuentes.

La inflamacion y la colestasis son factores clave en la colangiocarcinogénesis. Las citocinas
proinflamatorias, como la interleucina-6 (IL-6), activan la sintasa del 6xido nitrico, lo que
resulta en un aumento del dafio oxidativo del ADN, inhibicién de enzimas de reparacion del
ADN vy la expresion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2). Ademas, las vias proinflamatorias
regulan negativamente la expresion y actividad de transportadores hepatobiliares
contribuyendo asi a la colestasis (Kosters A et al., 2010). Los acidos biliares y oxiesteroles
activan el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y favorecen la expresion de
COX-2, que desregula el crecimiento de las células colangiolares, estimulando la
proliferaciéon y disminuyendo la apoptosis, también regulan positivamente las vias de
sefalizacién pro-oncogénicas, como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), IL-6 y
EGFR (Yoon JH et al., 2002).

Mediante estudios de secuenciacién genética se han identificado en los CCAs mutaciones
somaéticas en oncogenes (como, por ejemplo, KRAS, PI3KCA y MET), 0 genes supresores
tumorales (como, TP53 o SMAD4) y genes modificadores de cromatina (como, ARID1A,
BAP1 y PBMR1) (Ong CK et al., 2012, Chan-On W et al., 2013; Voss JS et al., 2013).
Recientemente, se han encontrado modificaciones oncogénicas en la proteina de fusion del
factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGFR2) en hasta el 45% de los pacientes con iCCA
(Borad MJ et al., 2015). También se encontré6 un aumento, sin alteraciéon gendémica, de
EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico humano-2 (HER2) y MET,
especialmente en pacientes con mal pronéstico (Andersen JB et al., 2012). Estudios del
perfil de expresion del genoma completo en CCA han sugerido la divisién de iCCA en dos
principales subtipos biolégicos: i) el tipo inflamatorio, que se caracteriza por la activacion a
procesos inflamatorios, sobre-expresion de citocinas y activacion de STATS3, y ii) el tipo
proliferativo, que se caracteriza por la activacion de rutas de sefializacion oncogénica (Sia D
et al., 2013).

Diagnéstico

Los sintomas del CCA son poco especificos y aparecen en etapas muy avanzadas de la
enfermedad. Las manifestaciones clinicas mas comunes son dolor abdominal, pérdida de
peso y debilidad, ictericia, orina oscura, prurito y fiebre (Farhat MH et al., 2008). Si el CCA
se localiza en el conducto biliar comin o conducto hepatico la ictericia debida a la
obstruccién puede ocurrir en estadios iniciales, sin embargo, la ictericia se manifiesta en

estadios mas tardios si se trata de un iCCA o pCCA.
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El marcador tumoral mas utilizado para ayudar en el diagnéstico del CCA es el antigeno
carbohidrato 19-9 (CA 19-9). Su precision para distinguir CCA de HCC es del 63-67% (Tao
LY et al,, 2010). El uso de otros marcadores tumorales esta limitado debido a su baja
especificidad (por ejemplo, CEA y CA-125) o por la necesidad de validacion adicional (por
ejemplo, CA242 y CYFRA 21-1).

Las técnicas de diagndstico por imagen son muy Utiles para evaluar la localizacion y la
extension del tumor. La mas utilizada es la colangiografia, que es especialmente util en el
caso de CCA extrahepéatico (Gores GJ et al., 2000). También son utilizadas la TC y RM que,
en algunos casos, pueden ayudar a distinguir el CCA del HCC en tumores de mas de 2 cm
(Rimola J et al., 2009). Ademas, la tomografia por emision de positrones (PET) combinada
con TC tiene una sensibilidad y especificidad de hasta 95% y 83% en la evaluacion del

tumor primario (Annunziata S et al., 2014).

Tratamiento

La Unica terapia curativa para el CCA es la reseccion quirargica y, por ello, es el tratamiento
de eleccion cuando es posible realizarla (Blechacz B et al., 2008).

La mayoria de los pacientes con CCA no son candidatos para cirugia cuando son
diagnosticados y, ademas, entre el 10-45% de los aceptados para reseccion son
descartados tras la laparotomia (Morimoto Y et al., 2003; Konstadoulakis MM et al., 2007).
Aunque las técnicas quirtrgicas han ido mejorando, la tasa de recurrencia es alta (49-64%)
y, generalmente, ocurre dentro de los 2 a 3 afios posteriores a la reseccion (Choi SB et al.,
2009).

El trasplante hepéatico no es recomendable como monoterapia para el CCA debido a las
altas tasas de recurrencia y a la baja supervivencia a largo plazo.

Recientemente, la quimioradiacion neoadyuvante seguida de trasplante hepatico se ha
propuesto como un tratamiento eficaz para el pCCA. Las tasas de recurrencia son del 20%
y la supervivencia a 5 afios sin recurrencia del 68%. Sin embargo, los criterios de selecciéon
de pacientes son estrictos y entre el 25-31% de los pacientes acaban siendo excluidos
mientras estan en lista de espera por progresién de su enfermedad (Darwish Murad S et al.,
2012).

Se pueden aplicar terapias locoregionales, como ablacién por radiofrecuencia, radioterapia,
TACE, o radioterapia intraarterial selectiva, pero ninguna ha demostrado un beneficio en la

supervivencia de los pacientes (Boehm LM et al., 2015).

Los farmacos antitumorales mejor estudiados son el 5-FU y la gemcitabina (Alberts S.R et
al., 2007). El tratamiento con gemcitabina se ha propuesto como una alternativa para los

pacientes con CCA irresecable, y el 5-FU se ha probado en combinacién con distintos
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farmacos con escaso éxito. Una de las combinaciones mas utilizadas es gemcitabina y
cisplatino, pero s6lo un estudio describié una mejora de 6 meses en la supervivencia global
(valle J et al., 2010).

Respecto a la utilidad de inhibidores de tirosina quinasas (TKIs) para el CCA, los ensayos
clinicos realizados hasta la fecha han demostrado un efecto beneficioso limitado del
sorafenib (Luo X et al., 2017; Pan TT et al., 2017).

2.4. INHIBIDORES DE TIROSINA QUINASA EN CANCER HEPATICO

Las proteinas tirosina quinasas (TKs) son enzimas con una subunidad catalitica que
transfiere el fosfato del ATP a un residuo tirosina de otras proteinas para inducir un cambio
en su actividad. Estas enzimas se encuentran en varias cascadas de sefializacion, por lo
gue las alteraciones en TKs juegan un papel en la iniciacién o progresion del cancer (Radha
V et al., 1996).

2.4.1. Ruta RAF/MEK/ERK

Las TKs son importantes dianas en la farmacologia antitumoral debido a su funcion en rutas
de transduccién de sefiales que estan implicadas en el control del crecimiento celular,

metabolismo, diferenciacién y apoptosis.

La via de sefializacion RAS/RAF/MEK/ERK estéd implicada en la regulaciéon de diferentes
procesos celulares, incluida la proliferacion celular, la diferenciacion, la supervivencia y la
apoptosis, y permite la transduccion de sefiales desde la superficie celular hasta el
citoplasma y el nucleo. La sefalizacion aberrante de esta ruta impulsa el inicio y la
progresion del tumor y puede ser activada por receptores de superficie celular, como EGFR,
PDGFR o0 VEGFR. RAF consta de 3 isoformas (A-, B-, y C-RAF), de las cuales B-RAF se ha
relacionado directamente con procesos oncogénicos. Las proteinas RAF fosforilan las
guinasas MAPK y ERK (MEK), que fosforilan a distintos factores de transcripcion,

modulando asi la expresion génica (Pachmayr E et al., 2017).

La regulacion aumentada de la via RAS/RAF/MEK/ERK se observa cominmente en varios
tipos de cancer y, como consecuencia, un alto porcentaje de los canceres presentan
mutaciones activadoras en B-RAF o RAS (Campbell PM et al., 2004). Otra consecuencia de
la activacion de esta ruta es la inhibicién de la apoptosis mediante la fosforilacion de Bad, lo

gue permite que Bcl-2 genere una respuesta antiapoptoética (McCubrey JA et al., 2007).
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2.4.2. Ruta de VEGF

VEGF es la principal proteina pro-angiogénica. De hecho, la sefializacion mediada por
VEGF promueve la proliferacién, diferenciacion y migracion de las células epiteliales, tanto
fisiolégicamente, como en tumores soélidos (Tang D et al., 2006). La familia VEGF esta
compuesta por seis proteinas estructuralmente relacionadas que se unen a tres receptores
celulares expresados en la superficie (VEGFR-1/2/3). VEGFR-1 y VEGFR-2 se expresan
principalmente en células endoteliales y VEGFR-3 en el endotelio linfatico (Ferrara N et al.,
2004). La principal sefal pro-angiogénica se genera a partir del VEGFR-2, que se une a la
fosfolipasa (PL) -Cy y activa la proteina quinasa C (PKC). Este mecanismo activa MAPK a
través de un mecanismo dependiente de MEK e independiente de RAS (Takahashi T et al.,
1999), aunque existen otros estudios que sugieren que el efecto de VEGF también esta

mediado por la activacion de RAS (Meadows KN et al., 2001).

2.4.3. Antitumorales inhibidores de tirosina quinasas
En las ultimas décadas se ha disefiado un grupo de farmacos antitumorales, denominados
TKIs, con el objetivo de bloguear las proteinas quinasas implicadas en rutas que promueven

el desarrollo tumoral (Hartmann JT et al., 2009).

2.4.3.1. Sorafenib

El sorafenib, N-(3-trifluorometil-4-clorofenil)-N™-(4-[2-metilcarbamoil piridina-4-yl] oxifenil)
urea, (también conocido como BAY43-9006, o Nexavar®), es una bi-aril urea, que se utiliza
como tosilato de sorafenib, con actividad inhibidora de multiquinasas, que tiene como
dianas varias proteinas de la ruta RAS-ERK como C-RAF, la forma silvestre de B-RAF y la
B-RAF mutada V600E, MEK y ERK (Liu L et al., 2006). Es capaz de inducir apoptosis por la
inhibicion de la proteina Mcl-1 (Liu L et al., 2006). Ademas, inhibe ciertos receptores de
tirosina quinasa (RTKs) implicados en la angiogénesis como VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR-
B, c-KIT, FLT-3 y el receptor RET (Wilhelm SM et al., 2004).

El mecanismo de accion del sorafenib es una inhibicion competitiva del dominio catalitico de
union al ATP de sus respectivas quinasas, ya que el anillo piridil distal del sorafenib
interacciona de forma directa con 3 amino&cidos del bolsillo de union al ATP de estas
proteinas, impidiendo asi su fosforilacién y, con ello, la activacion de las mismas (Wan PT et
al., 2004; Wilhelm SM et al., 2004). Ademas, se ha descrito que hay una alteracion en la
glicosilacion de las proteinas en las células de HCC tratadas con sorafenib (Liu T et al.,
2017).

El sorafenib ha mostrado una potente actividad antitumoral tanto in vitro como in vivo frente

al HCC y CCA, asi como en carcinomas de células renales, mama, colon, pancreas y ovario
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(Strumberg D et al., 2005; Wilhelm SM et al., 2008; Pan TT et al., 2017). Actualmente, el
sorafenib est4 aprobado para el tratamiento de pacientes con HCC irresecable (Llovet JM et
al., 2008b), con carcinoma renal avanzado (Escudier B et al., 2007) y con cancer de tiroides
(Pitoia F et al., 2016).

Papel del sorafenib en el tratamiento de tumores hepaticos

Los primeros ensayos realizados in vitro demostraron que el sorafenib inhibia la
proliferacion e inducia la apoptosis en lineas celulares de HCC, actuando sobre la ruta de
sefializacion RAF/MEK/ERK. Los ensayos in vivo con xenoinjertos mostraron que el
sorafenib inhibia el crecimiento tumoral, y la angiogénesis por su accion sobre las TKs
VEGFR-2/3, PDGFR- (Liu L et al., 2006), FLT-3, RET y c-kit (Abou-Alfa GK et al., 2006).

El sorafenib se utiliza en el tratamiento de los tumores hepéticos por via oral a dosis de 400
mg dos veces al dia (Bolondi L et al., 2015). Uno de los ensayos clinicos mas relevantes
gue demostré el potencial del sorafenib como tratamiento del HCC fue el ensayo SHARP
(Sorafenib Hepatocellular carcinoma Assessment Randomized Protocol), el cual mostrd que
este farmaco prolongaba la supervivencia media comparado con el grupo de pacientes que
recibieron el placebo (10,7 meses vs 7,9 meses) y el tiempo de progresidén en pacientes con
HCC avanzado (Llovet JM et al., 2008b). Los resultados del ensayo SHARP representaron
un progreso en el manejo clinico del HCC, considerando al sorafenib como la primera

terapia sistémica para prolongar la supervivencia de estos pacientes.

El ensayo Asia-Pacific (AP) encontr6 que la supervivencia de los pacientes tratados con
sorafenib aumentaba de 4,2 meses en el grupo placebo a 6,5 meses en el grupo de
sorafenib, ademas, el tiempo de progresion fue de 2,8 meses en el grupo de sorafenib vs
1,4 meses en el grupo placebo (Cheng AL et al., 2009). El estudio GIDEON demostrd un
excelente perfil de seguridad del sorafenib en pacientes con HCC con CP Ay B (Marrero JA
et al., 2016). Ademas, algunos casos clinicos han mostrado una remision completa de la

enfermedad a largo plazo (Park JG et al., 2017).

Un meta-andlisis reciente ha sugerido que la combinacién de la reseccion quirtrgica con el
tratamiento con sorafenib es una buena estrategia terapéutica en pacientes con HCC en
estadio BCLC B, C y D (Chang L et al.,, 2017). Aunque su eficacia es moderada en el
tratamiento del HCC, este farmaco se considera seguro, ya que no afecta a la funcion
hepética (Raoul JL et al., 2012).

El sorafenib se puede utilizar en combinacién con otros tipos de tratamientos (Gao JJ et al.,
2015). Una opcion es la combinacion con TACE, ya que la hipoxia tumoral que induce esta

estrategia puede inducir la produccion de factores pro-angiogénicos, por lo que el bloqueo
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de la expresion de VEGF y otras vias pro-angiogénicas con sorafenib puede prevenir la
recurrencia o la progresion de la enfermedad (Xiao EH et al., 2009). Los primeros ensayos
clinicos mostraron la seguridad y eficacia de la combinacién de TACE con sorafenib en el
HCC intermedio y avanzado (Zhao Y et al., 2013).

Aunque el tratamiento con sorafenib supuso un hito en la terapia del HCC, el efecto de este
farmaco en el CCA no esta claro. En ensayos in vitro con lineas celulares de CCA humano
el sorafenib mostr6 una potente actividad antitumoral por la inhibicién de la ruta de las
MAPK y parada del ciclo celular (Huether A et al., 2007). Aunque el sorafenib es,
generalmente, bien tolerado por los pacientes con CCA (Pan TT et al., 2017), el efecto
sobre la supervivencia es bajo (Luo X et al., 2017) y sélo ligeramente mejor en combinacion

con gemcitabina (Li H et al., 2016).

Hasta la fecha, los resultados de los ensayos clinicos en pacientes con CCA no son
concluyentes; se ha descrito una baja o nula actividad antitumoral (Bengala C et al., 2010;
El-Khoueiry AB et al., 2012), un efecto moderado (LaRocca RV et al., 2007) y en un caso
aislado una potente actividad, con un aumento de la supervivencia (Pinter M et al., 2011).

En general, el tratamiento con sorafenib en pacientes con tumores hepéaticos tiene efectos
beneficiosos moderados y transitorios por una pérdida de la eficacia debida a mecanismos
de resistencia y, ademas, presenta efectos téxicos; afectaciones dérmicas, como el
“sindrome mano-pie”, hipertensioén, fatiga, proteinuria, o diarrea y, mas raramente, efectos

cardiovasculares adversos muy graves (Li Y et al., 2015).

2.4.3.2. Otros farmacos inhibidores de la actividad tirosina quinasa

Existen varios TKIs aprobados o utilizados en ensayos clinicos para el tratamiento de
distintos tipos de tumores con distinto éxito. A continuacion, se comentan los que se han

probado en tumores hepatobiliares.

El regorafenib se utiliza como segunda linea de tratamiento en HCC. Los datos del ensayo
RESORCE, un estudio de fase Ill controlado con placebo que evalud la eficacia y seguridad
de este farmaco en pacientes con HCC que progresaron tras el tratamiento sistémico con
sorafenib, mostraron una ligera mejora de la supervivencia global de 2,8 meses del
tratamiento con regorafenib en comparacion con placebo (10,6 meses frente a 7,8 meses)
(Trojan J et al., 2016).

El sunitinib inhibe mdltiples TKs, como PDGFR-a y PDGFR-B, VEGFR-1, VEGFR-2, y
VEGFR-3, KIT, FLT-3, el receptor del factor estimulador de colonias (CSF-1R) y el receptor
RET (Mendel DB et al., 2003; Patyna S et al., 2006). En un ensayo aleatorizado de fase Il
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para comparar el efecto de sunitinib vs sorafenib en HCC, la mediana de supervivencia fue
de 7,9 meses en el grupo de sunitinib y de 10,2 meses en el de sorafenib (Cheng AL et al.,
2013).

El tivantinib (ARQ 197) es un inhibidor selectivo de la tirosina quinasa MET. Los estudios
de fase | y Il han mostrado potencial en el tratamiento del HCC cuando los pacientes no

responden al sorafenib o cuando no es tolerado por los pacientes (Pievsky D et al., 2016).

2.5. RESISTENCIA A LA QUIMIOTERAPIA ANTITUMORAL EN CANCER
HEPATICO

La existencia de quimiorresistencia antes de la exposicién a los agentes quimioterapicos o
resistencia primaria, o su desarrollo o potenciacion durante el tratamiento o resistencia
adquirida, constituyen un problema clinico comudn en el tratamiento del cancer (Marin JJ et
al., 2009). El cancer hepatico se encuentra entre los tumores con menor sensibilidad a la
guimioterapia debido a varios mecanismos que contribuyen a la quimiorresistencia y que se
han clasificado en 7 grupos o MOCs (del inglés, mechanisms of chemoresistance) (Marin JJ
et al., 2010; Briz. O et al., 2017).

MOC-1: Incluye los mecanismos que llevan a la disminucion de la concentracion intracelular
de los farmacos, y engloba dos tipos de mecanismos: i) MOC1-a, mediante la reduccién de

la captacién de los farmacos y ii) MOC-1b, mediante el aumento del eflujo de los farmacos.

MOC-2: Engloba a los mecanismos que participan en la disminucién de la actividad
intracelular del farmaco, bien por una reduccion en la actividad de las enzimas responsables
del paso de profarmacos a compuestos activos o bien por un aumento de la actividad de las

enzimas implicadas en el metabolismo de los farmacos para producir metabolitos inactivos.
MOC-3: Incluye cambios en la expresién o mutaciones en las dianas de los farmacos.

MOC-4: Engloba los mecanismos que provocan un incremento en la capacidad de la
reparacion del ADN en las células tumorales, lo que lleva a la resistencia a los agentes

antitumorales cuyo mecanismo de accion se basa en la alteracion de ADN.

MOC-5: Incluye los procesos que desregulan el balance apoptosis/supervivencia; como los
procesos que llevan a la activacion del crecimiento celular mediante la reduccion de
apoptosis (MOC-5a) o el aumento de las vias de supervivencia (MOC-5b) que inducen

resistencia a varios farmacos antitumorales.
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MOC-6: Mecanismos debidos a cambios en el microambiente tumoral, entre los que se

incluyen la hipoxia y la acidificacién, pueden reducir la repuesta a la quimioterapia.

MOC-7: Incluye los mecanismos que modulan la transicion epitelial-mesenquimal (EMT) de
las células tumorales, un proceso en el cual las células epiteliales del tumor pierden su
polaridad y adquieren un fenotipo con caracteristicas mesenquimales, lo que aumenta su

capacidad de invasion, metastasis y su resistencia a farmacos.

2.5.1. Papel de los transportadores implicados en la disminucién de la concentracion

intracelular hepética de farmacos (MOC-1)

El concepto de transportoma hace referencia al conjunto de los genes relacionados con el
transporte de farmacos cuyos cambios de expresion pueden determinar la respuesta a un

tratamiento antitumoral (Huang Y et al., 2004).

La concentracion intracelular de los farmacos esta determinada, en parte, por el balance
entre captacion y eflujo. La mayoria de los farmacos no pueden ser transportados a través
la membrana plasmatica por difusion debido a su bajo caracter lipofilico y, por ello,
requieren la participacion de transportadores especificos expresados en la membrana
plasmatica (Chandra P et al., 2004).

El transporte de gran numero de moléculas organicas o iones inorganicos, tanto sustratos
naturales como farmacos, a través la membrana plasmatica se puede realizar mediante un
grupo de proteinas transportadoras de la familia SLC (“Solute Carriers”). Las células
hepéticas expresan varias proteinas de la familia SLC, lo que puede ser un factor
determinante de la captacion y en consecuencia de la actividad antitumoral de varios
farmacos (Okaba M et al., 2008). Sin embargo, el contenido intracelular del farmaco puede
verse disminuido por la actividad de proteinas ABC (“ATP-binding cassette”) que participan
en el eflujo de los farmacos. Ademas, hay que tener en cuenta que puede existir una
diferencia en la expresion de los transportadores en el tejido tumoral en comparacion con el
tejido no tumoral, lo que, junto con la presencia de polimorfismaos, puede afectar a la funcion
de estos transportadores (Kerb R et al., 2001; Suzuki. H et al., 2002). Estos cambios en la

expresion pueden ocurrir durante el desarrollo tumoral o tras la quimioterapia.

Los transportadores SLC constituyen una gran superfamilia de transportadores, que
actualmente comprende mas de 400 miembros organizados en 52 familias (Hediger MA et
al., 2013; Perland E et al., 2017). Por la importancia en esta Tesis Doctoral comentaremos

en detalle el transportador OCT1.
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2.6. EL TRANSPORTADOR DE CATIONES ORGANICOS OCT1 (GEN SLC22A1)

El transportador de cationes organicos OCT1 es un miembro de la familia SLC, del
subgrupo SLC22A, que contiene 3 miembros principales OCT1, OCT2 y OCT3, que
muestran una identidad en su secuencia de aminoacidos entre el 50-70% (Koepsell H et al.,
2015). Los miembros de esta familia transportan cationes organicos enddgenos y
xenobidticos, incluidos varios farmacos. Alrededor del 40% de los farmacos son cationes
organicos y, por ello, son potenciales sustratos de OCT1 (Nies AT et al., 2009). El
transporte de compuestos a través OCT1 se clasifica como difusion facilitada independiente

de sodio, cloro o gradiente de protones (Koepsell H et al., 2011).

2.6.1. Estructura del OCT1 (gen SLC22A1)

El gen SLC22A1 humano se clond por primera vez en el afio 1997 (Gorboulev V et al.,
1997; Zhang L et al., 1997). Contiene 11 exones y 10 intrones (abarcando un total de 37,41
kb) (Hayer M et al., 1999). Se localiza en el locus cromosdmico 6g26 en un grupo de genes
gue contiene OCT1, OCT2 y OCT3 (Koehler MR et al., 1997). La variante silvestre del
OCT1 humano tiene 554 aminoacidos, muestra 12 dominios trans-membrana (TMD) de
estructura hélices a, los extremos N- y C- terminales se localizan en sitios intracelulares en
el citoplasma, y entre los TMD 1 y 2 hay un lazo extracelular grande que contiene sitios de
glicosilacion. Ademas, el OCT1 tiene también otro lazo intracelular entre los TMD 6 y 7 que
contiene sitios de fosforilacion (Zhang L et al., 1997). El peso molecular de la proteina OCT1
es aproximadamente de 61 kDa (Koepsell H et al., 2007; Lozano E et al., 2013). Ademas de
la forma silvestre (variante 1) de OCT1 se han descrito variantes formadas por SNPs, y

variantes debidas a “splicing” aberrante (Herraez E et al., 2013).

2.6.2. Expresion de OCT1

El OCT1 se expresa mayoritariamente en el higado (Gorboulev V et al., 1997), en la
membrana sinusoidal de los hepatocitos y, en menor medida, en los colangiocitos (Meyer-
Wentrup F et al.,, 1998; Nies AT et al., 2009). La expresion de OCT1 presenta una
variabilidad interindividual muy alta, tanto a nivel de ARNm, como a nivel de proteina (Nies
AT et al.,, 2009; Kim MH et al., 2012). Ademas de su expresiéon en el higado, el OCT1
humano se expresa en el rifion, en concreto en los tubulos proximal y distal de la nefrona
(Tzvetkov MV et al., 2009), en el intestino delgado en los enterocitos, donde participa en la
captacion de cationes organicos del lumen intestinal (Han TK et al., 2013; Koepsell H et al.,
2015), corazén, cerebro, placenta, glandulas mamarias, ojo, tejido adiposo y en células del

sistema inmune (Hyrsova L et al., 2016b).

24



Ruba Al Abdulla

2.6.3. Funcién de OCT1

La funcion principal de OCT1 es llevar a cabo el transporte de cationes organicos
enddgenos, ademas de farmacos cationicos, desde la sangre hacia los hepatocitos a través
la membrana sinusoidal de los mismos. El transporte de los sustratos puede ocurrir en
ambas direcciones a través de la membrana plasmatica, asi, el OCT1 no so6lo participa en la
captacion, sino también en el eflujo de sus sustratos. La captacion hepatocitaria mediada
por OCT1 constituye el primer paso en la destoxificacion de compuestos catidnicos
enddgenos y xenobiodticos (Koepsell H et al., 2007). En el intestino el OCT1 esta implicado
en la absorcion y secrecidén de los cationes organicos (Koepsell H et al., 2007). En el rifidn
el OCT1 humano participa en la reabsorcion de los compuestos filtrados (Jonker JW et al.,
2004). Ademas, el OCT1 puede participar en el transporte de farmacos a través los
bronquios en el pulmén y a través la barrera hematoencefalica (Lin CJ et al., 2010; Ingoglia
F et al., 2015). En el sistema inmune, el OCT1 puede mediar la captacién de los farmacos
antivirales (Minuesa G et al., 2008).

La mayoria de los sustratos de OCT1 son aminas terciarias que tienen carga positiva a pH
fisiolégico, y aminas cuaternarias que tienen una carga positiva independientemente del pH.
Generalmente, los sustratos de OCT1 se clasifican en dos tipos; | y Il (Meijer DK et al.,
1990). El tipo I incluye los sustratos con una masa molecular menor de 500 g/mol o con un
grupo cationico que esta alejado del anillo aromético. Entre los sustratos tipicos del tipo | se
encuentran el tetraetilamonio (TEA) y el 1-metil-4-fenilipiridino (MPP*). El tipo Il incluye los
cationes mas hidrofébicos, voluminosos, y con frecuencia polivalentes, y los sustratos
tipicos en el tipo Il son la d-tubocurarina y la quinina (Van Montfoort JE et al., 2001).

Los sustratos mas utilizados para la evaluaciéon de la actividad del OCT1 humano son el
TEA, el MPP* y la N;-metilnicotinamida (Van Montfoort JE et al., 2001). Aunque las
especificidades de sustrato de OCT1, OCT2 y OCT3 se superponen significativamente,
existen diferencias en la especificidad entre los OCTs. (Koepsell H et al., 2007).

Entre los principales sustratos enddégenos de OCT1 se encuentra la tiamina (Chen L et al.,
2014), monoaminas como la colina, creatinina, L-carnitina, guanidina, el metabolito de L-
arginina (agmatina), histidil-prolina dicetopiperazina, y poliaminas como putrescina (Koepsell
H et al., 2007; Koepsell H et al., 2015) o espermidina (Winter TN et al., 2011). En el sistema
nervioso el OCT1 juega un papel en la recaptaciébn de los neurotransmisores como
catecolaminas (dopamina, adrenalina y noradrenalina), serotonina e histamina por las
neuronas presinapticas desde el espacio sinaptico (Jonker JW et al., 2004; Koepsell H et al.,
2004).

En la Tabla 1.3 se muestran algunos sustratos de OCT1 enddgenos, xenobioticos y

farmacos (Lozano E et al., 2013; Hyrsova L et al., 2016b).
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Tabla 1.3. Sustratos de OCT1 enddgenos, xenobidticos y farmacos.
Compuestos enddgenos Xenobidticos y toxinas Farmacos
Acetilcolina Acido guanidinosuccinico Aciclovir
Adrenalina Acido guanidinovalérico Amantadina
Agmatina Aflatoxina B1 Bamet-UD2
Colina APD-ajmalinio Bleomicina
Corticosterona ASP Cimetidina
Creatinina Berberina Ciprofloxacino
Dopamina Tetraalquilamonio Furamidina
Espermidina DAPI Ganciclovir
Guanidina Derivados de procainamida Gefitinib
Histamina Etidio Imatinib
NI-Metilnicotinamida Metilguanidina Irinotecén
Noradrenalina MPP Lamotrigina
Prostaglandina E2 MPTP Levodopa
Prostaglandina F2a Nicotina Metformina
Progesterona N-metilquinina Mitoxantrona
Putrescina Paraquat m-Yodobencilguanidina
Serotonina O-Desmetiltramadol
Tiamina Ondansetron
Tiramina Oxaliplatino
Paclitaxel
Pancuronio
Pentamidina
Pramipexol
Quinidina
Rocuronio
Sorafenib
Sulpiride
Tropisetrén
YM 155
Zalcitabina
Zebularine
ASP, 4-[4-(dimetilamino)-estiril]-N-metilpiridinio; DAPI, 4’,6-diamidino-2-fenilindol; MPP, 1-metil-4-

fenilpiridinio; MPTP, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina; YM 155, bromuro de sepantronio.
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Papel de OCT1 en la captacion de farmacos antitumorales

En cuanto al transporte de farmacos antitumorales catiénicos, OCT1 esta implicado en la
captacion y en mantener concentraciones terapéuticas de mitoxantrona (Koepsell H et al.,
2007), m-yodobencilguanidina (Bayer M et al., 2009), irinotecan y paclitaxel (Gupta S et al.,
2012). Ensayos in vitro demostraron que las células transfectadas con OCT1 presentaban
mayor capacidad de captacion de oxaliplatino y picoplatino, pero no de cisplatino o
carboplatino (Zhang S et al., 2006).

En lo que se refiere a farmacos TKis, varios estudios han demostrado el papel de OCT1 en
la captacion de imatinib en células de leucemia mieloide crénica (Thomas J et al., 2004;
Minematsu T et al., 2011). Ademas, recientemente se ha propuesto que los niveles de
expresion de OCT1 pueden servir como marcador para predecir la respuesta al imatinib en

pacientes con leucemia mieloide crénica (Ben Hassine | et al., 2017).

Estudios realizados por nuestro grupo utilizando oocitos de rana Xenopus laevis
demostraron que OCT1 es capaz de captar sorafenib, y ademas, la transfeccion de lineas
celulares derivadas de HCC o CCA humano con OCT1 induce una mayor sensibilidad al
sorafenib (Herraez E et al., 2013). Por otro lado, un estudio reciente sugiere la posibilidad
de utilizar los niveles de expresion de ARNm de OCT1 en pacientes con HCC como
marcador prondstico para determinar la respuesta al sorafenib (Grimm D et al., 2016).
Ademas, se han descrito interacciones entre farmacos sustratos del OCT1, un ejemplo de
este tipo de interaccién podria ocurrir con los antieméticos ondansetrén y tropisetrén, que
son administrados junto con algunos farmacos antitumorales para evitar las nauseas y
vémitos que producen. En los pacientes tratados con antieméticos y con sustratos del OCT1
con efecto antineoplasico cabria esperar una reduccion en la captacion del agente
citostatico por los tumores y, por tanto, un descenso en la eficacia del tratamiento
antitumoral (Tzvetkov MV et al., 2012).

2.6.4. Regulacion de la expresion de OCT1

El OCT1 es uno de los transportadores mas expresados en los hepatocitos, mientras que
presenta una expresion baja en otros tejidos, lo que sugiere que su expresion puede ser
controlada mediante los factores de trascripcion denominados LEFTs ‘“liver-enriched
transcription factors” entre los que se incluyen HNF-1a, HNF-3y, HNF-4a, y FOXA3 (Castell
JV et al., 2006; Kamiyama Y et al., 2007). Un mecanismo de regulacién de OCT1 por HNF-
4a es la unién del ultimo a los elementos de respuesta en el promotor de OCT1, lo que lleva
a la activacion de la transcripcién de OCT1, sin embargo, este proceso puede ser inhibido
por SHP “small heterodimer partner”, un correpresor transcripcional cuya expresion puede

ser inducida por los &cidos biliares (Saborowski M et al., 2006). Este mecanismo de
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regulacion puede explicar el efecto inhibidor de la expresion OCT1 mediada por HNF-4a en
casos de colestasis (Nies AT et al., 2009). Ademas, los factores USF1 y USF2 “upstream
stimulating factors” han sido identificados como reguladores de la expresion de OCT1 en
hepatocitos mediante “cognate-E box” (5"-CACGTG-3"); la activacion estos factores activa
HNF-4a y lleva a un aumento de la expresion de OCT1. Los receptores nucleares como
PXR y FXR y el receptor de glucocorticosteroides pueden modular la expresion de OCT1 a
través de HNF-4a (Rulcova A et al., 2013; Hyrsova L et al., 2016a).

Ademds, existen sistemas de regulacion postraduccional, como la fosforilacion y
desfosforilacion de los sitios de unién al sustrato, lo que puede inducir cambios en la
actividad transportadora del OCT1 de manera rapida (Ciarimboli G et al.,, 2005). Estos
cambios se llevan a cabo mediante la quinasa Il dependiente de Ca?*/calmodulina (CaMKiII)
(Martel F et al., 2001) y la tirosina quinasa Src-like p56lck (Ciarimboli G et al., 2004), que
estimulan la actividad del OCT1 humano. Sin embargo, la activacién de la proteina quinasa
A (PKA) disminuye la afinidad del OCTL1 por sustratos tipicos (Ciarimboli G et al., 2005).

2.6.5. Variantes de OCT1

Aunque se han descrito alrededor de 1000 mutaciones (SNPs, del inglés “Single Nucleotide
Polymorphism”) en el gen SLC22A1 (tanto en el promotor, 5UTR, el ORF, intrones, y
3'UTR), la mayoria de ellas ocurren en secuencias no codificantes y, por ello, no se ha
estudiado su efecto bioldgico (Kerb R et al., 2002; Saito S et al., 2002; Itoda M et al., 2004).
En nuestro grupo se describi6 la presencia en HCC de 3 nuevos SNPs no conocidos hasta
entonces: ¢.181delCGinsT (R61S fs*10), ¢.262delT (C88A fs*16) y ¢.589C>T (P197S). Dos
de estas variantes (c.181delCGinsT y ¢.589C>T) también estaban presentes en algunas
biopsias de CCA. Las mutaciones R61S fs*10 y C88A fs*16 daban como resultado una
proteina truncada y no funcional, mientras que la mutacion P197S no afectaba a la
estructura de la proteina, ni tampoco a su funcion (Herraez E et al., 2013).

La mayoria de los polimorfismos “non-synonymous” que se asocian con una funcién
alterada del transportador presentan variabilidad heterogénea entre diferentes grupos
étnicos. Muchos de los SNPs descritos dan lugar a una proteina no funcional o con una
actividad transportadora menor, como es el caso de las variantes M420del, C88R, L160F,
P341L o M408V. Sin embargo, otros SNPs, como la S14F presentan una mayor capacidad
transportadora de MPP* (Shu Y et al., 2003), pero menor para metformina (Shu Y et al.,
2007) y sin cambios en la captacion de TEA (Herraez E et al., 2013).

La presencia de las variantes genéticas que presentan actividad reducida puede tener
efectos a nivel fisiolégico y farmacolégico. Al nivel fisiol6gico, una disminuciéon de la

actividad de OCT1 puede llevar a la acumulacién de compuestos téxicos por falta de
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destoxificacion hepética (Yang MC et al., 2001). A nivel farmacolégico, la disminucion de
OCT1 puede afectar a la actividad de varios farmacos, entre ellos el sorafenib que al no
poder atravesar libremente la membrana plasmatica no podria llegar al interior celular donde
se encuentran sus dianas (Herraez E et al., 2013).

Por otro lado, se han detectado isoformas truncadas y no funcionales causadas por
mecanismos de “splicing” alternativo, que aparecen con mayor frecuencia en tumores
hepaticos tanto HCC como CCA (Hayer M et al., 1999; Herraez E et al., 2013).

2.7. EPIGENETICA EN EL CANCER

El término epigénetica fue acufiado por Conrad Waddington en 1952 (Waddington CH,
1952), aunque las aportaciones iniciales sobre la epigénetica se consideran anteriores. En
los afos 70 se creé el concepto de “encendido y apagado de la actividad génica”,
sugiriendo el papel de la metilacion del ADN sobre la expresion génica (Holliday R et al.,
1975; Riggs AD et al., 1975). Mas adelante, se descubrieron las enzimas responsables de la
metilacién de ADN denominadas ADN metil transferasas (DNMTS), se pusieron a punto las
primeras técnicas para evaluar la metilacion del ADN, y se descubrié que el analogo de
nucleodsido 5-azacitidina tenia actividad inhibidora sobre las enzimas ADN metil transferasas
(Jones PA et al., 1980). Mas recientemente, se han desarrollado nuevas técnicas para
evaluar la metilacibn mediante secuenciacion, y plataformas de analisis genémico que
permiten el estudio de la epigenética en gran variedad de campos y contextos, hasta llegar
a estudiar la secuenciacion epigenética humana (American Association for Cancer

Research Human Epigenome Task Force, 2008).

Los mecanismos epigenéticos juegan un papel clave en el desarrollo del cancer y afectan
los estados celulares en mdltiples etapas de la enfermedad. Durante la carcinogénesis, las
alteraciones en la cromatina y la metilacién del ADN favorecen la reprogramacion celular

oncogénica (Wainwright EN et al., 2017).

En el cancer hepatico, diferentes mecanismos epigenéticos, como modificaciones de
histonas, metilacion de ADN, remodelacion de cromatina y expresion de ARNs no
codificantes impulsan la proliferacion celular, la invasién, y la metastasis durante la
iniciacion y la progresion del HCC. Estas alteraciones epigenéticas, debido a su
reversibilidad, son dianas potenciales para el desarrollo de biomarcadores y estrategias
terapéuticas (Wahid B et al., 2017).
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2.7.1. Metilacion de ADN

La metilacion del ADN es un proceso de modificacion epigénetica basado en la adicion de
un grupo metilo a la posicion 5° del anillo pirimidinico de las citosinas que van seguidas de
guaninas (denominadas islas CpG). Las islas CpG se encuentran en el promotor de un 60%
de los genes codificantes en humanos. (Esteller M et al., 2008).

La metilacién de ADN se lleva a cabo mediante DNMTs que catalizan la transferencia de un
grupo de metilo de S-adenosil-metionina (SAM) hasta la posicién 5° del anillo de la citosina.
Existen varias isoformas de las enzimas DNMTs; la DNMT1 se ha relacionado con el
mantenimiento de la metilaciébn durante la replicacién del ADN, mientras que la DNMT3A y
la DNMT3B estan implicadas en los procesos de metilacibn de novo que tienen lugar
durante el desarrollo embrionario (Klose RJ et al., 2006).

Por otro lado, existen otros tipos de proteinas denominadas TET (“ten-eleven translocation”)
donde se incluyen las proteinas TET1, TET2, y TET3, que estan implicadas en el proceso
de desmetilacion del ADN, en el que la 5-metil-citosina (5mC) se transforma en 5-
hidroximetil-citosina (5hmC); este proceso esta implicado en distintas etapas del desarrollo
celular, asi como en la progresion tumoral (Tahiliani M et al., 2009).

Normalmente, en el genoma, los dinucle6tidos CpG incluidos en las islas CpG en el
promotor se encuentran sin metilacion, mientras que los dinucleétidos CpG fuera de la zona
del promotor se encuentran metilados. Este perfil de metilacion corresponde a una actividad
alta de transcripcion en los genes que poseen promotores que incluyen islas CpG, por otro
lado, los genes que carecen de islas CpG en la zona promotora se encuentran,
habitualmente, silenciados (Fernandez AF et al., 2012).

En cancer, se han observado cambios drasticos en los patrones de metilaciéon del ADN
ligados a una reprogramacion del epigenoma que induce alteraciones marcadas en los
patrones de expresion génica. Hay dos tipos de cambios de metilacion; i) la hipermetilacion
de genes supresores tumorales, y ii) la hipometilacién global del ADN, que afecta a
secuencias repetitivas, y elementos transponibles y retrovirales integrados en el genoma
(Jones PA et al., 2012).

El proceso de hipermetilacion en el cancer estd asociado con la inactivacibn de genes
supresores tumorales y afecta a varios procesos bioldgicos que participan en el ciclo celular,
incluyendo proliferaciéon celular, adhesion y diferenciacion (Esteller M et al., 2008). Ademas,
para varios tipos de cancer, el patron de metilacion ha permitido establecer una firma de
metilacion que puede ser Util en el diagnéstico del tipo tumoral (Paz MF et al., 2003). En
general, se ha observado que hay mas alteraciones por mecanismos epigéneticos que por
mecanismos genéticos en el cancer (Herman JG et al., 2003).

En HCC, el silenciamiento por metilacion de islas CpG en secuencias promotoras del ADN

resulta en la disminucién de la expresion génica de varios genes supresores de tumores,
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ademds juega un papel importante en las vias asociadas con la carcinogénesis tales como
la adhesion celular, la reparacion de ADN, la apoptosis y la regulacion del ciclo celular
(Esteller M et al., 2001). Utilizando las diferencias en el perfil de metilacion se puede
distinguir el tejido tumoral del tejido adyacente no tumoral. Entre los genes que se
encuentran generalmente hipermetilados en el HCC se incluyen: RASSF1A “RAS
association domain family 1A", P16, DLC-1 “deleted in human liver cancer", RUNX3 “runt-
related transcription factor 3" y SOCS-1 “suppressor of cytokine signaling”, entre otros (Khan
FS et al., 2017).

En CCA, los genes mas estudiados que sufren una disminucién de expresion debido a la
hipermetilacién de su promotor son: pl6INK4A, RASSF1A, hMLH1 “mutL homologue 17,
MGMT “06-Methylguanine-DNA methyltransferase”, DAPK “Death Associated Protein
Kinase”, SOCS3 “Suppressor of Cytokine Signaling 3” (Serafini FM et al., 2016), ademas de
supresores tumorales especificos para el tejido colangiolar, como el factor de transcripcion
SOX17 (Merino-Azpitarte M et al., 2017).

Respecto a la expresion del gen SLC22A1 en HCC, dos estudios demostraron que su
promotor esta hipermetilado en el tejido tumoral, lo cual se asociaba con una marcada

disminucion de su expresion (Schaeffeler E et al., 2011; Zolk O et al., 2012).

En comparaciébn con las mutaciones genéticas, los cambios epigéneticos son mas
reversibles. En el caso de la metilacion del ADN, los agentes desmetilantes que actlan
mediante la inhibiciébn de metiltransferasas (DNMTIs), como la decitabina (DAC), se utilizan
en el tratamiento de varios tipos de cancer hematologicos (@rskov AD et al.,, 2017).
Ademas, los DNMTIs se utilizan en combinacién con otras terapias u otros moduladores
epigenéticos, como los inhibidores de las histonas desacetilasas, en la terapia de ciertos
tumores sélidos (Stone ML et al., 2017; Topper MJ et al., 2017). En un estudio de fase Il en
pacientes con HCC avanzado la DAC a dosis bajas demostré un efecto beneficioso sobre el
tiempo de supervivencia sin progresién del tumor (Mei Q et al.,, 2015). Por otro lado, la
combinaciéon de guadecitabina (binucleétido de DAC) y deoxiguanosina aument6 la
sensibilidad del HCC a la terapia con oxaliplatino (Kuang Y et al., 2015).

La combinacion de sorafenib y DAC en el tratamiento de leucemia mieloide aguda o crénica
resulté en un aumento del efecto antitumoral del sorafenib (Muppidi MR et al., 2015; Gu J et
al., 2017). Sin embargo, no existen a dia de hoy estudios sobre el efecto de la combinacién

de sorafenib con DAC en los tumores hepéticos.
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2.7.2. Acetilacion de histonas

En el ndcleo de células eucariotas, el ADN se encuentra empaquetado en la cromatina
constituyendo los nucleosomas. Las histonas (H2A, H2B, H3 y H4) son el soporte sobre el
gue se pliega el ADN mediante la formacion de octameros para la composicién de los
nucleosomas, asi en contacto directo con el octdmero hay aproximadamente 146 pb.

Las histonas son susceptibles a cambios post-transduccionales que afectan la funcién del
ADN, entre ellos, los cambios mas estudiados son la acetilacion, la metilacion de lisinas y
argininas, y la fosforilacion de serinas, ademas de otros cambios como ubiquitinacion,
sumoilacion, ribosilacién o isomerizacién de prolinas que se estudian para evaluar su efecto
sobre la dinamica de la cromatina y el proceso de transcripcion.

Estos cambios se llevan a cabo mediante enzimas que forman partes de complejos
multiproteicos implicados en regulacion de la transcripcion u otros procesos gendmicos
(Bannister AJ et al., 2011).

El grado de acetilacién de histonas es el resultado del balance en la funcién de dos tipos de
enzimas; i) las enzimas histona acetil transferasas (HATS), implicadas en la adicién de un
grupo acetilo a las lisinas localizadas en el amino terminal de las histonas, ii) las enzimas
desacetilasas de histonas (HDACSs), cuya funcion es la eliminacion del grupo acetilo afiadido
a las histonas (Sanchez-Mut JV et al.,, 2012). La acetilacibn de las histonas resulta
normalmente en un aumento de la actividad transcripcional del ADN, mientras que el
proceso contrario lleva a un silenciamiento génico.

Las modificaciones en la acetilacion de histonas estan entre las modificaciones de
cromatina mas estudiadas en céncer, y se han relacionado con el grado de metilacion del
mismo ADN (Fraga MF et al., 2005).

El uso de inhibidores de HDACs (HDACIs) como la tricostatina A (TSA) ha mostrado un
efecto sinérgico en combinacién con agentes desmetilantes en la reversion de la metilaciéon
aberrante de genes supresores tumorales (Kirschbaum M et al., 2011).

En el caso del HCC, estudios preclinicos han sugerido que el tratamiento con HDACIs
puede inducir apoptosis en lineas celulares (Ma BB et al., 2010). Por otro lado, en ensayos
clinicos de fase Il en pacientes con HCC avanzado se ha demostrado la eficacia y
seguridad del tratamiento con algunos HDACIs (Yeo W et al., 2012; Zhao J et al., 2016). En
cuanto a ensayos para la potenciacién antitumoral, se ha descrito, tanto in vitro como in
vivo, que en HCC la combinacion de HDACIs y sorafenib genera efectos aditivos o
sinérgicos (Lachenmayer A et al., 2012; Chen C.H et al., 2014; Hsu FT et al., 2014).
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2.7.3. Papel de los microARNs en la regulacién de la expresion génica

Se sabe que el 90% del genoma humano da lugar a ARNs no codificantes, entre ellos los
microARNSs, moléculas de entre 21 y 25 nucle6tidos que actGan como reguladores de la

expresion génica (He L et al., 2004).

La expresion de los microARNs puede seguir 2 alternativas; asi hay algunos microARNs
localizados en agrupaciones cuya transcripcion se lleva a cabo utilizando su propio
promotor, mientas que hay otro grupo de microARNs que se localizan en zonas intrénicas o
exonicas de otros genes y que se expresan durante la transcripcion del gen que les
contiene. La transcripcion de la mayoria de los microARNs se completa mediante la
polimerasa de ARN II, y en menor medida por la polimerasa de ARN lll, lo que da lugar a los
pre-microARNs (de una longitud alrededor de 33 pb) que contienen una caperuza o CAP, y
una cola de poliA (Lee Y et al., 2004; Borchert GM et al., 2006). Para la formacién de los
microARNs maduros, los pre-microARNs se someten a un proceso de 2 reacciones, la
primera tiene lugar en el nlcleo y se lleva a cabo mediante un complejo proteico llamado
microprocesador que consta de la enzima Drosha (que tiene actividad ARNasa tipo Ill) junto
con la enzima de unién a ADN DGCRS; y la segunda reaccion ocurre en el citoplasma por la
endorribonucleasa tipo lll denominada Dicer (Gregory RI et al., 2004). Después de la
reaccion con Dicer, el ARN maduro se une a las proteinas Argonauta (Ago) para formar el

complejo RISC.

A pesar de que los mecanismos utilizados por los microARN para regular la expresion
génica no se conocen totalmente, se ha descrito que los microARNs pueden inhibir la
traduccion de varios modos; asi, los nucleétidos 2 a 7 localizados en el extremo 5  del
microARN (regién denominada “seed structure”) se unen a secuencias complementarias en
la zona 3'UTR del ARNm diana. Si la afinidad de secuencias hace que la unién entre
microARN y ARNm sea completa se induce la degradacién del ARNm; mientras que en el
caso de que la unién entre el microARN y el ARNm diana sea parcial habria una

disminucién en la traduccion sin degradacién del ARNm (Carthew RW et al., 2009).

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que existen microARNs que se unen a
otras zonas del ARNm diana diferentes al 3'UTR, incluidas la ORF, y la zona 5'UTR del
ARNm (Mandke P et al., 2012; Lytle JR et al., 2007).

Cada microARN puede regular mas de un gen diana, y cada gen puede ser regulado por
méas de un microARN, lo que resulta en una alta complejidad en la red de microARNs y
regulacion génica (Lewis BP et al., 2003). Los microARNs desregulados afectan a diversos
complejos funcionales, factores transcripcionales, matriz extracelular, citoesqueleto, tirosina

quinasa y sefalizacion de proteinas G, apoptosis, ciclo celular y diferenciacion. Ademas,
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pueden alterar la composicién del microambiente extracelular, afectando, por ejemplo, a la
transformacién de fibroblastos normales a fibroblastos asociados a tumores que respaldan

el crecimiento tumoral (Schoepp M et al., 2017).

En relacién con procesos tumorales existen varios estudios que, utilizando diferentes
plataformas de analisis (microarray, PCR array, y secuencacion de alto rendimiento), han
demostrado cambios en la expresion de microARNs entre el tejido tumoral y el tejido no

tumoral en la mayoria de los tipos de céancer (lorio MV et al., 2012).

La deteccién de los cambios en la expresion de microARNs en los tumores llevé a crear el
concepto “oncomirs”, que se refiere a conjunto de microARNs sobre-expresados en el
cancer y que juegan un papel en la disminucién de expresion de genes supresores
tumorales. Ademas, los microARNs con expresion disminuida en el tejido tumoral se
denominan microARNSs supresores tumorales, y normalmente sus dianas son los oncogenes
(Esquela-Kerscher A et al., 2006).

Recientemente, se han desarrollado varias medidas bioinformaticas para la prediccion de la
interaccion entre el microARN y el ARNm diana; estas medidas se pueden utilizar, tanto
para la prediccién de los posibles ARNm dianas para un microARN, como para detectar los
microARNs reguladores de un gen. Para llevar a cabo esta prediccion se pueden utilizar
bases de datos como miRBase, TargetScan y miRanda entre otros, cada una de los cuales
aplica un algoritmo para la prediccion de union entre el microARN y el ARNm diana
atendiendo a las caracteristicas de ambas secuencias para dar un “score” o puntuaciéon que
representa la posible interaccion entre el microARN y el ARNm (Riffo-Campos AL et al.,
2016).

2.8. REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL DE LA EXPRESION GENICA EN
CANCER

En eucariotas el ARNmM sufre procesos post-transcripcionales que incluyen
fundamentalmente el “capping” y la poliadenilaciéon. El “capping” consiste en afadir un
nucleétido al extremo 5 del ARNm para aumentar su estabilidad, mientras que la
poliadenilacion se basa en afiadir una cadena de 250 nucleétidos adenina al extremo 3" del

ARNmM, que va a aumentar su vida media y facilitar su traduccion.
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2.8.1. Estabilidad/degradacion de ARNm mediante las “ARE binding proteins”

La existencia de un balance entre la estabilidad del ARNm y su degradacién es clave para
el control de la trasduccion del ARNm y la sintesis de las proteinas. Uno de los puntos de
control del balance entre la estabilidad y la degradacién del ARNm ocurre en elementos
denominados ARE (“AU rich elements”), zonas ricas en secuencias AU, que se encuentran
en la zona 3'UTR del ARNm y estan formados por secuencias agrupadas en repeticiones
entre 1 y 5 veces de 5 nucle6tidos (AUUUA) o 9 nucleétidos (WUAUUUAUU) (Bakheet T et
al., 2006).

Varios estudios demostraron que el papel de las secuencias ARE en la degradacion o
estabilidad del gen diana radica en que son zonas para la union de un grupo de proteinas
gue facilitan la degradacion del ARNm diana. Estas proteinas se denominan AUBPs (“ARE
binding proteins”). Asi, por ejemplo, se ha descrito que estas secuencias juegan un papel
importante en mantener bajos niveles de expresién de genes implicados en el ciclo celular
(Audic Y et al., 2004). Sin embargo, también se han descrito proteinas AUBPs que pueden

unirse a los sitios ARE del ARNm aumentando la estabilidad del mismo.

Una de las proteinas AUBPs mas conocidas es la HuR (también denominada ELAVL1), que
generalmente aumenta la estabilidad de los ARNm diana. La HUR ademas participa en el
transporte de los ARNm del nucleo al citoplasma. Los ARE especificos de HUR se solapan
normalmente con el sitio de union de otra proteina AUBPS, la tristetraprolina (TTP, también
denominada TIS11 o ZFP36), que participa en la degradacion del ARNm diana. Las
proteinas HUR y TTP conjuntas muestran un papel importante en la regulacion de procesos
como la inflamacién y en la expresion de genes implicados en procesos tumorales (Wang H
et al., 2016). Ademas de TTP, la familia tristetraprolina contiene otros miembros; BRF1 y
BRF2, que también juegan un papel en la regulacién génica mediante la degradacién de

sus ARNm diana a través su union a las secuencias ARE (Reznik B et al., 2014).

Otra AUBP es la AUF1 (también denominada hnRNP) y, aunque hay controversia sobre su
funcién, la mayoria de los trabajos apuntan a que tiene un papel en la degradacién del
ARNm diana; sin embargo, algunos casos han descrito que esta proteina participa en el
aumento de la estabilidad de ciertos ARNm (White EJ et al., 2017). Cambios en la expresion
de AUF1 se han vinculado con los cambios de la expresién génica de varios oncogenes en

distintos tipos de cancer (Zucconi BE et al., 2011).

La CUGBP1 es otra AUBP que participa en la degradaciéon del ARNm diana. La CUGBP1
esta muy expresada en el higado y regula la traduccion de proteinas que son criticas para el

mantenimiento de las funciones hepaticas; esta implicada en procesos de diferenciacion y
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proliferacion celular, ademds, juega un papel en la regulacion de HDAC, lo que puede

resultar en maodificacion epigenética durante el envejecimiento (Jones K et al., 2012).

Los factores de transcripcién de la familia de proteinas FBPs (far-upstream element binding
proteins) median la degradacion de ARNm al cual se unen, y juegan un papel en la
regulacién de vias celulares. Se encuentran sobre-expresados en el cancer de higado y
estimulan la proliferacion de células tumorales, ademas, su expresion alta se correlaciona

con un mal pronéstico (Samarin J et al., 2016).

2.8.2. “Splicing” alternativo

Tras la transcripcién, el precursor del ARNm (pre-ARNmM) se somete un proceso de edicion
o “splicing” consistente en la eliminacién de intrones y union de los exones formando el
ARNmM maduro. Este proceso es importante porgue aumenta la capacidad codificante del
genoma, ya que con variantes de “splicing” cada gen puede producir mas de un tipo de
ARNmM maduro vy, por lo tanto, mas de un producto proteico. Recientemente, se ha descrito
gue la mayoria de los genes codificantes dan mas de una isoforma de proteinas, ya que al
estudiar el proteoma en comparacién con los genes codificantes del genoma resulta en la
presencia de un nimero de isoformas proteicas ente 5y 10 veces mayor que el nimero de
genes codificantes (Kim MS et al., 2014). Hay estudios que definen al “splicing” como un
proceso cotranscripcional que ocurre al mismo tiempo que la transcripcion (Jimeno-
Gonzélez S et al., 2015; Naftelberg S et al., 2015).

El “splicing” aberrante de los pre-ARNm se observa con frecuencia en céncer. Estas
alteraciones en el splicing pueden ser debidas a una compleja interaccion entre las
modificaciones en la expresion y/o actividad de los factores del splicing (SF) que se unen a
secuencias especificas en los pre-ARNm y regulan el proceso de “splicing” (Gongalves V et
al., 2017). Por otro lado, el “splicing” aberrante puede ser debido a mutaciones en los genes
codificantes del ARNm que cambian las secuencias implicadas en el proceso de splicing.
Ademas de su importancia en el desarrollo de cancer (Singh B et al., 2017), el “splicing”
alternativo juega un papel en la resistencia a farmacos antitumorales, incluidos los TKls
(Siegfried Z et al., 2018).

Como se comentd anteriormente, en el caso de OCT1 se ha descrito la presencia de
variantes generadas por “splicing” alternativo. La mayoria de estas formas se generan por
una escision de exones 0 a la retencion de secuencias intrénicas del transcrito, como son
las variantes del OCT1 con escision del exén 9, con escisidn conjunta de los exones 9 y 10,
o de los exones 7 y 10 (Hayer M et al., 1999), la variante c.1276+1insGTAAGTTG, en la que

un fragmento de 8 pb del intrén 7 se inserta entre los exones 7 y 8 (Tarasova L et al., 2012),
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la variante ¢.1276+1insGTAAGTTG combinada con la escision del exon 9, y la variante

generada por la escisién del exén 10 (Herraez E et al., 2013).

En general, se considera que las variantes de “splicing” generan proteinas truncadas que no
son funcionales (Hayer M et al., 1999), ya que los cambios en la regién carboxilo terminal,
asi como la pérdida estructural de dos o0 mas dominios transmembrana del transportador
alteran la funcién de la proteina debido al fallo en la localizacibn en la membrana

plasmatica.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. MATERIAL BIOLOGICO
3.1.1. Muestras humanas

Las muestras de tejido hepatico de pacientes con CCA y HCC se obtuvieron a través del
Servicio de Cirugia Hepatobiliar y Pancreatica del Hospital Universitario de Salamanca, del
Biobanco de tumores del Hospital Universitario de San Sebastian y de los Hospitales

Universitarios de Wurzburg, Friburgo y Hannover (Alemania).

Los protocolos fueron aprobados por los Comités Eticos de Investigacion Clinica del area de
Salud de los distintos hospitales de procedencia. Sélo se utilizaron muestras de las que se
disponia consentimiento informado firmado por los pacientes para su uso en investigacion
biomédica. Los datos personales fueron tratados con confidencialidad y seguridad, de
acuerdo con la normativa basada en la Ley 15/99 (R.D. 994/99).

3.1.2. Animales

Para los modelos experimentales de desarrollo de HCC y de CCA se utilizaron ratas
machos de la raza Wistar procedentes del animalario del Edificio Departamental de la

Universidad de Salamanca.

Para el modelo de HCC en ratones se utilizaron ratones Fxr’ del genotipo B6.129X1(FVB)-
Nr1h4imiconzi procedentes de Charles River, que se criaron en el animalario de la

Universidad de Salamanca.

Para la realizacién de los experimentos de tumorigénesis in vivo se utilizaron ratones nude
atimicos hembra (Ico:Swiss-nu/nu) (Harlan Laboratories, Barcelona), que se mantuvieron en

aisladores para garantizar un ambiente estéril y en salas con condiciones controladas.

En todos los casos los animales tenian libre acceso, tanto a la bebida, como al pienso
granulado comercial, y se mantuvieron en habitaciones a temperatura (20°C) y humedad
relativa controladas, dotadas de un sistema de iluminacién regulable que establecia un ciclo
de luz/oscuridad (12 h/12 h) constante.

Los animales fueron manipulados segun las especificaciones de la Comunidad Europea
(86/609/EEC y 2003/65/EC) y la normativa espafiola vigente para el uso y cuidado de
animales utilizados en experimentaciéon (RD 1201/2005, BOE 252/34367-91, 2005). Todos
los protocolos experimentales empleados durante la realizacion de este trabajo fueron
aprobados por el Comité de Bioética para el uso de animales de laboratorio de la

Universidad de Salamanca.
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3.1.3. Lineas celulares

En este trabajo se utilizaron las siguientes lineas celulares:

Proporcionadas por la American Type Culture Collection (ATCC, LGC Standards,
Barcelona): Alexander o PCL/PRF/5 (CRL 8024) y HepG2 (HB-8065), de HCC humano;
CHO (CCL-61), de ovario de hamster chino y HEK-293T (CRL-11268), embrionarias de

rindn humano.

De la German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig,
Alemania): TFK-1 (ACC 344) y EGI-1 (ACC 385), de CCA humano.

Las células HuH7 de HCC humano fueron cedidas por el Dr. Pedro Majano (Hospital
Universitario de la Princesa, Madrid).

3.1.4. Bacterias

Se utilizé la cepa DH5a, de Escherichia coli, proporcionada por el Departamento de

Bioguimica y Biologia Molecular de la Universidad de Salamanca.

3.2. PRODUCTOS

Los productos utilizados en este trabajo se obtuvieron de las siguientes casas comerciales:

Abbot Laboratorios (Madrid): isofluorano (Forane®) y pentobarbital s6dico (Nembutal N.R.).
Air Liquide (Valladolid): CO2 y N2 liquido.

AppliChem (Madrid): acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico (HEPES), agar, extracto
de levaduras, fenol, glicerol 80% estéril, leche descremada liofilizada y triptona.

B. Braun (Melsungen, Alemania): sutura de seda.

BD Biosciences (Madrid): camaras multipocillo (Lab-tek) y fluido envolvente FACS Flow
para citometria de flujo.

Biomers.net (UIm, Alemania): algunos cebadores (“primers”).

Bio-Rad (Madrid): acrilamida, membranas de nitrocelulosa, persulfato de amonio, rojo
ponceau, tampon Tris 0,5 M pH 6,8, tampo6n Tris 1,5 M pH 8,8 y tetrametiletilendiamina
(TEMED).

Dako Diagnosticos (Barcelona): medio de montaje para fluorescencia.

Fermentas (Quimigranel, Madrid): T4 polinucleétido quinasa.

GE Healthcare (Barcelona): reactivos de deteccion ECL (“Enhanced Chemiluminiscence”),

gue incluyen los anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa y los reactivos de
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deteccion 1y 2, kit “GFX PCR DNA & Gel Band Purification”, kit “PlasmidPrep Mini Spin”, kit
“illustra RNAspin Mini RNA Isolation” y algunas enzimas de restriccion.

Life Technologies (Madrid): acetato de amonio, aminoacidos no esenciales 100k,
anticuerpos secundarios fluorescentes anti-lgG de ratén y anti-lgG de conejo marcados con
AlexaFluor® 594 6 AlexaFluor® 488, mezcla de antibidticos penicilina/estreptomicina, 4,6-
diamidino-2-fenilindol (Dapi), kit comercial para la transcripcién reversa (RT) “SuperScript®
VILO™ liquido estabilizador “RNAlater”, marcadores de peso molecular de ADN (25, 100 y
500 pb y 1 kb plus), medios de cultivo Opti-MEM, DMEM con glutamax, Advanced MEM,
medio RPMI 1640 con GlutamaxTM-I, medio SOC, Accuprime®Pfx ADN polimerasa de alta
fidelidad, Platinum® PCR Supermix High Fidelity, solucién de carga para electroforesis en
gel desnaturalizante, suero bovino fetal (FBS), SYBR Green | para tefir ADN en geles de
agarosa (“SYBR Safe”).

Lonza (Basilea, Suiza): aminoacidos no esenciales MEM.

Menarini Diagnostics (Barcelona): portaobjetos OptiplusTM.

Merck (Barcelona): acetato sédico anhidro, acido férmico, 3-mercaptoetanol, cloruro sédico,
etanol, formaldehido, hidréxido sédico, isopropanol, metanol, reactivo de Folin Ciocalteau y
tartrato disodico.

MP Biomedicals LLC (Santa Ana, EE.UU.): liquido de centelleo UniverSol™ES.

Perkin Elmer Life Sciences (Boston, EE.UU.): [**C]-bromuro de tetraetilamonio (TEA), con
una actividad especifica de 2,4 mCi/mmol.

Promega Corporation (Madison, Wisconsin, EE.UU.): algunas enzimas de restriccion, T4
ADN ligasa.

Pronadisa (Hispalab S.A., Madrid): agarosa de baja electroendésmosis, agarosa de alta
resolucion MS-8 y agarosa de bajo punto de fusion.

Qiagen (Izasa, Barcelona): “MiniElute Gel Extraction Kit”.

Sartorius (Goettingen, Alemania): filtros de nitrato de celulosa de 0,2 um y 0,1 um de
tamafio de poro.

Sigma-Aldrich (Madrid): acido etilendiaminotetraacético (EDTA), albimina sérica bovina
(fraccién V), ampicilina, 2-acetamidofluoreno (AAF), 5-aza-2-deoxicitidina (decitabina, DAC),
azul de bromofenol, azul de Tripan, bicarbonato sédico, butirato sédico, clorhidrato de
guinina, cloruro de colina, D-glucosa, dimetilsulféxido (DMSO), dodecil sulfato sédico (SDS),
fenil butirato, glutamina, mezcla de antibidticos y antimicotico (penicilina, estreptomicina y
anfotericina B), mezcla de inhibidores de proteasas (4-(2-aminoetil) bencenosulfonilfluoruro
104 mM, pepstatina A 1,5 mM, E-64 1,64 mM, bestatina 4 mM, leupeptina 2 mM y aprotinina
80 uM), N-dietilnitrosamina (DEN), paraformaldehido, piruvato sddico, tioacetamida (TAA),
tricostatina A (TSA), tripsina de pancreas porcino, Tris (trishidroximetil aminometano) base

(Trizma) o clorhidrato (Tris HCI), y xileno cianol.
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Takara (Laboratorios Conda, Madrid): algunas enzimas de restriccion y solucion de carga
para electroforesis en gel.

VWR Internacional (Barcelona): acido acético glacial, &cido clorhidrico, carbonato sédico,
cloruro célcico, cloruro magnésico, cloruro potésico, dihidrogeno fosfato potésico, fosfato
acido potasico, fosfato disédico, indicador universal de pH, mezcla de glicoles y resinas para
realizar cortes en el criostato Tissue-Tek® O.C.T. (“Optimum Cutting Temperature”), sulfato
magnésico y Tween® 20.

Whatman (Madrid): papel Whatman para la transferencia en western blot.

El tosilato de sorafenib (Nexavar®) fue proporcionado por el Servicio de Farmacia del
Hospital Universitario de Salamanca.

Los plasmidos lentivirales pLVTHM, pWPI, psPAX2, pMD2.G fueron cedidos por el Dr.
Angel Hernandez Hernandez de la Universidad de Salamanca.

Todos los reactivos utilizados fueron del grado requerido para cada caso.

3.3. MEDIOS INSTRUMENTALES

Las pesadas se realizaron en balanzas electrénicas digitales Precisa 125 A y Sartorious BL
150S (Grupo Taper, Madrid). Para pesar los animales se utiliz6 también una balanza
electrénica digital Precisa, modelo 600 C (Grupo Taper).

Para las determinaciones de pH se utiliz6 un electrodo Crison PH BASIC 20 (Crison
Instruments, Barcelona).

El agua destilada y el agua ultrapura se obtuvieron con equipos de purificacién de agua del
Sistema MiliQ Integral 3 (Millipore-Merck, Madrid).

Las incubaciones se llevaron a cabo en un bafio termostatizado LAUDA Ecoline StarEdition
RE106 y en un bloque térmico QBA2 Grant (Thermo Fisher, Madrid).

Las centrifugaciones se realizaron en centrifugas refrigeradas 5417R y 5810R marca
Eppendorf (Hamburgo, Alemania), Beckam Avanti J-20, y L8-M Ultracentrifuge, rotor 70.1 Ti
y SW 28 Ti (Beckman). También se utilizaron picofugas Stratagene (VWR International
Eurolab, Barcelona).

Las medidas espectrofotométricas se hicieron con un espectrofotémetro Hitachi U-2000
(Grupo Taper) y para la determinacion de la viabilidad celular se utiliz6 un lector de ELISA
modelo ELx808 (BioTek). Las determinaciones espectrofotométricas de la concentracion de
ADN y ARN se realizaron con un NanoDrop 1000 (Thermo Fisher) y se analizaron con el

programa informatico correspondiente.
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Para hacer filtraciones a vacio se empled una bomba Millipore modelo XX5522050 (Millipore
Ibérica). Para la esterilizacion de materiales sdlidos y liquidos, y material de cultivos
celulares se emple6 un autoclave modelo Tuttnaver 2340 M (Duerolab, Salamanca).

Los vasos sanguineos se canularon con catéteres Braun de tamafio 0,5 mm x 0,9 mm y de
FepTeflon de 0,7 mm x 16 mm (B. Braun Sugical GMBH, Melsungen, Alemania). Para
canular el conducto biliar se usaron canulas de polietilieno PE-10 (Biotrol Pharma, Paris,

Francia).

Para la PCR analitica y para la RT se utiliz6 un termaociclador Eppendorf Mastercycle ep
gradient (Thermo Fisher). Los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real en tubos de 0,2 ml
se realizaron en un aparato ABI PRISM® 7300 Sequence Detection System, de Applied
Biosystems.

Para la visualizacion de las secuencias y disefio de estudios de restriccion de los plasmidos
se uso el programa Gene Construction kit 2.5.13 para MacOS X (Textco, New Hampshire,
EE.UU.).

La secuenciacion de los fragmentos de ADN se realizo en el Servicio de Secuenciacion de
la Universidad de Salamanca.

La electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa se realizé en un sistema de geles
horizontales sumergidos modelo MT-1001 de la casa Ecogen (Madrid), acoplado a una
fuente Bio-Rad Power Pac 3000 (Bio-Rad, Madrid).

La electroforesis de proteinas se llevd a cabo en un sistema de electroforesis modelo Mini-
Protean 1l Cell con fuente de alimentacibn modelo PowerPac 300. La transferencia
electroforética a membranas de nitrocelulosa se realizé en un sistema Trans-Blot Cell Il
utilizando para ello la misma fuente de alimentacién, todo procedente de la casa comercial
Bio-Rad.

Para la visualizacion de la fluorescencia de los geles de &cidos nucleicos y la luminiscencia
de las membranas de western blot se emple6 un equipo de analisis de imagen Fujifilm LAS-
4000 (TDI, Madrid). La captura de imagenes se llevé a cabo con una cadmara refrigerada del
equipo, sin filtros y con una apertura del diafragma del objetivo de f 0,8 cuando se trataba
de quimioluminiscencia, y con filtro Y515 y diafragma del objetivo f1,5 para SYBR Green,
con luz azul como fuente de excitacion. Las imagenes se analizaron con el programa
informético MultiGauge v3.0 (Fuijifilm).

Las homogeneizaciones se realizaron con un homogeneizador Polytron Typ PT 10/35
Kinematica GMBH (Lucerna, Suiza) o un sonicador tipo bafio Ultrasonic Cleaner 400 W, 30
kHz (Fungilab S.A., Barcelona).
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Para la realizacion de trabajos con cultivos celulares se utilizé6 una campana de flujo laminar
modelo AV-30/70 (Telstar, Barcelona); las células se mantenian a 37°C en un incubador
termostatizado con atmésfera de CO. humidificada de la marca Thermo, modelo Hepa
Class 100 (Thermo Fisher), y se observaban a través de un microscopio Leitz Fluovert FS
(Leitz). Los viales de almacenamiento de las distintas lineas celulares se conservaban en un
contenedor de N liquido (Thermo Fisher). Se utilizaron placas de cultivo y frascos Roux de
cuello inclinado de la marca TPP (Biotech S.L., Madrid) para el cultivo de las lineas
celulares. Para algunas lineas celulares se utilizaron frascos de cultivo con colageno a la
concentracion de 0,5 mg/ml. La esterilizacion de las soluciones se hizo mediante filtros
Sterivex de 0,2 um (Millipore Ibérica). Para contar las células se utilizaron camaras Thoma.
Los cortes histologicos se realizaron con un criostato (Leica Microsystems, modelo 1900UV,
Barcelona). Para visualizar la fluorescencia se utiliz6 un microscopio Nikon Eclipse TE
2000-S (Nikon, Duerolab) o un microscopio confocal modelo TCS SP2 (Leica) perteneciente
al Centro de Investigacion del Cancer de Salamanca.

Para el crecimiento de bacterias se utilizé una estufa termostatizada a 37°C modelo S-20
(Selecta, Barcelona).

La radiactividad de lo isétopo *C se midié en un contador de centelleo liquido Beckman LS-
6500 (Beckman Instruments, Madrid).

El andlisis por citometria de flujo de la captacién o eflujo de compuestos fluorescentes se
realizé en un citdbmetro FACScalibur, de la casa BD Biosciences (Madrid). ElI programa
informatico utilizado para la adquisicion y analisis de datos fue el CellQuestPro, de la misma
casa comercial.

También se utilizé un sistema cromatografico acoplado a un detector de masas, HPLC-MS-
MS, de la casa Agilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.). Este sistema se compone de
un equipo de HPLC serie 1200 formado por: una bomba cuaternaria con desgasificador de
vacio (modelo G12354A); un inyector de 20 pl de capacidad (modelo G1328B); un detector
ultravioleta/visible (modelo G1314B) de longitud de onda variable y programable y una
columna de fase reversa Zorbax C18 column 30 mm x 2,1 mm, 3,5 ym de tamafo de poro
termostatizada a 35°C (Agilent Technologies). El Detector de Masas Triple Cuadrupolo
(modelo G6410A) esta acoplado a una fuente de ionizacién a presion atmosférica (API)
serie 6000 (modelo G1948B). Todo el sistema se controlé desde un ordenador Pentium IV
(modelo HP LP2065) utilizando el software Q-TOF, QQQ, TOF (Agilent Technologies) que
permite tanto el control del HPLC como del detector de masas.

Las muestras se conservaron en congeladores a -20°C y -80°C marca Revco (Pacisa).
Ademas, se contd con un pequefio equipamiento como agitadores magnéticos Selecta
(DureoLab), agitadores Vortex de Ika Works (Wilmington, EE.UU.) y micropipetas Gilson

(Prosisa, Salamanca).
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3.4. ESTUDIO CLINICO RETROSPECTIVO PARA EVALUAR EL PAPEL DEL
OCT1 SOBRE LA RESPUESTA AL SORAFENIB

Para realizar el estudio TRANSFER (TRANsporter SoraFEnib Response) se utilizaron
remanentes de biopsias de HCC obtenidas con fines diagndsticos de pacientes con HCC en
tres centros hospitalarios alemanes; de Wirzburg (n=14), de Friburgo (n=20) y de Hannover
(n=5), entre los afios 2007 y 2015. Los datos clinicos y demogréaficos de los pacientes y las

caracteristicas del tumor se obtuvieron a partir de las historias clinicas.

Los criterios de inclusion fueron: i) diagnéstico de HCC basado en anatomia patolégica o en
técnicas de imagen (tomografia computarizada con detectores multiples y con contraste
dindmico o resonancia magnética), segun las recomendaciones de la EASL “European
Assocciation for the Study of the Liver” (EASL-EORTC clinical practice guidelines: 2012); ii)
tratamiento con sorafenib para HCC avanzado con seguimiento de los pacientes
(supervivencia y/o respuesta radioldgica) durante un tiempo minimo de 4 semanas; iii)
intervalo de tiempo entre la adquisicion del tejido y el inicio del tratamiento con sorafenib no
mas de 18 meses; iv) funcién hepatica compensada antes del tratamiento (Child-Pugh (CP)
Class A o B); v) buen estado funcional (PS 0-2); vi) disponibilidad de tejido tumoral

parafinado para el analisis histologico.

Los criterios de exclusion fueron: i) tumores "mixtos" diagnosticados mediante analisis
histologico; ii) sin diagnéstico definitivo de HCC; iii) quimioterapia sistémica diferente a
sorafenib entre la obtencion del tejido y el inicio del tratamiento con sorafenib (se permitié la
terapia local, como la quimioembolizacién transarterial); iv) descompensacion de la funcion
hepética (clase C de CP) antes del inicio del tratamiento con sorafenib; v) estado funcional
PS> 2.

En los cortes de parafina se analiz6 la expresiéon de OCT1 mediante inmunohistoquimica,

como se describe en el apartado 3.19.

3.5. EXPERIMENTOS “IN VIVO”

3.5.1. Modelo experimental de HCC en ratas

Se llevé a cabo siguiendo una modificacion del modelo clasico de iniciacién-promocion-
progresion descrito por Solt y Farber (Solt DB et al., 1976).

Como iniciador se utiliz6 N-dietilnitrosamina (DEN), que se administré por inyeccion
intraperitoneal, a la dosis de 200 mg/kg p.c., a ratas machos de 130-150 g de peso.

Dos semanas después se inicié un tratamiento con el promotor 2-acetamidofluoreno (AAF),

a la dosis de 50 mg/kg p.c., dos veces por semana, inyectado por via subcutdnea. Este
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tratamiento se llevé a cabo durante tres semanas y en su punto medio, es decir, tres
semanas después de la administracion de DEN, los animales fueron sometidos a una
hepatectomia parcial de dos tercios de la masa hepatica. Para la realizacion de la
hepatectomia se siguié una adaptacion del método de Higgins y Anderson (Higgins et al.
1931), segun se ha descrito en trabajos previos de nuestro grupo (Marin et al 1993), Tras la
anestesia los animales eran parcialmente hepatectomizados por ligadura y posterior
extirpacion de los Iébulos hepaticos lateral izquierdo y medio.
Los animales sometidos al protocolo de Solt y Farber se sacrificaron a las 20 6 a las 32
semanas del inicio del tratamiento, tiempo en el que, como se ha descrito en trabajos
previos de nuestro grupo (Monte MJ et al., 1999; Mendoza ME et al., 2002), los higados de
estos animales presentan alteraciones propias de los estadios de hepatoma y HCC,
respectivamente. Por tanto, se utilizaron 3 grupos de ratas:

Grupo Control: ratas no sometidas al protocolo de Solt y Farber.

Grupo Hepatoma: ratas sometidas al protocolo de hepatocarcinogénesis de Solt y
Farber sacrificadas a las 20 semanas del inicio del mismo.

Grupo Carcinoma: ratas sometidas al protocolo de hepatocarcinogénesis de Solt y
Farber y sacrificadas a las 32 semanas de iniciado el mismo.

3.5.2. Modelo experimental de HCC en ratones
Como modelo de HCC en ratones se utilizé la cepa de ratones comercial Fxr’”, ya que
desarrollan HCC espontaneamente entre los 14-18 meses de vida, tiempo al cual se

realizaron los experimentos de captacion de sorafenib en estos animales.

3.5.3. Modelo experimental de CCA en ratas

Se utilizaron ratas Wistar macho a las que se administré TAA disuelta en el agua de bebida
a la dosis de 0,05% (p/v) durante 36 semanas, segun se habia establecido previamente en
nuestro grupo (Lozano E et al., 2014). Como animales control se utilizaron ratas del mismo

sexo y edad, que no recibieron tratamiento.

3.5.4. Captacion de sorafenib en los modelos experimentales de HCC y CCA

Para evaluar la diferencia en la captacién de sorafenib entre el tejido tumoral y el tejido
adyacente no tumoral en los modelos experimentales “in vivo” de CCA y de HCC utilizados
en esta Tesis Doctoral se siguieron los siguientes protocolos:

En el caso de las ratas con desarrollo de CCA o HCC: tras anestesiar al animal con
pentobarbital sédico (i.p., 50 mg/kg p.c.), se iniciaba el procedimiento quirargico con la
insercién de un catéter en la vena yugular izquierda. Se utiliz6 esta via para administrar el

sorafenib (i.v., 10 mg/kg p.c.) y se coloc6 un catéter en la arteria carétida izquierda para
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obtener muestras de sangre. Ademas, tras realizar una laparotomia ventral media se
colocaba un catéter en el conducto biliar para obtener muestras de bilis.

Una hora tras la administracion de sorafenib se recogian muestras de tejido hepatico que se
congelaron inmediatamente en N liquido y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion
para determinar el contenido de sorafenib en el tejido mediante HPLC-MS/MS (apartado
3.21.4.), o bien se colocaban en tubos con RNAlater®, para posteriormente extraer ARN
total. También se realizaron determinaciones analiticas en el suero recogido.

En el caso de los ratones Fxr” se eligi6 como via de administracién de sorafenib la via
intraperitoneal. Se iniciaba el experimento administrando el sorafenib a la dosis de 10
mg/kg. p.c., y una hora después, con el animal bajo anestesia con pentobarbital sédico (i.p.,
50 mg/kg p.c.), se realizaba una laparotomia ventral media, se recogia una muestra de
sangre de la vena cava y de tejido (tanto de HCC, como de tejido hepatico adyacente al
tumor) se sacrificaba por sobredosis de anestesia. Igual que en los casos anteriores, los
tejidos se colocaban inmediatamente en N liquido o RNAlater® y, posteriormente, se
almacenaban a -80°C hasta su utilizacion para determinar el contenido de sorafenib
mediante HPLC-MS/MS (apartado 3.21.4) o extraer ARN total (apartado 3.13.1).

3.5.5. Ensayo in vivo de respuesta antitumoral al sorafenib en tumores con o sin

sobre-expresion de OCT1

Para llevar a cabo el ensayo in vivo de respuesta antitumoral al sorafenib se utilizaron
ratonas nude atimicas, a las que se les implanté por via subcutanea en el dorso 107 células
HepG2 (Mock o transducidas con OCT1) resuspendidas en Matrigel estéril. Tres semanas
después del implante subcutaneo se observaron tumores de un tamafio de

aproximadamente 27 mm?y los animales fueron divididos en 2 grupos experimentales:

- Grupo tratado con sorafenib: que recibié por via i.p. sorafenib preparado en solucién salina

(10 mg/kg p.c.), que se administr6 3 veces por semana durante 4 semanas.
- Grupo control: que recibi6 por via i.p. el vehiculo en los mismos tiempos.

Diariamente se realizd un seguimiento del estado general de los animales y de la evolucién
del volumen tumoral. Tras 4 semanas de tratamiento, 2 dias después de recibir la Ultima

dosis de farmaco, los animales fueron sacrificados.

3.6. CULTIVOS CELULARES
Los medios de cultivo utilizados para cada tipo celular fueron los siguientes:
Alexander y HepG2: MEM suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato sédico y 110 mg/l de

piruvato sodico.
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HEK-293T: DMEM suplementado con GlutaMAX™.

TFK-1: RPMI 1640 con GlutaMAX™,

EGI-1: DMEM suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato sodico, 2,38 g/l de Hepes, y un 1%
del cocktail comercial de aminoacidos no esenciales.

HuH7: DMEM suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato sdédico, 2,38 g/l de Hepes, y 3,5 g/l
de D-glucosa.

A todos los medios se les afiadié FBS inactivado al 10% (v/v) y una mezcla de antibiéticos y
antimicético al 1% que contenia: penicilina (20 U/ml), estreptomicina (0,02 mg/ml) vy
anfotericina B (0,05 ug/ml); excepto a los medios de las lineas de CCA humanas (TFK-1,
EGI-1) y las células HEK-293T a los que se les afiadia una mezcla al 1% de penicilina y

estreptomicina (sin el antimicatico).

3.6.1. Cultivo de células para estudios de expresion génica

Para determinar la expresion de diversos genes en las distintas lineas celulares empleadas
durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, las células se sembraron a una densidad
adecuada en funcién de la linea celular y del tipo de experimento. Se determiné el tiempo
adecuado para la recogida de las células en cada caso, tras el cual se procesaban para la
obtencion del ARN total (apartado 3.13.1.) o proteinas totales (apartado 3.21.1.).

3.6.2. Estudios de viabilidad celular

Para evaluar el efecto de agentes citostaticos en las distintas lineas celulares empleadas en
esta Tesis Doctoral, las células se sembraron en placas de 96 pocillos a la densidad
adecuada en funcién de la linea celular. A las 24 h las células se exponian durante 6 h a los
agentes citostéticos, y tras 66 h se determinaba la viabilidad mediante el test de formazan
(apartado 3.21.2).

3.7. EXPERIMENTOS IN VITRO DE MODULACION EPIGENETICA DE LA
EXPRESION DE OCT1

Para investigar el efecto de factores epigenéticos sobre la expresion de OCT1 en tumores
hepaticos se utilizaron 3 lineas celulares de HCC (HuH7, Alexander y HepG2) y dos lineas
celulares de CCA (EGI-1 y TFK-1). Las células se incubaron con DAC (1 uM, durante un
tiempo de exposicion variable segun la linea celular), butirato sédico (5 mM, durante 24 h),
fenil butlrato (5 mM, durante 24 h) y tricostatina A (300 nM, durante 24 h).

Puesto que la DAC se degrada en el medio de cultivo, esta era remplazada cada 24 horas

con medio fresco con DAC hasta el final del experimento.
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Una vez finalizado el tiempo experimental las células se lisaron para estudiar la expresion
génica de OCT1 mediante RT-QPCR (apartado 3.13.). Ademas, en el caso de las células
EGI-1 se realizaron experimentos de captacion de sorafenib (apartado 3.8.3.).

3.8. EXPERIMENTOS DE CAPTACION EN LINEAS CELULARES

Soluciones utilizadas:

Medio de captacion (MC), pH 7,4: NaCl 96 mM, KCI 5,3 mM, KH2PO4 1,1 mM, MgS0O4 0,8
mM, CacCl, 1,8 mM, D-glucosa 11 mM, y Hepes 50 mM.

Medio Lowry: NaOH 100 mM y Na>CO3 189 mM.

3.8.1. Experimentos de captacion de compuestos fluorescentes

Para estos estudios se utilizaron células derivadas de HCC con o sin sobre-expresion
estable de OCT1. Una vez tripsinizadas se incubaron 50.000 células con el compuesto
fluorescente a una concentracion adecuada, como se muestra en la Tabla MM-1, en
ausencia o presencia de 250 gM quinina, un inhibidor de OCT1, a 37°C, y durante un
tiempo de incubacion variable segun el experimento. A continuacion, se determind el
contenido intracelular de los compuestos fluorescentes mediante citometria de flujo
(apartado 3.16.).

3.8.2. Experimentos de captacion de tetraetilamonio [**C]-TEA

Para estos estudios se utilizaron células HepG2 con o sin expresion estable de OCT1. Tras
30 min de preincubacién con MC se afiadia MC con [**C]-TEA a una concentracion de 50
MM, en presencia o ausencia de quinina a una concentracion de 250 uM y se realizaba la
incubacién a 37°C durante 1 h.

Algunos pocillos con células se incubaron sin el compuesto radioactivo y se utilizaron como
blanco de captacion.

La captacion se paraba con MC frio, tras lo cual se realizaban 4 lavados con el mismo
medio. Igual que en el caso anterior las células se lisaban con medio Lowry y se dejaban en
incubacién a temperatura ambiente. Tras raspar cada pocillo con una espatula el lisado
celular se recogia y se utilizaba para determinar la radioactividad (apartado 3.21.3.) y la
concentracion de proteinas (apartado 3.21.1.).
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Tabla MM-1. Caracteristicas de los compuestos fluorescentes utilizados como candidatos para
determinar la actividad de OCT1.

Compuesto Abreviatura Concentracion Canal de deteccion (A)

Dihidroetidio DHE 5 uM FL3 (670 nm long pass)

Mitoxantrona MTX 25 uM FL3 (670 nm long pass)

Carboxy Rodamina CarRod 25 uM FL3 (670 nm long pass)
Naranja de Acridina NaAcr 0,1 uM FL2 (585 £ 42 nm)
LDS 751 LDS 751 5 uM FL4 (661 £ 16 nm)

3.8.3. Experimentos de captacion de sorafenib en células

Tras 30 min de preincubaciéon con MC se anadia MC con 5 yM de sorafenib con o sin
guinina a una concentraciéon de 250 uM, y las células se incubaban a 37°C durante 1 h.
Ademas, algunos pocillos se incubaron en ausencia de sorafenib y quinina para utilizarlos
como blancos de captacion.

La captacion se paraba con MC frio y los lavados se repetian 4 veces. Para finalizar el
experimento, las células se lisaban en agua a 4°C, y se determinaba el contenido de
sorafenib en este lisado por HPLC-MS/MS (apartado 3.21.4.).

3.9. ESTUDIOS “IN SILICO”
3.9.1. Determinacién del papel de la metilacion en la expresion del gen SLC22A1 en
datos del TCGA “The Cancer Genome Atlas”

Utilizando los datos de pacientes con HCC y CCA que estan disponibles publicamente en la

base de datos TCGA se llevaron a cabo 2 tipos de estudios:

i) Evaluacion de la expresion del gen SLC22A1 por RNA-seq en muestras de CCA o
HCC en comparacioén con el tejido adyacente no tumoral. La expresion se cuantificd
utilizando la métrica (RPKM, “Reads Per Kilobase Million”). Se utilizé la prueba T de
dos colas de Mann-Whitney para comparar los niveles de expresion génica entre los
grupos.

i) Evaluacion de la metilacion del gen SLC22A1. En la base de datos TCGA se recoge
la informacion del analisis del perfil de metilacién de ADN en todo el genoma; asi,
se evalué el nivel de metilacion de varias regiones localizadas en la zona promotora

del SLC22A1 en muestras de CCA o HCC en comparacion con el tejido adyacente
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no tumoral utilizando la métrica Infinium HumanMethylation450 BeadChip. Esta
base de datos procesa la informacion utilizando el paquete RnBeads, excluyendo
del estudio las sondas con las siguientes caracteristicas; i) sondas enriquecidas con
SNP (> 2 SNP en una region de unién genomica de 50 pares de bases de la
sonda); ii) sondas de baja calidad; vy iii) sondas de cromosomas X. Los datos fueron
sometidos a la normalizacién BMIQ. La metilacion del ADN para el gen de interés
(SLC22A1) se cuantificd utilizando la métrica del valor-B, que varia de 0 (0% de
metilacibn) a 1 (100% de metilacion). Las sondas se consideraron
significativamente y diferencialmente metiladas (DMP) cuando la diferencia del
valor-B 2 + 0,2 y el valor p<0,05 (prueba T de dos colas de Mann-Whitney). La
cobertura del gen SLC22A1 se llevé a cabo utilizando 13 sondas.

Las sondas utilizadas para el andlisis de metilacion cubren la regién no codificante 5"UTR
(del inglés “untranslated region"), el sitio de iniciacion de transcripcion TSS (del inglés
“Transcription starting site”), el exon 1, la ORF, la region no codificante 3'UTR y
epigenomica (“CpG island y open sea”) teniendo en cuenta el efecto biolégico de las

alteraciones de la metilacion de ADN sobre la expresion del gen.

3.10. METODOS DE CLONACION CLASICA

3.10.1. Clonacidn de la secuencia codificante de OCT3 en el plasmido lentiviral pWPI
3.10.1.1. Obtencién del ADNc del gen SLC22A3 con los extremos adecuados

Para obtener la ORF del gen SLC22A3 silvestre, que codifica OCT3, se disefaron “primers”
en base a la secuencia NM_021977 de la base de datos GenBank. Ademas, en el extremo
5" de estos “primers” se anadieron sitios de restriccion para las enzimas Mlul y Spel que
servirian para la posterior ligacion con el vector de destino pWPI. Utilizando estos “primers”
se llevd a cabo una PCR analitica (apartado 3.15.1.) para amplificar la secuencia codificante
del OCT3 utilizando como molde el ADN complementario de higado sano. En la Tabla MM-2
se recogen los “primers” y condiciones utilizadas en la PCR. Los productos obtenidos tras la
PCR se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa y las bandas de los tamafios
adecuados se purificaron por extraccion del ADN en gel de agarosa (apartado 3.15.2.).

Una vez obtenida la ORF del OCT3 se procedi6 a la ligacion de este producto con el
plasmido pWPI, el cual habia sido modificado previamente en nuestro grupo para crear
distintos sitios de clonacién mediante el uso de enzimas de restriccion. Como enzimas de

restriccion se eligieron Mlul y Spel, ya que ninguna de las dos cortaba en la ORF del OCT3.
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Tabla MM-2. Secuencia de los “primers” para el gen SLC22A3 disefiada en base a la secuencia del
NM_021977. En el extremo 5’ de los “primers” se afnadié una secuencia que contenia un sitio de
restriccién para las enzimas Mlul y Spel (en azul).

Oligonucleotidos Condiciones parala PCR
OCT3-(F) (6°—>3") AATTGGCCACGCGTACCATGCCCTCCTTCGACG 5 min, 95°C
15s,95°C
OCT3 (R) (5*—3") AACCTTGGACTAGTAAGGTGAGAGCGGGAAACTGG 30s, 60°C 40 ciclos
2 min, 68°C
10 min, 68°C

F, forward; R, reverse.

3.10.1.2. Preparacion del plasmido pWPI y el inserto (OCT3) para la ligacion

Para introducir nuestro gen de interés en el plasmido lentiviral pWPI éste debia ser
previamente preparado para la ligacién. El primer paso consisti6 en la linealizacién del
plasmido pWPI con las enzimas de restriccion Mlul y Spel como se detalla en el apartado
3.15.3.

A continuacion, el producto de la reaccion se sometié a electroforesis en un gel de agarosa
y a una posterior purificacion, como se indica en el apartado 3.15.2. y, finalmente, se
cuantific6 en un NanoDrop la cantidad obtenida. El OCT3 obtenido, como se explicé en el
apartado anterior, se sometié a la misma reaccion con las enzimas Mlul y Spel para obtener

extremos adecuados para la ligacion.

3.10.1.3. Ligacién del ADNc de OCT3 Yy el plasmido pWPI

Tras la preparacion del plasmido de destino pWPI y del inserto OCT3, se llevo a cabo la
reaccion de ligacion utilizando la enzima T4 ligasa en un tampon apropiado y con una
relacién vector:inserto de 1:5.

A continuacioén, se transformaron bacterias E. coli DH5a con el producto de reaccion por
choque térmico, como se describe en el apartado 3.11.1. Se sembraron en placas con
medio LB