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a/P: ratio alfa/beta

5-FU: 5-Fluorouracilo

A: adenina

Aa: aminoacidos

ADN: &cido desoxirribonucleico

ADN-PKGcs: subunidad catalitica de quinasas dependiente de ADN
Akt: Protein Kinase B

AMPK: proteina quinasa monofosfato-activado
AMPS: persulfato de amonio

APE: AP endonucleasas

ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

ATCC: American Type Culture Collection
ATG: gen relacionado con la autofagia

ATM: proteina mutada ataxia-telangiectasia
ATP: Adenosina Trifosfato

ATR: proteina AT-relacionada ataxia-telangiectasia y Rad3-related
BAX: Bcl-2-Associated X protein

BCL-2: B-Cell CLL/Lymphoma 2

Bcl-XL.: sefial antiapoptotica

BECNL1: Beclinl

BED: dosis bioldgica efectiva o equivalente
BER: reparacion de escision de bases (base excision repair)
BH3: proteinas BCL-2-homdlogas 3

Bim: molécula proapoptotica

BRCAL: gen del cancer de mama 1

BRCAZ2: gen del cancer de mama 2

BSA: Bovine Serum Albumin

C: citosina

CAMs: cadherinas

CDK: quinasas dependientes de ciclinas

ICDK: inhibidores de las CDK

CDKNU1A: inhibidor de las CDK 1A
CDKN2A: inhibidor de las CDK 2A
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CDs: células dendriticas

CH3: grupo metilo

CH3CO: grupo acetilo

Cl: indice de combinacion

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad
CNK: células natural killer

CPAs: células presentadoras de antigeno

CQ: cloroquina

CTCL: linfoma cutaneo de célula T

CTL: linfocitos T citotoxicos

DAMPs: damage associated molecular patterns
DAPK: proteina kinasa asociada a muerte
DDR: respuesta al dafio de ADN

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO: dimetilsulfoxido

RCD: rotura de doble cadenas

RRCS: reparacion rotura de doble cadenas

E: efecto

E2F: factor de transcripcion E2F

EDTA: acido etilen diamino tetra acético
elF2a: factor de iniciacion eucariota 2a
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico
ERK: Extracellular-signal-regulated kinase
FAS: receptor de superficie

FBS: Suero fetal bovino

FDA: Food and Drug Administration

FEN1: endonucleasa Flap 1

FGF1/2: factores de crecimiento fibroblasticos
FOXO: Forkhead box protein O1

G: guanina

GRP78: proteina glucosa-relacionada 78
GTPasa: guanosina trifosfato

Gy: grey

HATS: histonas acetiltransfersas
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HDAC: histonas deacetilasas

HDACI: inhibidores de HDAC

HDR: braquiterapia de alta tasa

HERZ2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
HRP: enzima peroxidasa de rabano

HSC70: chaperona 70

HSPAS: chaperona 8

ICD: immunogenic cell death, muerte celular inmuogénica
ICL: interstrand cross link

INE: Instituto Nacional de Estadistica

IORT: intraoperative radiotherapy, radioterapia intraoperatoria
IREla: Inositol-Requiring Enzyme 1

JNK: JUN N-terminal Kinase

LAMP2: Lysosomal-Associated Membrane Protein 2

LB: linfoma de Burkitt

LBH589: Panabinostat®

LAMP3: proteina de membrana asociada al lisosoma 3

LC3 (MAP1LC3): Microtubule-Associated Protein 1 Light Chain 3
LDR: braquiterapia de baja tasa

LET: linear energy transfer, transferencia lineal de energia

LH: linfoma Hodgkin

LIG1: ligasa 1

LIG3: ligasa 3

LLA: leucemia linfoblastica aguda

LT: linfoma célula T

LQ: modelo lineal-cuadréatico

MAP1LC3: microtubule-associated protein 1 light chain 3p
MAPK: proteina quinasa mitogen-activado

MCA: muerte celular accidental

MCP: muerte celular programada

MDSCs: células mieloides supresoras

MLKL: lineage kinase domain-like pseudokinase, dominio de quinasa de linaje mixto
MM: mieloma multiple

MMPs: metaloproteinasas

17

——
| —



MMR: mismatch repair

MOMP: poro de la membrana mitocondrial

mTOR: complejo sensible a rapamicina

NaCl: cloruro sodico

NAD: nicotinamide adenine dinucleotide

NER: nucleotide excision repair, reparacion por escision de nucleétidos
NF-kB: Nuclear Factor Of Kappa Light Polypeptide Gene Enhancer In B-Cells
NHEJ: non-homologous end joining, recombinacién no homdloga
OSR: 6rganos sanos adyacentes

OIS: oncogene-induced senescence, senescencia inducida por oncogen
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

p21: gen humano localizado en el cromosoma 6

p27XiP: inhibidor de CDK2

p62: proteina del gen SQSTM1

PAR: enzimas poli-(ADP-ribosylation)

PARG: poli (ADPribosa)-glicohidrosilasas

PARP: enzimas poly (ADP-ribosylation)-polymerase

PBS: tampon fosfato salino

PE: phosphatidylethanolamide

PERK: proteina quinasa del reticulo endoplasmatico

PI(3)P (PIP3): fosfatidilnositol 3-fosfato

PI3K: fosfatidilnositol 3-quinasa

PIK3C3 (VPS34): fosfatidilnositol 3-quinasa, subunidad catalitica tipo 3
PIK3R1/2/4: fosfatidilnositol 3-quinasa, subunidad reguladora 1/2/4
PNK: quinasa polinucleétida

PNKP: quinasa polinucle6tida 3'-fosfatasa

POL: polimerasa 3

PSA: antigeno prostéatico especifico

PTCL.: linfoma periférico de célula T

PTEN: tensin homolog

PTV: planning tumour volume, volumen tumoral planificado

r.p.m.: Revoluciones por minuto

R: punto de restriccion

Ras: Rat Sarcoma
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RBL1: Retinoblastoma 1

Rb o pRb: proteina del retiblastoma

RCD: regulated cell death, muerte celular programada
RE: reticulo endoplasmatico

RH: recombinacion homdloga

RIPK1: receptor de interaccion de quinasa 1

RIPK3: receptor de interaccion de quinasa 1

RNS: reactive nitrogen species, especies reactivas de nitrégeno
ROS: reactive oxygen species, especies reactivas de oxigeno
RT: radioterapia

SAHA: 4cido hidroxamico vorinostat®

SBRT: stereotactic body radiation therapy, radioterapia estereotactica fraccionada
SC: sefiales de crecimiento

SCFAs: &cidos grados de cadena corta

SIRT: sirtuina

SIRTS: sirtuinas

SNARE: receptor SNAP

SQSTM1 (p62): Sequestosoma 1

SRS: stereotactic radiosurgery, radiocirugia estereotéctica
RCS: rotura de cadenas simple

RRCS: reparacion rotura de cadenas simple

T: timina

TBS-T: Tween-20 en TBS

TEMED: tetrametiletilendiamina

TIE2: quinasa endotelial tanica intima 2

TLR 4: receptor Toll-like 4

TNF: factor de necrosis tumoral

TNFR: receptor factor de necrosis tumoral

TNM: sistema clasificacién tumores malignos

TP53 0 p53: proteina tumoral 53

Tregs: linfocitos T reguladores

Triton x-100

TryplE: tripsina

TSA: tricostatina A
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UBA: dominio asociado a ubiquitinina

ULK: Ulk1/2 quinasa ¥z tipo unc-51

UPR: unfolded protein response, respuesta a proteinas mal plegadas
UV: Ultravioleta

UVRAG: gen asociado a resistencia frente a irradiacion ultravioleta
VEGEF: factor de crecimiento endotelial vascular

VEGF-A: factor de crecimiento endotelial vascular A

VPH: virus papiloma humano

WIPI1/2: dominio WD, fosfoinositida 1/2
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1.1.;QUE ES EL CANCER Y COMO SE PRODUCE?

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por una proliferacion
descontrolada de las células que puede provocar graves alteraciones en la formay funcién

de los tejidos y 6rganos afectados.

Su origen se debe a mdltiples alteraciones genéticas, como mutaciones en genes
supresores de tumores, oncogenes y anormalidades cromosémicas, y epigenéticas, que
desregulan la expresidn génica y conducen a la adquisicion de fenotipos tumorales. Estos
fenotipos presentan un potencial replicativo ilimitado, una mayor cantidad de sefiales de
proliferacion, una capacidad para evadir la apoptosis, invadir y metastatizar, e inducir

angiogenesis (1-3).

Hanahan y Weinberg (2000) publicaron un modelo con los mecanismos moleculares que
definen las células tumorales y que permiten esa proliferaciéon anormal ‘cronica’ que da
lugar a masas macroscépicas a nivel local y metastasis a distancia (Figura 1) (3,4):

- Auto-suficiencia en sefales de crecimiento. Las células tumorales generan sus
propias sefiales de crecimiento (SC), reduciendo asi la dependencia del
microambiente celular normal.

- Insensibilidad a inhibidores del crecimiento. La evasion de los mecanismos de
control del crecimiento facilita la proliferacion descontrolada de las células
tumorales. Se ha observado la inactivacion de genes supresores de tumores como
el retinoblastoma (RB) y el TP53.

- Capacidad de invadir los tejidos y generar metastasis. Implica una serie de
procesos que comienza con la invasion local, la entrada a los vasos sanguineos y
linfaticos por parte de las células tumorales, la circulacion de las mismas por el
sistema hematoldgico y linfatico, la extravasacion de dichas células a los tejidos
adyacentes 0 a los vasos mas 0 menos lejanos al punto de origen, la formacién de
micrometastasis y, finalmente, la apariciébn de macrometastasis. Para ello,
participan proteasas, cadherinas (CAMS) e integrinas.

- Potencial replicativo ilimitado. A diferencia del resto de células, las tumorales
son capaces replicarse de forma descontrolada hasta generar tumores

macroscopicamente visibles. Esta capacidad se ha atribuido al hecho de mantener
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el ADN telomérico con una longitud suficiente como para evitar la senescencia y
la apoptosis.

Angiogénesis. Las células tumorales son capaces de inducir el proceso de
angiogenesis y mantenerlo, para conseguir asi el aporte de nutrientes y oxigeno
necesario para su crecimiento, tanto en etapas tempranas como tardias del proceso
tumoral. Ademas, la angiogénesis facilita la invasion locorregional y a distancia,
produciendo metastasis.

Evasion de la apoptosis. Las células tumorales tienen la capacidad de evadir este
tipo de muerte celular, proliferando de manera descontrolada mediante diversas
estrategias: a) pérdida de la funcidon supresora de TP53, b) aumento de la
expresion de reguladores antiapoptéticos (Bcl-2, Bcl-xL) o de las sefiales de
supervivencia (1gl1/2), y ¢) disminucion de los factores proapoptoticos (Bax, Bim,

Bume).

Figura 1. Figura modificada del articulo de Hanahan y Weinberg (1).

Once afios méas tarde, estos mismos autores, Hanahan y Weinberg, actualizaron este

modelo teniendo en cuenta lo publicado en la ultima década (4,5) e incluyeron otros

mecanismos que se describen a continuacion y se recogen en la Figura 2:

Evasion del sistema inmune. Las células tumorales presentan alteraciones que
las hacen ser detectadas por el propio sistema inmune para su eliminacién. Para
evitarlo son capaces de inactivar diversos componentes de dicho sistema.

Inflamacién. Las células inflamatorias pueden llegar a suponer el 80% de la masa

tumoral y participan en la progresién tumoral mediante sefiales que facilitan el
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crecimiento ilimitado, generacion de nuevos vasos, supervivencia celular, etc...,
especialmente en estadios iniciales de la enfermedad. Por otro lado, las células
inflamatorias producen sustancias, como especies reactivas de oxigeno (reactive
oxygen species - ROS), que favorecen los cambios en las células vecinas.

- Mutaciones e inestabilidad gendmicas. Estas mutaciones implican defectos en
genes involucrados en detectar el dafio presente en el ADN y activar su reparacion,
reparar el ADN dafiado e inactivar agentes que van a producir un dafio en el ADN.
Todo ello concede a las células tumorales ciertas ventajas sobre la reparacion y
mantenimiento de los defectos en el genoma, favoreciendo su supervivencia
celular y, por tanto, la progresién tumoral.

- Alteraciones del metabolismo energético tumoral. Las células tumorales
reprograman el metabolismo de la glucosa y producen energia principalmente a
través de la glucolisis anaerobia incluso en condiciones de abundancia de oxigeno
(‘glucolisis aerdbica’ o efecto Warburg) que les permite crecer rapidamente y
proliferar de forma continua. Se ha visto que algunos tumores contienen dos
subpoblaciones celulares: unas son células dependientes de glucosa que secretan
lactato, mientras que las células de la otra subpoblacion utilizan ese lactato. Es
decir, tienen una relacion de simbiosis: las células tumorales hipoxicas utilizan la
glucosa como combustible y a cambio producen lactato que es utilizado por otras

células tumorales vecinas mejor oxigenadas.

Nuevos hallmarks

Evasion del sistema
metabolismo .

energético tumoral

Mutaciones e
inestabilidad
genomicas

Caracteristicas

Figura 2. Figura modificada del articulo de Hanahan y Weinberg (5).
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Los autores de esta revision, asi como otros trabajos, enfatizan en la seleccion de agentes
terapéuticos que interfieran en cualquiera de estos 10 hallmarks distintivos del cancer
reconocidos en la actualidad, con el fin de frenar el crecimiento neoplasico y reducir
toxicidad no-especifica (Figura 3) (5). Hay que tener en cuenta que, dado que en cada
hallmark intervienen multiples vias, un agente terapéutico puede no inhibirlo por
completo, de modo que algunas células pueden sobrevivir y adaptarse a las nuevas
condiciones. Si se consiguiera interferir en varias vias de un mismo hallmark, se podria

Ilegar a inhibir por completo.

Inhibidores EGFR Inhibidores CDK
& v
Inhibidores de Sefiales Evasién. de A(ftivacién de
glicolisis aerdbica proliferativas supresores de anti-CTL4 mAb
crecimiento
b - = K
Desregulacion Evasién ‘de
energia celular destruccién
inmune
Proapoptosis Remstia Replicacién e Inhibidores
—»| la muerte : : -
BH3 celular nmorlidad telomerasa
Mutaciones e Promoci{m de
inestabilidad cenémica inflamacién
1
Induccién Tnvasisny Antiinflamatorios
Inhibidores angiogénesis metastasis selectivos
PARP 3 $
Inhibidores de Inhibidores de
VEGF HGF/c-Met

Figura 3. Figura modificada del articulo de Hanahan y Weinberg (5).

Revisiones posteriores han valorado y apoyado también el papel de los hallmarks en el
desarrollo del cancer. Estos puntos nos ayudan a entender los mecanismos empleados por
las células tumorales y desarrollar posibles tratamientos. No obstante, hay que tener en
cuenta que el cancer no es una enfermedad Unica y que intervienen multiples vias en su

desarrollo.

Otro posible punto de actuacion es la prevencion en la aparicion de esas células tumorales.
Para ello, se deben establecer los hallmarks de las células sanas, el envejecimiento, su

relacién con los de las células tumorales y como se puede romper dicha relacion (4).
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1.2.EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

El c&ncer constituye una de las principales causas de morbi-mortalidad en todo el mundo.
Segun los ultimos datos publicados, se estima aproximadamente 18 millones de casos
nuevos en el afio 2018 globalmente (6,7). La prevision es un aumento progresivo de esta

cifra hasta casi alcanzar los 30 millones en 2040 (6).

En Espafia, el cancer también supone una de las principales causas de morbi-mortalidad.
Segun las cifras del Instituto Nacional de Estadistica publicadas en diciembre de 2019,
los tumores constituyeron la segunda causa de muerte en Espafia (26,4% de los
fallecimientos) por detras de las enfermedades del sistema circulatorio en el 2018. Las
estimaciones de casos diagnosticados en el 2020 prevén alcanzar los 277.394 casos
(169.348 en > 65 afios, 108.046 en < 65 afios) segun los calculos de REDECAN, una cifra
muy similar a la del afio 2019 (6,8). Por orden de frecuencia, los canceres mas
diagnosticados en este afio seran de colon y recto (44.231 nuevos casos), préstata
(35.126), mama (32.953), pulmon (29.638) y vejiga urinaria (22.350). Hay que tener en
cuenta que el aumento en las cifras absolutas de los canceres diagnosticados en Esparia
en las Gltimas décadas se puede relacionar con un aumento del envejecimiento de la

poblacion, mayor exposicion a factores de riesgo y mejora en las técnicas de deteccion.

Al mismo tiempo, también se ha registrado un aumento en la supervivencia en los ultimos
afios, lo cual puede estar debido a varios motivos: 1) mejora en programas de deteccion,
permitiendo diagnosticos en estadios mas precoces, y 2) mejora de las diferentes armas
terapéuticas. Por otro lado, se han identificado maltiples factores de riesgo, como el
tabaco, el alcohol, la obesidad, los malos habitos dietéticos o la falta de actividad fisica,
como responsables de hasta 2/3 de los casos de cancer, incluidos los méas comunes (cancer
de pulmén, colorrectal, préstata, mama) (9-12). Segun los ultimos datos, la reduccion en
el consumo de tabaco en poblacion masculina durante los ultimos afios se asocia a una
tendencia a la baja lenta, pero continua, de la incidencia global de los tumores secundarios
a su consumo. En cambio, el aumento de su consumo entre las mujeres desde los afios 70
se relaciona con un aumento en los proximos afios de los tumores relacionados a dicho
factor de riesgo en la poblacion femenina. Este aumento de la supervivencia se ha

traducido en un aumento de su prevalencia. En 2018, los tumores mas prevalentes en la
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sociedad espafiola incluyendo ambos sexos fueron el cancer de mama, de prostata y

colorrectal (6).

Respecto a las lineas celulares analizadas en este trabado, pertenecen a cancer de mama,
cabeza y cuello, y de prostata. EI cancer de mama es el cancer mas frecuente en la mujer
espafiola, con una estimacion de nuevos casos en Espafia para 2020 es de 32953 (6,13).
A pesar de su alta incidencia, la prevalencia ha aumentado en los Gltimos afios gracias a
una mejora en los programados de cribado y en los tratamientos, lo que ha permitido una
disminucion de la mortalidad. No obstante, el cancer de mama sigue siendo la primera
causa de muerte por cancer en las mujeres en Espafia; se contabilizaron 6534 mujeres

fallecidas por esta causa en 2018 (6).

Por otro lado, el cancer de area otorrinolaringoldgica puede surgir en mdltiples
localizaciones como senos paranasales, nasofaringe, orofaringe (amigdala, paladar
blando, base de lengua), hipofaringe, laringe, cavidad oral (mucosa oral, encia, paladar
duro, lengua y suelo de boca), lengua y glandulas salivares. Existen varios factores de
riesgo y se observan diferencias geograficas influenciados por los mismos. En todo el
mundo es el sexto tumor més frecuente. En Espafia, se estimd que para el 2020 hubiera
8604 nuevos casos (6). Al tratarse de un grupo tan amplio, existen diferencias en cuanto
a prevalencia y mortalidad segun la localizacion. En total, en Espafia hubo 2410 muertes

por estos tumores en 2018 (6).

Por ultimo, el cancer de prostata es el segundo tumor mas frecuente en poblacion
masculina en todo el mundo. La extension del uso del cribado mediante PSA ha permitido
detectar este tumor en estadios muy precoces de la enfermedad con el consecuente
impacto positivo en la supervivencia. En Espafia, se estim6 que en el afio 2020 se
diagnosticarian 35126 nuevos casos (6). El pronostico es excelente en estadios
localizados y grupos de riesgo bajo y va empeorando a medida aumenta el grupo de riesgo
y la enfermedad deja de ser oOrgano-confinada. De hecho, se trata del tumor mas
prevalente en poblacién masculina (106.941 (25,8%) en 2018) y con una baja mortalidad

(5.841 defunciones por cancer de prostata en 2018) (6).
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1.3.TIPOS DE MUERTE CELULAR

Las células siguen un conjunto ordenado de eventos conocidos como ciclo celular con el
objetivo de crecer y dividirse (Figura 4). Este ciclo es un proceso altamente regulado que
tiene lugar en dos fases principales: la interfase, que incluye G1, Sy G2, y la mitosis, que
es la division celular propiamente dicha. Durante la fase G1 se produce el crecimiento de
los organulos y su duplicacién; en la fase S se realiza la copia del ADN; y en la fase G2
se reorganizay se prepara para la division (14,15). El desarrollo adecuado y completo del
ciclo y division celulares esta controlado por checkpoints o puntos de control. Uno de
ellos es el punto de restriccion (R) en la fase G1. Este es el mas importante, encargado de
verificar que las condiciones de la célula son las adecuadas para proseguir en el ciclo
celular. Una vez superado el punto R, la mayoria de las células completan el ciclo celular
(15,16). Entre las fases G1y S, y G2 y M hay mas puntos de control, como las proteinas
retinoblastoma (Rb) y p16 (15-17). En la transicion G1/S existe el checkpoint G1 que
detecta dafio en el ADN e impide continuar hasta que no se repare. En la transicién G2/M
existe otro checkpoint que evita la entrada en mitosis si la célula presenta dafio en el ADN
que no ha sido detectado previamente o ha sufrido un dafio después de pasar los controles
previos. Si en cualquiera de estos puntos se detecta un dafio en el ADN aumenta la
produccion de la proteina p53 que detiene la progresion del ciclo y da paso a los
mecanismos de reparacidn. En caso de que no sea posible la reparacién, la célula entra en

muerte celular por apoptosis y no progresa su replicacion (15,18).

En estos puntos de control actdan las enzimas denominadas quinasas dependientes de
ciclinas (CDK) que colaboran en la superacién de dichos controles. Las quinasas
dependientes de ciclinas que intervienen en estos checkpoints son: CDK 1, 2, 4 y 6. Estas
quinasas requieren activarse gracias a las ciclinas para cumplir con su funcion (15,17—
19). Las células tumorales, por su parte, presentan mutaciones que les permiten saltarse

los controles moleculares y dividirse sin control.
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CDK1 — Ciclina B

CDK1 - Ciclina A Q g INICIO
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CDK2 - Ciclina E

Figura 4. Ciclo celular. Las fases G1, Sy G2 constituyen la interfase. A continuacion, tiene lugar la mitosis,

la division celular propiamente dicha. R: punto de restriccion. CDK: quinasas dependientes de ciclinas.

La muerte celular se caracteriza clasicamente por la pérdida de capacidad replicativa. Esta
muerte se puede producir por distintos mecanismos en respuesta a distintos tipos de estrés.

En la actualidad, se considera que existen fundamentalmente dos tipos de muerte celular
en base a distintos aspectos funcionales: la muerte celular accidental (MCA) y la muerte
celular programada (MCP). La MCA es un proceso biol6gicamente descontrolado que se
origina en respuesta a ataques y dafos inesperados que colapsan los posibles mecanismos
de control, mientras que en la MCP intervienen multitud de cascadas de sefializacién
celular altamente organizadas y mecanismos moleculares efectores, provocando cambios
bioguimicos, funcionales e inmunoldgicos con el fin de realizar la renovacion tisular y
mantener la homeostasis en situaciones fisioldgicas y patolédgicas (14,20-26). La pérdida
del control sobre alguno de los tipos de muerte celular contribuye al desarrollo de

enfermedades entre las que se encuentra el cancer.

1.3.1. NECROSIS

La necrosis se considera un tipo de muerte celular no regulada MCA que ocurre tras un
agente estresante, ya sea fisico, quimico o mecéanico, que conllevan condiciones extremas
del ambiente celular, como cambios en el pH, pérdida de energia, alteraciones idnicas,
siendo la radioterapia (RT) uno de esos posibles agentes (14,27-29). Este proceso

generalmente implica una regulacion al alza de la produccion de proteinas y compuestos
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proinflamatorios, como NF-kB, que conducen a la rotura de la membrana celular y la
liberacion del contenido celular. Esta liberacién de contenido provoca una respuesta
inflamatoria y de dafio tisular (20,27,28).

1.3.2. APOPTOSIS

La apoptosis es el tipo de muerte celular mejor caracterizado y prevalente dentro del
grupo de MCP (27). De manera general, una vez que la célula sufre un dafio que
desencadena la apoptosis, las formas inactivas procaspasas se activan y dan lugar a las
caspasas iniciadoras (8 y 9), que a su vez activan las caspasas ejecutoras (3,6 y 7). A
continuacion, tiene lugar la fragmentacion del ADN por medio de las endonucleasas, la
destruccion de las proteinas nucleares y el citoesqueleto, el ‘crosslinking’ 0
entrecruzamiento de las proteinas, asi como la expresion de ligandos para la fagocitosis
y la formacidn de pequefias vesiculas (cuerpos apopt6ticos) que se retiran eficientemente
por las células adyacentes con capacidad fagocitica (20,25-30). Asimismo, existen otras
proteinas que participan y regulan en este proceso. Entre ellas, destacan p53 y la familia
de proteinas Bcl-2 que incluye proteinas proapoptéticas, proteinas BH3 y proteinas
antiapoptdticas que actuan a diferentes niveles (4,20,31). Se pueden distinguir dos vias
dentro de la apoptosis: intrinseca y extrinseca (Figura 5).

Via intrinseca Via extrinseca

' Exterior celular '

Cytotoxic stimull
e.g. radiation, hypoxia or heat ®

l Membrana celular Death ligands sl * @ @ Deathreceplors

| ..i

Mitochondrial pore formation . Adaptors ==
Interior celular
Apoptosome formation Death inducing signaling complex (Disc)
formation

Caspase 9 activation

- Caspase  activation i Caspase 8 activation
1

Via ejecutora \
Endonuclease activation Protease activation
Chromosome degredation Cytoskeleton and nuc lear protein degredation

Chromatin and cytoskeleton condensation

Apoptotic body lormation

Apoptosis

Figura 5. Figura modificada de D’Arcy (27). Via intrinseca y extrinseca de la apoptosis.
Independientemente de la via, finalmente la activacion de la caspasa 3 conduce a la formacion de los

cuerpos apoptadticos y se produce la muerte celular.
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La apoptosis intrinseca, también conocida como apoptosis por via mitocondrial, es un
tipo de MCP desencadenada por alteraciones intra- y extracelulares, y es llevada a cabo
por maquinaria intracelular (20,27). Ya sea por induccion positiva o negativa, se activan
de genes proapoptéticos como PUMA, NOXA y BAX (27,29,30). La caspasa 9 inicia el
proceso Y tiene lugar la apertura del poro de la membrana mitocondrial (MOMP), de
modo que multiples proteinas como el citocromo ¢, Smac/Diablo and HtrA2/ Omi, salen
de la mitocondria hacia el citoplasma y contintan con el proceso (4,5,20,27,28,30-33).
Finalmente, se activan las caspasas 3 y 7, responsables de la destruccion celular
(14,20,26-28,30,34).

Por otro lado, la via extrinseca también se trata de una MCP desencadenada por
alteraciones extracelulares (20). Esta controlada fundamentalmente por dos receptores de
la membrana plasmatica: receptores de muerte-especificos, que se activan cuando se unen
al ligando correspondiente, y receptores dependientes, que se activan cuando los niveles
del ligando correspondiente disminuyen por debajo umbral (4,20,26,27). Dentro de los
receptores de muerte-especifica se incluyen el receptor de superficie celular Fas (FAS) y
la familia de receptores TNF (factor de necrosis tumoral) (20). Finalmente, la via
extrinseca se activa a través de la caspasa 8 o de la caspasa 10 que conduce a la activacion
de la caspasa 3, como ocurria en la via intrinseca (14,20,26-28,34).

En condiciones normales, la apoptosis retira las células con dafio celular para mantener
la homeostasis y, a su vez, sirve como via supresora de tumores. Sin embargo, las células
tumorales pueden presentar mutaciones y alteraciones que les permitan evadirla como ya
se ha comentado, de modo que proliferan de manera descontrolada. Distintas mutaciones
en el gen TP53 o alteraciones en la familia de Bcl-2 hacen que las células tumorales sean
‘inmunes’ a los estimulos proapoptoticos (4,26,28-30). Dentro de las armas terapéuticas,
se ha visto que la irradiacién de células tumorales puede hacer que sobreexpresen

receptores de muerte de la via extrinseca, de modo que son mas susceptibles (14).
1.3.3. NECROPTOSIS
La necroptosis es un tipo de muerte celular similar a la necrosis, pero altamente regulado

(MCP) (14,20,24,27,35). Se desencadena por eventos que son detectados por receptores

de muerte-especificos (14,27). Requiere de la activacion del receptor que interacciona
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con las quinasas 1 y 3 (RIPK1 y RIPK3) que activa la proteina MLKL; ésta se traslada a
la membrana plasmatica produciendo una disrupcién que conduce a la muerte celular
cuando la apoptosis no tiene lugar (14,20,27,28,35). Este tipo de muerte celular esta
relacionada con enfermedades inflamatorias y neurodegenerativas, infecciones virales,

asi como en el contexto tumoral y la respuesta a tratamientos quimioterapicos.
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1.4.SENESCENCIA

La senescencia es un proceso desencadenado en respuesta a factores externos o internos
que producen un dafio irreparable, con el objetivo de no transmitirlo a la descendencia
(36). Estd mediado por proteinas supresoras de tumores, como p53 o pl16/Rb. De este
modo, tumores que presentan mutaciones en estas vias pueden eludir las sefiales para
entrar en estado senescente (36), pero también se pueden inducir la expresion de estas
proteinas mediante diversas armas terapeuticas como la RT, blogueandose asi el ciclo
celular (14,36,37).

Se ha visto que la senescencia puede tener un papel dual en la carcinogénesis. Por un
lado, actia como agente protector frente a células que presentan alteraciones deteniendo
su ciclo celular. En el contexto de la aparicion de las células tumorales, se trataria de un
mecanismo supresor de tumores. En cambio, a medida que se acumulan células en estado

de senescencia, pueden aparecer enfermedades, entre ellas, el cancer (36).

Hay un tipo de senescencia inducida por oncogenes (oncogene-induced senescence - OIS)
que actia como mecanismo supresor de tumores. Inicialmente los oncogenes inducen un
estado proliferativo alto, pero progresivamente estas células entran en senescencia (36—
39).

Son multiples las situaciones estresantes que pueden inducir la senescencia, entre ellas la

RT y la autofagia.
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1.5.AUTOFAGIA

Etimoldgicamente, la palabra autofagia proviene del griego auto- (a si mismo) y —phagos
(comer). Se trata de un proceso homeostéatico y catabdlico caracterizado por el secuestro
selectivo de contenido citoplasmatico en exceso o deteriorado, ya sean macromoléculas
u organulos, formando lisosomas/vacuolas (Figura 6) (19,20,45-49,27,29,39-44).

— e

— )
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Figura 6. Esquema modificado de Mizushima et al. (44). Formacién del autofagosoma de doble membrana,

su unién al lisosoma para formar el autolisosoma.

Hay tres tipos de autofagia: autofagia mediada por chaperonas, microautofagia, y
macroautofagia (Figura 7) (19,27,52,39,41,45,46,48-51). La autofagia mediada por
chaperonas se reserva para un subgrupo de proteinas solubles sin plegar que contienen la
secuencia KFERQ que es reconocida por la proteina chaperona citosolica
HSPAB8/HSC70; esta se une a la proteina LAMP2A y desencadena la degradacién del
contenido sin la necesidad de formacion de una vesicula (19,27,49,50,53-55). Durante la
microautofagia se produce la formacion del lisosoma alrededor del material
citoplasmatico por invaginacién de la propia membrana lisosomal (19,27,49,50,53,54).
En el caso de la macroautofagia, generalmente el tipo al que se hace referencia cuando se
habla de autofagia y asi sera a partir de ahora en este documento, se forma un
autofagosoma para retirar el material citoplasmatico y se fusiona con las vacuolas
lisosomales (19,27,46,49,50,53,54).

La autofagia se inicia con la formacion de una estructura de doble membrana, su
elongacion y separacion para formar el autofagosoma, que engloba el componente
citoplasmatico, la fusion con los lisosomas, y la degradacién mediante enzimas hidrolasas
lisosomales, todo llevado a cabo por macrocomplejos proteicos (core autophagy
machinery) (14,37,57,39,41,45,48,50-52,56). El proceso esta controlado por las proteinas
codificadas por los genes ATG.
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Figura 7. Esquema modificado Singh y Cuervo (46). Las tres vias de la autofagia: mediada por chaperonas,

microautofagia y macroautofagia.

Respecto al contenido a degradar, se trata de un proceso selectivo que es reconocido a
través de interacciones con proteinas receptoras especificas. Una de las principales
proteinas encargadas es la proteina p62/sequestosomal (SQSTM1) que se une
directamente a sustratos poli- 0 monoubiquitinas a través de su dominio UBA y a la
proteina LC3, de modo que queda expuesto al proceso autofagico (19,47,53).
Alteraciones en la autofagia que impiden la seleccion del contenido a degradar conllevan
una acumulacion de p62 (58). Ademas, la proteina p62 participa en la tumorogénesis a
través del control los niveles de ROS y respuesta a proteinas mal plegadas (unfolded

protein response - UPR), asi como la progresion de la mitosis (59).

Una vez detectado el contenido a degradar, se desencadenan las sucesivas etapas de la
autofagia (Figura 8):

- Induccion del fagoporo y nucleacion. Tiene lugar gracias a la proteina mTOR

que actua como un regulador negativo de la autofagia reconociendo condiciones

de riqueza de nutrientes, y a la quinasa AMPK (proteina quinasa monofosfato-

activado) que acttia como inductor cuando hay escasez de nutrientes (50,60-62).
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Cuando mTOR se inactiva 0 se da un aumento en la actividad de la quinasa
AMPK, se forma el complejo proteico ULK1-2 que activa mediante fosforilacion
el complejo con actividad fosfatidilnositol-3-quinasa (PI3K) de la clase Il
(PI3KC3) (19,27,62,47,50,52-55,60,61). EI complejo PIK3C3, también conocido
como complejo VPS34, incluye a las proteinas Beclin-1, lamolécula de activacion
de Beclin-1 (AMBRAL1), ATG14 y p150.

Bajo condiciones de estrés ULK1 fosforila AMBRAL, permitiendo que el
complejo PISKC3 se desplace del citoesqueleto al fagéporo y que se genere
fosfatidilinositol 3-fosfato (PIP3), critico para la elongacion del fagoporo. Por otro
lado, la proteina Beclin-1 interacciona con PIK3C3 a través de Vps34, se activa y
se desplaza al fagéporo, promoviendo su actividad catalitica e incrementando el
nivel de fosfatidilnositol 3-fosfato (PIP3) (47,50,52,53,60-63). Asimismo, la
proteina PIK3C3 interactia con ATG14 y aumenta la actividad quinasa de
PIK3C3 induciendo el proceso autofagico.

Por el contrario, cuando se da una situacion de abundancia de nutrientes,
PIK3C3 interacciona con UVRAG e inhibe el proceso (52,55,64-70).

Es decir, el complejo PI3BKC3 es esencial en el proceso autofagico y regula
la ruta eficazmente, uniéndose a una u otra proteina de forma que la regulacién
puede ser positiva 0 negativa.

Elongacion del fagoporo y expansion de la membrana del autofagosoma. En
esta etapa intervienen principalmente dos sistemas de conjugacion tipo ubiquitina.
PIP3 de la fase anterior se une a las proteinas WIPI1 y WIPI2, y cataliza las dos
primeras reacciones de conjugacién que conducen a la elongacion de la
membrana. Por otro lado, el complejo ATG5/ATG12/ATG16 produce la
conjugacion de LC3-1 con fosfatidiletanolamina para formar LC3-11 que se une a
la superficie externa e interna del autofagosoma recién formada. EI complejo
ATG9 también participa en la expansion de la membrana del fagdporo
promoviendo el reclutamiento de lipidos (19,27,75-77,47,52,53,62,71-74).

Maduracion del autofagosoma y degradacion del material celular. Los
autofagosomas maduros se fusionan con los lisosomas o con endosomas tardios,
que mas tarde se fusionaran con lisosomas, formando el autofagolisosoma. Esto
se produce gracias a la presencia de LAMP2 y Rab7 (GTPasa). Dicha union
también le proporcionara enzimas hidroliticas encargadas de la digestion de la

carga autofagica por las hidrolasas lisosomales (47,52,53,62,78-83). Cuando el
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autofagosoma estd maduro, LC3-1l de su membrana se separa de la
fosfatidiletanolamina mediante la accion de ATG4 y vuelve al citoplasma como
LC3-I.

Los productos degradados se transportan al citosol y se utilizan para

sintetizar nuevas proteinas y mantener las funciones celulares en condiciones de

ayuno.
Falta de
nutrientes mTOR ) R
L
AMPX
ULK1/2 ATGY ) 11
‘ ATG) ) E2
Beclin | | ATGI4 AIGY2 €
WS4 ATGS e
p1%0 / 3 ey Lisosoma
\ > Autofagosoma Autofagolisosoma
Fagoporo ” 2 '
e oy -
& / {M ¥ & w . ._.;),‘ { A\‘
& .« — : —_—
N\ o} ) :
(@] " o
Iniciacion/Elongacion Cierre Maduracion ~ Degradacion

Figura 8. Esquema modificada de Santana-Codina et al. (84). Principales mecanismos moleculares de la
autofagia: iniciacion, elongacion, maduracion y degradacion. El contenido a degradar queda retenido en el
fagéporo de doble membrana y forma el autofagosoma que se fusiona con el lisosoma. En su interior, se
produce la degradacion del contenido. En condiciones ricas en nutrientes, mTOR se activa y la autofagia
es inhibida mediante la represién de ULK 1y 2. Cuando hay escasez de nutrientes, el complejo ULK1-2y

PI3PC3 promueven la iniciacion de la autofagia.

Respecto al origen de la membrana de los autofagosomas es muy discutido. Una primera
hipétesis apuesta porque se forma de novo a partir de depésitos de ATG9 que llegan hasta
los endosomas tardios marcados con LC3 desde el aparato de Golgi en un proceso
dependiente de ULK1 y ATG13 (85-89). Otra de las hipoétesis apunta que se origina de
organulos como el reticulo endoplasmatico (RE), mitocondria 0 membrana plasmatica.
La activacion de este proceso se alcanza por la sintesis de PIP3 por parte de estas
membranas que atrae a otras proteinas responsables de la evaginacion y desprendimiento
de esa porcion de la membrana, formando asi los fagéporos o membranas de aislamiento,
que englobaran el contenido a degradar y actia como plataforma para la formacion del

autofagosoma (55,87).
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1.5.1. Autofagia y cancer

La homeostasis celular requiere de un equilibrio constante entre los procesos de
catabolismo y anabolismo. La autofagia tiene un papel esencial en el mantenimiento de
la fisiologia celular, asi como en el desarrollo, diferenciacion y remodelado tisular. De
esta manera, alteraciones en la via de la autofagia o en sus genes, se relacionan con
enfermedades tales como el cancer, diversas infecciones, la obesidad, el envejecimiento
y desordenes neurodegenerativos (14,20,90,27,37,47,48,52,54,62,84). En el contexto de
la enfermedad tumoral, la autofagia se caracteriza por una doble funcién
(14,37,40,42,56,84,90-92).

Inicialmente, desarrolla un papel como supresor de tumores que consiste en tres
mecanismos: 1) retirada del contenido citoplasmatico dafiado, 2) limitacion del
crecimiento celular y la inestabilidad gendmica, 3) promocidn de la inmunovigilancia. Es

decir, tiene un papel protector ante el estrés oncogénico.

Sin embargo, a medida que la enfermedad avanza, la autofagia puede ser inducida en
microambientes con escasez de oxigeno y nutrientes, asi como la acumulacion de agentes
oxidativos, proteinas, calcio, especies reactivas de oxigeno y amonio. En situaciones de
alta demanda de nutrientes y oxigeno, las células tumorales se encuentran en estrés
metabolico e hipoxia, sobre todo en aquellos tumores pobremente vascularizados. Como
consecuencia, existen niveles elevados de autofagia en las células del interior del tumor,
actuando como mecanismo de supervivencia y quedando protegidas frente a la apoptosis
y la necrosis (93). Por otro lado, la autofagia contribuye a la supervivencia celular
mediante la retirada de macromoléculas y organulos dafiados como consecuencia de las
diversas armas terapéuticas, es decir, les confiere resistencia frente a agentes
quimioterapicos y radiacion ionizante (37,84). De hecho, la inhibicion de la autofagia ha
demostrado aumentar la sensibilidad ante una gran variedad de tratamientos (93). Es
decir, en fases mas avanzadas de la enfermedad la autofagia protege a las células
tumorales, y facilita la diseminacion y aparicion de metastasis. En este sentido, se ha
descrito que la disminucidn en la expresion o delecion de genes relacionados con la
autofagia se traduce en una disminucién de los niveles de autofagia y esto ha demostrado
una reduccion en la supervivencia celular y tumorogénesis en las células tumorales
(37,91,93-95).
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1.6.TRATAMIENTO DEL CANCER

El tratamiento del céncer engloba diferentes herramientas, como son la cirugia, la
quimioterapia, la inmunoterapia, la RT, etc. El uso de estas técnicas por separado, pero
sobre todo combinadas en determinadas circunstancias, han supuesto una auténtica

revolucion para esta rama de la medicina.

Se estima que mas de la mitad de los pacientes con cancer necesitaran un tratamiento con
RT en algiin momento de la evolucion de la enfermedad, ya sea con intencion curativa o
paliativa, variando segun el tipo de cancer y origen/procedencia del paciente (96,97). La
RT es responsable de al menos el 40% de las curas del cancer (14,20,98,99).

1.6.1. RADIOTERAPIA

1.6.1.1. GENERALIDADES

La RT es un tratamiento frente al cancer en constante evolucion desde el descubrimiento
de los rayos X por Réentgen en 1895, de la radiactividad por Becquerel en 1896, del radio
por Curie en 1898 y el primer tratamiento curativo de un tumor en 1897. La revolucion
tecnoldgica de las ultimas décadas ha permitido aumentar la precision de la misma
mejorando los resultados a nivel local, reduciendo toxicidad en los 6rganos sanos en
riesgo (OSR) adyacentes y valorar el efecto sumatorio con otros tipos de tratamientos
sistémicos, tanto a nivel local como sistémico, como nuevas estrategias terapéuticas
(100).

La forma de administrar la RT puede ser externa o interna. La RT externa administra
radiacion ionizante sobre la superficie del paciente en unidades de cobalto o aceleradores
lineales mediante la aceleracion de fotones, electrones, protones o particulas pesadas.
Actualmente son mas frecuentes los aceleradores lineales y los fotones, con una energia
variable entre 4 y 25 MV. En el caso de la braquiterapia, tanto en la modalidad de baja
tasa (LDR) como de alta tasa (HDR), permite administrar RT interna mediante la
colocacion de la fuente de radiacion en el propio tumor o adyacente permitiendo una dosis
muy alta en el mismo. Otra forma de administracion RT interna es la radioterapia

intraoperatoria (intraoperative radiotherapy - IORT) en el propio acto quirtrgico que
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permite administrar la dosis total en una sesién, como tratamiento Unico o como parte de

un esquema combinado junto con RT externa.

La dosis total de un tratamiento de RT se administra en un nimero determinado de
sesiones o fracciones, recibiendo una dosis fija en cada una de ellas, es lo que se conoce
como fraccionamiento. Para el éxito del tratamiento y determinar la dosis total
administrada, hay que tener en cuenta las propiedades de cada tejido y su respuesta a la
radiacion ionizante, es decir, la radiosensibilidad. Por ello, los tratamientos de RT
requieren un proceso muy complejo en el que oncologos radioterapicos y radiofisicos se
emplean a fondo para determinar el mejor fraccionamiento y plan de tratamiento que
permita cubrir el volumen que se ha definido como tumor més un margen de seguridad
(planning target volume - PTV) con la maxima dosis posible, a la vez que cumpla los

limites de dosis permitidos en los OSR.

Las nuevas técnicas han permitido una escalada de dosis por fraccion, variable segun la
histologia y la localizacion, hasta alcanzar un hipofraccionamiento extremo, es decir,
aumentar la dosis administrada por sesién en un nimero menor de sesiones (entre 1y 8
fracciones). Es lo que se llama radioterapia estereotactica fraccionada con intencién
ablativa, ya sea a nivel cerebral (stereotactic radiosurgery — SRS) o corporal (stereotactic
body radiation therapy — SBRT). La dosis total administrada con estos fraccionamientos
equivale a una dosis mayor que la que alcanzan los esquemas de tratamiento

convencionales.

A pesar de la mejora en cuanto a técnicas de imagen y planificacion, los OSR adyacentes
al tumor también reciben parte de esta irradiacion responsable de los efectos secundarios.
Ante un tratamiento de RT, se debe valorar el equilibrio entre el resultado que vamos a
obtener a nivel tumoral y la toxicidad que vamos a producir. Los efectos secundarios a
corto, medio y largo plazo van a depender de la dosis total y por fraccion, proximidad a

OSR y tratamientos combinados con cirugia, quimioterapia o inmunoterapia (100-102).

Con el objetivo mejorar el resultado del tratamiento antitumoral, se ha intentado combinar
la RT con diversos agentes sistémicos que acttan no solo a nivel de las propias células

tumorales, sino también a nivel del microambiente tumoral y sistema inmune.
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1.6.1.2.Efecto bioldgico de la radioterapia

La irradiacion de una lesion cancerosa consiste en la administracion de energia con el
objetivo de inducir la muerte de las células tumorales. Entender como actua la RT a nivel
celular y molecular es fundamental para seguir avanzando en el ambito clinico. No
obstante, este concepto de radiosensibilidad se ha ido puliendo con los avances de los
ultimos afios. Los efectos de la radiacion en los sistemas biologicos son varios y diferentes
a lo largo del tiempo (Figura 9). Primero tienen lugar efectos fisicos, después quimicos
y, por ultimo, biolégicos que empiezan con reacciones enzimaticas que ya se ven al final
de la fase quimica, sobre todo a nivel del ADN. Los efectos fisicos consisten en las
interacciones que se producen entre las particulas cargadas empleadas para la irradiacion
y los &tomos del sistema biol6gico que se esta tratando, sobre todo con los electrones de
su Orbita produciendo su ionizacidn, incluso su excitacién si alcanzan niveles mayores de
energia (29,99). La ionizacion y excitacion produce la rotura de uniones quimicas y se
forman radicales. Los efectos bioldgicos comienzan al final de la fase quimica con una
serie de reacciones enzimaticas que conducen a un dafio en el ADN. La mayoria de las
lesiones pueden ser reparadas. En caso de no ser posible dicha reparacion, se produce la
muerte celular (29). A pesar de que se produzca la muerte celular, las células pueden
entrar en division mitética antes, de modo que se sigue viendo efecto durante las primeras
semanas 0 meses tras la exposicion a RT, responsables del efecto antitumoral y efectos
secundarios agudos (29,103). Por otro lado, se produce una proliferacion celular
compensatoria que ocurre tanto en tejidos sanos como tumorales (29,103). De manera
tardia, la exposicion a la radiacion ionizante tiene traduccion en forma de efectos
secundarios tardios como fibrosis, telangiectasias, dafio en médula espinal o vasos,

incluso a largo plazo pueden aparecer segundos tumores.
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1.6.1.3.Dafio en el ADN

Al administrar radiacion ionizante, inicialmente se produce un dafio en el ADN (Figura
10) por ionizacidon de los atomos mediante la ‘eyeccion’ de electrones que genera una
rotura en la cadena simple (RCS) y en la cadena doble (RCD). Esos electrones, a su vez,
ionizan moléculas adyacentes hasta que progresivamente van perdiendo potencia. La
administracion de 1 Gy produce 105 ionizaciones en una célula, mas de 1000 dafios en
bases de ADN, aproximadamente 1000 RCS y entre 20 y 40 RCD (27,104,111).

El dafio producido por la irradiacién puede ser letal o subletal a nivel celular. El dafio
letal es irreversible y conduce a la muerte celular. En cambio, sobre los dafios subletales
actian diversos mecanismos de reparacion, de manera que la célula puede recuperarse
por completo, sufrir una transformacion o incluso morir cuando se acumulan maltiples

dafios subletales.

El dafio producido por la irradiacion puede ser letal o subletal a nivel celular. El dafio
letal conduce a la muerte celular, es lo que se conoce como un efecto bioldgico
determinista de naturaleza somatica y dosis dependiente, a partir de una dosis umbral, que
puede aparecer de forma inmediata o a corto-medio plazo. En cambio, sobre los dafios
subletales acttan diversos mecanismos de reparacién, de manera que la célula puede
recuperarse por completo, sufrir una transformacion o incluso morir cuando se acumulan
multiples dafios subletales. En el caso de la trasformacidn (mutacion) aparecen los efectos
biolbgicos estocasticos ya sea de naturaleza somatica (irradiacion de células somaticas) o
hereditaria (irradiacion de células germinales), que aparecen de forma tardia e

independiente a la dosis recibida.
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Con el objeto de sobrevivir, la célula ha desarrollado complejos sistemas para detectar y
reparar el dafio tanto de origen interno, como la oxidacion, y externo, como los agentes
quimicos o fisicos, entre ellos la radiacion ionizante (29,105). No obstante, esta capacidad
de reparacion es limitada y numerosos dafios sucesivos pueden conllevar finalmente a un
dafo letal. De los dafios producidos por RT, la muerte celular se correlaciona con la dosis

recibida en ndcleo celular, y no con la recibida por la membrana o el citoplasma (29).

La respuesta al dafio de ADN (RDA) es un sistema muy complejo con multiples vias
(29,104). Cuando se produce un dafio, este se detecta a través de los sensores que
transmiten dicha informacion a través de transductores a los efectores, estando regulado
por otras proteinas llamadas activadoras o adaptadores (29). Los efectores actlan a través
de tres vias: 1) muerte celular programada, 2) reparacion del ADN, y 3) bloqueo temporal
o permanente de la progresion del ciclo celular (29). También por la radiacién ionizante
tienen lugar efectos adaptativos en la transcripcion génica, traduccion del ARNm, asi
como modificacion y degradacion proteica (29). Las alteraciones en el ADN pueden ser
de distintos tipos: modificaciones de las bases nitrogenadas, entrecruzamientos, rotura en
la cadena simple (RCS) y en la cadena doble (RCD). Los principales mecanismos de
reparacion para los dafios pueden ser directos o indirectos: reparacion de rotura de
cadenas simple (RRCS) y reparacion de rotura de doble cadenas (RRCD), que incluyen
reparacion de escision de bases (base excision repair - BER), reparacion de la escision de
nucleotidos (nucleotide excision repair - NER), reparacion por apareamiento erroneo de
las bases (MMR), reparacion por unién de extremos no homdlogos (Non-homologous end
joining - NHEJ) y la reparacion por recombinacién homéloga (RH) (29,106-108).

La via de reparacion directa es capaz de reparar el ADN en un unico paso, sin necesidad
de substituir la base dafiada. Esto se da en las siguientes situaciones: dimeros de
pirimidina resultantes de la exposicién a luz ultravioleta y las bases modificadas por la
adicion de un grupo metilo o etilo debido a agentes alquilantes (108,109). Una situacién
concreta es la metilacion de restos de guanina para formar O6 -metilguanina, que forma
pares de bases complementarias con timina en lugar de citosina (108,109). Esto puede ser
reparado por la enzima O6 -metilguanina ADN metiltransferasa (MGMT) que elimina los
grupos metilo de la guanina (108,109).
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BER, MMR y NER se encargan de reparar los dafios en una sola cadena del ADN. En el
caso de BER (Figura 11), las bases dafiadas son reconocidas y retiradas por enzimas
glucosilasas especializadas, generando un sitio sin base. Esto es reconocido por APE (AP
endonucleasa) que permite retirar el nucledtido por completo). A continuacion, la base
dafada es sustituida de manera individual o junto a otros nucledtidos adyacentes. En el
primero, la base es sustituida mediante la ADN polimerasa  (POLp) y unida gracias a la
ADN ligasa 3 (LIG3); en el segundo, se sustituyen los nucleétidos de alrededor por ADN
polimerasa, FEN1 (endonucleasa Flap 1) retira los nucle6tidos salientes, seguido de su
unién por la ligasa 1 (LIG1) (29,108,109). Se ha visto que alteraciones en estas enzimas
pueden reducir la reparacion del dafio producido por radiacién ionizante y, por tanto,
alterar la radiosensibilidad (29,108,109).
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Figura 11. Esquema modificado tomado de Joiner y van der Kogel (29). Mecanismos de reparacion de

RCS: BER y RRCS tras detectar un dafio en las bases del ADN, seguido de las dos vias de reparacion.

Otros mecanismos de subsanacion del ADN son la MMR durante la replicacion o la NER
tras la exposicion a luz ultravioleta o farmacos como el cisplatino. Sin embargo, se ha
visto que mutaciones en estas vias no influyen en la respuesta al dafio producido por la
RT, por lo que se deduce que no son importantes como mecanismos de reparacion tras
irradiacion ionizante (29,108). La NER se encarga de reparar lesiones voluminosas,
distorsiones en la hélice y grandes aductos de ADN cuando solo una de las dos hebras
estd afectada. La MMR, por su parte, se encarga de eliminar las bases desapareadas que

aparecen tras dafios espontaneos, desaminacion de las bases, oxidacion, metilacion y tras
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fallos en los procesos de replicacion o recombinacion, ayudando a mantener la estabilidad

genomica y reducir las mutaciones durante la replicacion.

Ya sea por acumulacion de otros dafios o por efecto directo, se puede producir RCD, el
dafio mas letal. Los dos mecanismos principales de reparacion de los dafios de doble
cadena son la RH y la NHEJ, segun la estructura de la cromatina y la fase del ciclo celular
(Figura 12) (29,99,108). Aproximadamente el 90 % de la cromatina se encuentra como
eucromatina y tipicamente se repara mediante la NHEJ; el 10 % restante esta en forma de
heterocromatina y su reparacion depende del ciclo celular en el que se encuentre, de modo
que en G1 y S temprana se reparan mediante la NHEJ, mientras que en G2 lo hace
mediante la RH (29). La RH emplea la cromaétida sin defecto como modelo para reparar

dicho dafio, mientras que la NHEJ no lo hace, de modo que la RH es un método mucho

mas preciso.
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Figura 12. Esquema modificado de Joiner y van der Kogel (29). Mecanismos de reparacion RCD: NHEJ y
RH, tras detectar un dafio.

La NHEJ une dos extremos de la cadena de ADN sin necesidad de una secuencia
complementaria ni homologa (Figura 12). Se produce la union del heterodimero Ku70/80
con el final de la cadena de ADN. EI heterodimero de Ku70 y Ku80 se une a la rotura de
doble cadena con una alta afinidad, protegiendo el ADN de la accién de las exonucleasas,
y recluta quinasas dependientes de ADN (ADN-PKs) asociandose al dominio catalitico
de éstas (29,108). La quinasa polinucleétida (PNK), la endonucleasa ARTEMIS vy las
polimerasas procesan dicho dafio para facilitar la union por la ligasa ADN 4, XRRC4 y
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NHEJ1. En caso de no ser compatibles los extremos, se recortan los fragmentos
necesarios. Una vez que los extremos son compatibles, son ligados gracias a un complejo
constituido por XRCC4, XLF y la ADN ligasa IV (29,108). A pesar de no ser una
reparacion perfecta y la posibilidad de que surjan deleciones, inserciones 0 mutaciones,
es el mecanismo de reparacion fundamental de RCD en fase G1, de modo que alteraciones
en dichas proteinas produzcan una gran radiosensibilidad (29). Estos posibles defectos no

son criticos para la célula, puesto que el genoma es rico en secuencias muy repetitivas.

Por su parte, la RH utiliza la cadena no dafiada como plantilla para reparar el dafio,
resultando en un proceso mucho mas exacto, siendo el mecanismo de reparacion por
excelencia al final de la fase S y G2, momento en el que las células son mas
radiorresistentes. En cada punto de rotura de la cadena se crean regiones de cadena simple
gracias a los complejos MRN, formado por Mrell, Rad50 y Nsb1l, y otras exonucleasas,
asi como la colaboracion de otras proteinas tales como RPA (29). Se produce la unién de
los dos extremos de la cadena doble; a continuacion, se activan las quinasas que controlan
los checkpoints del ciclo celular para detenerlo y se reclutan mas proteinas de reparacion
del ADN (29). Gracias a la exonucleasa Mrell, el complejo genera una cadena sencilla
de ADN para iniciar la recombinacion. Estas regiones ahora pueden alcanzar la doble
cadena de ADN sin dafio de la cromatida hermana sana, gracias a RAD51 y XRCC, junto
a BRCA2 (29). RADSI se une al extremo 3°, sintetiza un filamento nucleoproteico que
busca un area homologa de esta cadena sencilla de ADN en la crométida hermana (29).
De esta forma, se genera un duplex entre el ADN de cadena sencilla'y el ADN homdlogo
de la crométida hermana (29). Una ADN polimerasa va sintetizando el ADN tomando
como molde la informacion de la croméatida hermana (29). Finalmente, se forma una
estructura de cadenas entrecruzadas que son resueltas por resolvasas (enzimas con
actividad endonucleasa), reparandose el dafio en el ADN (29). El complejo RMI formado

por BLM, BLAP75 y TOP3a es importante porque limita el crossover del ADN (29).
Por tanto, cualquier alteracion en cualquier punto de estas vias, produce alteraciones en
los mecanismos de reparacion frente al dafio en el ADN, modifica la radiosensibilidad y

predispone a sufrir cancer (29,99,106,107,110).

Otro de los puntos clave en la RDA es la activacion de los checkpoints del ciclo celular.

Al administrar radiacion ionizante se produce un retraso en la progresion de las células
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por las fases G1, S y G2, debido a la activacion de cuatro checkpoints (Tabla 1)
(29,104,111). Esto se consigue por dos mecanismos: 1) la activacion de otras proteinas
que inhiben estos complejos, los inhibidores de CDK (ICDK), y 2) alteracion de la
fosforilacion y actividad de las CDK (29).

Tabla 1. Modificada de Joiner y van der Kogel (29). ATM: proteina mutada ataxia-telangiectasia.
Ciclina D/CDKA4 Ciclina A/ CDK1 y CDK2 Ciclina B/ CDK1

RT - se estabiliza ATM vy se activa | RT = reduccién en la tasa de | Checkpoint temprano:
p53 - regula al alza p21 - inhibe las | sintesis de AD dependiente de la | activado con dosis bajas
ciclinas/CDK de la fase G1 = no se | dosis administrada = precisanmas | de RT (1 Gy es
fosforila Rb y no pasa a fase S. tiempo para replicar el ADN suficiente).

Checkpoint tardio:
activado con dosis altas
de RT y es dependiente
de ATM

Previene entrar en fase S Progresion lenta por fase S Previene entrar en

mitosis

Estos checkpoints pueden verse alterados por cambios genéticos que ocurren durante la
tumorogénesis, dejando de actuar, por lo que las células tumorales contindian progresando
en el ciclo celular. Asimismo, las posibles causas son mutaciones en genes responsables
de la activacion de los checkpoints, que provocarian un retraso de la progresion del ciclo
celular en respuesta a la irradiacion (29). Esto tiene impacto en la inestabilidad genética

y progresion tumoral, pero no en la radiosensibilidad (29).

1.6.1.4.Radiosensibilidad y las ‘5 R’ de radioterapia

La radiosensibilidad se define como “la vulnerabilidad de una estructura biologica a la
radiacion”, concepto basado en caracteristicas inherentes a la estructura biologica y no al
tratamiento. Desde los primeros trabajos sobre radiosensibilidad hasta la actualidad se ha
trabajado en distintos fraccionamientos con el objetivo de aumentar el dafio en el tumor
mediante la reoxigenacion de las células hipoxicas y la redistribucion en el ciclo celular
de las células tumorales entre dos sesiones de RT, asi como de permitir a las células sanas

recuperarse mediante la reparacion del dafio subletal y la repoblacién de las células (103).
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Reoxigenacion, redistribucion, reparacion, repoblacion, junto a radiosensibilidad como

factor individual de cada paciente frente a la RT, forman lo que se conoce como las ‘5 R
de la radiobiologia’ (29,103,106,113-115).

Reoxigenacion. Las células hipdxicas son mas radiorresistentes que las bien
oxigenadas, hasta dos o tres veces mas. La hipoxia se ha descrito como uno de los
principales factores limitantes de la respuesta de los tejidos frente a la irradiacion.
Cuando mueren las células mas cercanas a un capilar, es decir, las mejor
oxigenadas, se produce una reoxigenacion de aquellas hipoxicas que se
encontraban lejos del capilar, lo que aumenta su radiosensibilidad ante la siguiente
fraccion de irradiacion.

Redistribucion. La radiosensibilidad varia a lo largo de las diferentes fases del
ciclo celular (Figura 13) tal y como se comento previamente. Por ello, las células
que han sobrevivido se mantienen inicialmente en fases mas radiorresistentes y

pasadas unas horas se ‘mueven’ a otras mas sensibles.
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Figura 13. Esquema original tomado de Brosed Serreta (97). Representacion de las curvas de
supervivencia de una linea celular segun la fase del ciclo celular en la que se encuentran cuando

se administra la radiacion ionizante.

La reoxigenacion junto a la redistribucién tienen como objetivo aumentar
la sensibilidad a la siguiente fraccion de irradiacion.
Reparacion. El tejido irradiado inicia una rapida reparacion de las lesiones
subletales, que puede llegar a ser completa entre cada fraccion de tratamiento.
Este fendmeno aparece en los tejidos tumorales y en los sanos adyacentes. La
mejor oxigenacidn de los tejidos sanos permite una reparacion mejor y mayor que

los tejidos tumorales.
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- Repoblacion. Se trata de un proceso que permite la recuperacion del numero de
células a partir de aquellas que sobreviven a la fraccion de RT. Puede ocurrir tanto
en el tejido sano (deseable para reparacion de las lesiones agudas y tener menos
efectos secundarios), como en el tejido tumoral permitiendo su recuperacion entre
dos fracciones consecutivas, siendo una de las principales causas de fallo de
control local en fraccionamientos convencionales.

La repoblacién y la reparacion otorgan resistencia a los tejidos entre dos
fracciones sucesivas.

- Radiosensibilidad. Cada tejido presenta una sensibilidad intrinseca a la
radiacion, teniendo en cuenta diferencias en la RDA, deteccidén y mecanismos de
reparacion, fraccionamiento. La respuesta a la radiacion ionizante varia en funcion
de las primeras 4 R, pero se considera la radiosensibilidad individual como el

agente mas importante en la respuesta a este tipo de tratamiento.

Los esquemas de fraccionamiento incluyen la dosis por fraccién, el nimero total de
fracciones, el tiempo transcurrido entre las sesiones, el tiempo y la dosis totales.
Distinguimos tres tipos de esquemas de fraccionamiento que, en lineas generales,

presentan las siguientes caracteristicas (Tabla 2):

Tabla 2. Esquemas de tratamiento con radioterapia segun el fraccionamiento (103,115,116).

Fraccionamiento convencional

Hiperfraccionamiento

Hipofraccionamiento

Objetivo

Equilibrio entre redistribucién
y reoxigenacién de células
tumorales, y reparacion vy

repoblacidn de las células.

Aprovechar las
diferencias de
radiosensibilidad entre

c. tumorales y sanas

Superar a la
repoblacion de las c.
tumorales durante el

tratamiento

Dosis/fraccion 2 Gy <2gy >2 Gy
Ne fracciones/dia | 1 2-3 1
N° dias/semana 5 5 3 (dias alternos)

Duracion total del

tratamiento

Hasta 7 semanas

Hasta 7 semanas

1-3 semanas

Respecto a la toxicidad, tras la administracion de una fraccion de RT, los primeros efectos
los vamos a ver en aquellos tejidos que presentan un indice de proliferacion alto, como
piel o mucosas, de ahi la aparicion de efectos secundarios agudos durante el tratamiento.

La tasa de recuperacion depende de la dosis y niumero de células madre supervivientes
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(103). De este modo, estos efectos toxicos se pueden reducir potenciando la repoblacion
celular (al menos 6 horas entre dos sesiones) y disminuir la dosis total para aumentar la
tasa de recuperacion (103). Por otro lado, las reacciones tardias (meses 0 afios después)
tienen lugar en aquellos tejidos con una proliferacién mas lenta y son dependientes de la
dosis (103). Se pueden reducir con una dosis por fraccion de 2 Gy 0 menos, disminuyendo

la dosis total y un intervalo de al menos 6 horas entre fracciones (103).

1.6.1.5.Dosis bioldgica efectiva o equivalente (BED). Modelo lineal cuadratico.
Ratio alfa/beta

Para entender mejor la dosis administrada y el efecto que produce en los diferentes tejidos

tenemos que definir el concepto de dosis bioldgica efectiva o equivalente (BED).

La BED es una medida del efecto (E) producido por un tratamiento de RT continuo o
fraccionado (29,97). En el caso de tratamientos de RT fraccionada, es la dosis total que
hay que alcanzar mediante multiples sesiones para conseguir el E deseado. Se define
como isoefecto al efecto biologico sobre un cierto tejido (29,97). La formula que define
laBED es: BED =D [1 + d / (a/B)], donde D la dosis total, d la dosis por fraccion, y o
y B la ratio caracteristica de cada tejido que se explica mas adelante. La dosis total se
representa como D = nd, siendo n el nimero de fracciones y d la dosis por fraccion. Por
tanto, la BED es la dosis total tedrica que hay que administrar para producir el E usando
multiples fracciones de menor dosis (29). Teniendo en cuenta esto, dos fraccionamientos

son equivalentes cuando ambos tengan igual BED y, por tanto, tengan el mismo isoefecto:

n;d; X (1 + ﬁ) = npd, X (1+ %)

El modelo que estima los dafios producidos por la radiacién, ya sea por efecto directo o
indirecto, es el modelo lineal-cuadratico (LQ), descrito por Douglas y Fowler en 1976
(Figura 14) (117). Cada tejido sano o tumor tiene una curva de supervivencia segun dos
pardmetros relacionados por una ratio con la dosis: a, es el parametro lineal proporcional
a la dosis de radiacion, relacionado con el dafio letal y responsable de la muerte directa;
y B, es el cuadratico, proporcional al cuadrado de la dosis, relacionado con el dafio subletal
y responsable con la muerte que se produce de manera indirecta por acumulacion de dafios

subletales que ya no se pueden reparar (97,117-119). Por tanto, el coeficiente af} se

55

——
| —



corresponde con la dosis donde el evento muerte celular esta dado por un efecto directo

y otro indirecto, sin que predomine uno sobre otro.

1+ 3

BN

. Figura 14. Esquema original tomado de Brosed

Serreta (97). Representacion logaritmica de una

a/f =3 Gy
€ a-

curva supervivencia segun el modelo lineal-

Fraccion de supervivencia

o 2D
——— Comp. fineal
Comp. cuadratico |

0,01 " cuadratica.
0 2 a/ff=3 4 6

N cuadratico: componente lineal y componente

D(Gy)

Tejidos con coeficientes o/p altos (en torno a 10 Gy) se caracterizan por una capacidad
proliferativa alta y presentan mayor sensibilidad a la radiacion; es decir, administrando
dosis bajas se produce la muerte celular por accion directa. En cambio, tejidos con
coeficientes o/ bajos, aproximadamente 3 Gy, requieren una dosis mas alta de radiacion
ionizante, por ser mas radiorresistentes, para alcanzar la muerte celular por acumulacién
de dafios subletales. Se relaciona con los efectos tardios. En general, los tumores

presentan coeficientes o/p altos.

1.6.1.6.Muerte celular por radioterapia

Como hemos comentado, la RT produce una serie de dafios a nivel celular que cuando no
se pueden subsanar implican la muerte celular. Hay distintos tipos de muerte celular o
estados que acaban en ella tras la administracion de RT, dependiendo de diversos factores
como caracteristicas celulares, del microambiente y de la radiacion ionizante (14,29,120).
Segun el momento en el que se produzca el dafio celular, podemos distinguir entre muerte
o0 catastrofe mitdtica cuando se pierde la capacidad de proliferacién celular o muerte de
interfase cuando la muerte celular ocurre de forma inmediata antes de que la célula se
divida y se ve en aquellas células con alto indice proliferativo. En cambio, la muerte
diferida que ocurre tras uno o mas intentos de division celular es el tipo mas frecuente,

tanto en tejidos sanos como tumorales.

La catastrofe mitotica es un mecanismo que impide la proliferacion y/o supervivencia de

las células que no son capaces de completar la mitosis o0 inmediatamente después de la
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misma, como consecuencia de un dafio extenso en el ADN, problemas en el proceso de
mitosis y/o fallo en los checkpoints (14,16,20,25,29). La catéstrofe mit6tica no debe
considerarse un tipo de MCP como tal, sino que este mecanismo conduce a la muerte
celular mediante la induccion de otros tipos de muerte celular, como la apoptosis, la
senescencia celular o la necrosis (Figura 15) (14,16,20,121). La catastrofe mitotica tiene
un papel importante en procesos carcinogénicos, tanto en el origen como en la progresion.
Varios tratamientos incluyendo agentes quimioterdpicos y RT tienen relacion con este
proceso. De hecho, la catastrofe mitdtica es considerada el mayor responsable de la

muerte celular en las células proliferantes irradiadas (14,29).

MC como muerte celular MC como tipo MC como mecanismo MC como pre - estado de
durante o tras una mitosis especial de apoptosis de supervivencia de necrosis o apoptosis
aberrante tumores
4 v v v
Aberrant mitosis Caspase-2 activation < e, . No caspase activation
BT - * -3 No MMP
‘ n XN o No Cytochrome c release
g9 ) & : 3 No chromatin condensation
MC | |55 89)
Uncondensed chromosomes MMP . = ‘
No DNA ladder formation i MC MC
e ‘ e
¢ ‘
- 4 ~ A ion of effector ; . ‘* >
— Chromatin condensation Polyploidisation Cis J
"f’ﬁ _.' - [\ i, o
" r ’ Ty Ploidy g
Death through MC d ,f# ) w { \
“haie .
" ‘ | — A5 X
Apoptosis (MC) Da-po!yprdiulion (g e
Mitotic cycle Apoptosis Necrosis

Figura 15. Figura modificada de Vakifahmetoglu et al. (16). Vias por las que la catastrofe mitética (CM)

conduce a otros tipos de muerte celular.

Otro tipo de muerte celular mucho menos conocido y que se observa en el contexto de la
RT es el efecto bystander, un fenémeno en el que la célula puede morir por irradiacion
de células vecinas (29,122). Parece que las células radiadas secretan factores que dafian
a las células no irradiadas. Este efecto en las células adyacentes parece tener un papel

fundamental cuando se emplean bajas dosis de RT.

En los Gltimos afios ha cobrado fuerza el concepto de muerte celular inmunogénica
(immunogenic cell death (ICD)) para definir mejor la muerte celular inmunomediada
(14). Se ha demostrado que la apoptosis, la necrosis y la autofagia son capaces de inducir
respuestas inmunomediadas, y que la necrosis ademas contribuye a crear un medio

inflamatorio crénico que es protumoral e inmunosupresor (14,123-127). Para que tenga
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lugar la ICD tienen que darse dos factores: la exposicion a la sefial dafiina de la célula
afectada que mostrara patrones moleculares asociados al dafio (DAMPS), para alertar a
las células presentadoras de antigeno (CPAs), como las células dendriticas (CDs); y la

presentacion del antigeno por las CPAs a las células T (14).

Los principales DAMPs son: la calreticulina, el HMGBL1 y el ATP (adenosina trifosfato),
que actian sobre CD91, TLR4 y los receptores de las CDs, respectivamente. La
calreticulina, una chaperona del RE, pasa a la superficie de la célula como sefal
preapoptdtica. HMGBL1 es una proteina de la union de cromatina relacionada con la
necrosis y el ATP se acumula dentro de los autolisosomas de la autofagia
(14,123,128,129).

Por otro lado, las altas dosis administradas por fraccion también permiten generar un
efecto abscopal que produce la muerte de aquellas células tumorales que estan fuera del
campo de radiacion mediante la intervencion del sistema inmune, aunque los mecanismos
exactos an no estan bien establecidos. Este término fue acufiado por primera vez en 1953
por Robin Mole. Procede del latin “ab” que significa “fuera de” y “scopus”, “diana o
blanco”. Se ha analizado el efecto abscopal en multiples estudios que combinaban RT
con inmunoterapia para potenciar la respuesta inmune antitumoral (130). No obstante, en
la préctica clinica la regresion tumoral mas alla de la lesion que recibe el tratamiento de

RT en monoterapia es un fenémeno poco frecuente segln las series publicadas (130,131).

Como ya se ha comentado, hay otros factores que influyen en la respuesta a la radiacion
ionizante y el tipo de muerte celular que se va a producir (14,29,120). Las caracteristicas
celulares son determinantes, incluyendo el estado celular, la funcion de p53 y ATM

(proteina mutada ataxia-telangiectasia) (14,29,99,132).

La fase del ciclo celular cuando se administra la radiacién ionizante también influye en
el tiempo y el tipo de muerte celular. Ya se ha comentado que las células que se
encuentran al final de la fase G2 y hasta la mitosis son las mas radiosensibles y entran
mas facilmente en muerte celular (133). Las celulas tumorales emplean una redistribucion

por el ciclo celular como mecanismo de supervivencia.
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Otros factores que influyen en el tipo de muerte celular que se va a producir son los
propios de la radiacion ionizante administrada. El fraccionamiento juega un papel
fundamental, de ahi la importancia de tener en cuenta la BED. En este sentido, se ha visto
que gracias a las dosis ablativas administradas mediante SBRT o SRS se puede producir
muerte celular de forma directa e indirecta a través de la activacion del sistema inmune y
por dafio vascular (14,134). En la préactica clinica, se ha visto que este tipo de
fraccionamiento permite doblar la mediana de supervivencia en pacientes
oligometastasicos, asi como la tasa de respuesta a la inmunoterapia (135,136), apoyando
la idea de que la dosis por fraccion si tiene impacto en la respuesta celular. Por otro lado,
la calidad de la radiacion también puede influir en la muerte celular, medida a través de
la transferencia de energia linear (linear energy transfer - LET). Se ha comprobado que
las radiaciones con alta LET pueden producir dafios en el ADN méas complejos que sean
mas dificiles de reparar (14,120,137,138).

1.6.1.7.Relacion entre autofagia y radiaciones ionizantes

Como se describio previamente, la autofagia muestra un papel dual en cancer. Por un
lado, previene la acumulacion de productos téxicos celulares ya que permite
transformarlos en material nutritivo con el objetivo de aportar un suplemento energético
durante esta situacion estresante y mantener el equilibrio homeostatico. Son multiples los
trabajos que observan que la autofagia inducida por la RT actia como mecanismo de
proteccion para las células tumorales ante este agente estresante (14,37,127,139-
141,40,42,56,57,84,90-92). Por otro lado, distintos trabajos han descrito que la
combinacion de RT con diversos agentes farmacoldgicos potencian la autofagia como

muerte celular en lugar de la apoptosis (57,139,142-145).

Cuando se administra radiacion ionizante se produce dafio en el ADN, ROS y especies
reactivas de nitrdgeno (reactive nitrogen species - RNS) que conducen a un dafio en el
ADN vy a nivel de varios organulos celulares, incluyendo la membrana celular, la
mitocondria y el RE (Figura 16) (57,141,146). La acumulacion de esas especies reactivas
dentro y fuera del nacleo produce un estrés en las células, desencadenando la formacion
de UPR y desequilibrios metabodlicos (37,57,141,147-150). Como respuesta frente a
dicho estres y para evitar una posible muerte celular, tiene lugar un proceso de autofagia.

Esta induccion se puede observar in vitro a nivel proteico, donde en distintos estudios se
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ha descrito un aumento de las proteinas relacionadas con la autofagia como LC3 y un
descenso de las proteinas p62 y beclin-1 (125,150-152). En este sentido, parece ldgico
que pensar que a) si inhibimos la autofagia como mecanismo de resistencia frente a la
irradiacion mediante agentes farmacoldgicos como la cloroquina o se silencian genes
relacionados con la autofagia, o b) si inducimos la autofagia para que conlleve la muerte
celular de las células tumorales con otros como el panobinostat, se podria mejorar el

resultado obtenido con la radiacion ionizante.

Existen multiples vias donde la autofagia y la RT se relacionan, entre las que se incluyen
la reparacion del ADN, la generacién de ROS, la produccion de ceramida o la entrada de
calcio al citoplasma celular. Asimismo, la autofagia secundaria a radiacion ionizante
induce también la activacion del sistema inmune (39,57,127). Existen trabajos que
demuestran una radiosensibilizacion in vitro, pero una disminucion en la respuesta in vivo
relacionado con un déficit en la sefializacion inmunogénica (57,125,153). En este
contexto y como ya se ha comentado previamente, cada vez cobra més importancia la
ICD y estudios recientes han demostrado el papel de la autofagia en la misma bajo el
efecto de la RT (14,57,140,154,155).

RADIACION IONIZANTE

‘& Figura 16. Figura modificada de Chaurasia

et al. (147). Mecanismos de induccién de
Mitocondria)ﬁ

[HSPASGRPTS |

—-—
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mitocondria que producen un dafio en
macromoléculas como ADN y proteinas.
Como consecuencia, se acumulan UPR en el
RE produciendo un estrés. Esta situacion es
detectada por el sensor HSPA5/GRP78 y se
activa las ramas de las UPR EIF2AK3 y
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1.6.1.7.1. Reparacion del ADN y autofagia

La radiacion ionizante produce un dafio directo sobre el ADN como se ha descrito
previamente, pero también se produce un dafio indirecto por la produccion y acumulacion
de ROS. Ambos producen defectos de cadena simple y cadena doble, asi como oxidacién
de bases del ADN, que son reconocidos por los sistemas de reparacion (141). Tras la
deteccion de un dafio directo o indirecto en el ADN por las proteinas MNR y RPA, se
reclutan las proteinas ATM, ATR y ADN-Pk que se unen al punto de la lesion y esto
induce la union de otras quinasas desencadenando los mecanismos de reparacion
correspondientes (57,141,156,157). Esto a su vez activa otras vias como la p53, mTOR o

FOXO3a, que a su vez activaran la autofagia (141,146).

En concreto, tras la administracion de RT, se genera dafio en el ADN, aumenta la
expresion de FOXO3a y gracias a su interaccion con ATM se produce la activacion de
esta proteina. A continuacion, se produce la fosforilacion y activacion de p53 (57). Como
consecuencia, los niveles de p53 se elevan y se traslada en su mayoria al nucleo.
Finalmente, p53 induce la autofagia mediante varios mecanismos: activacion de genes
relacionados con la autofagia como PTEN o DRAM, inhibicién de la via PI3K-Akt-mTOR
y activacion del sensor AMPK (57,158,167,159-166).

En el caso de la via de la PI3BK-Akt-mTOR, esta ruta es una de las mas importantes en la
regulacion de la autofagia. La activacion de esta via por diferentes agentes conduce a la
fosforilacion de la subunidad p85 de la PI3K que posteriormente activa la proteina Akt.
Esta proteina, por su parte, provoca la fosforilacion y activacién de mTOR, inhibiendo la
autofagia (37,57,147). La irradiacion produce una disminucién de la fosforilacion y de la
autofosforilacion de mTOR, lo que conduce a una induccién del proceso autofagico
(37,57,168). Multiples estudios han demostrado el efecto positivo del inhibidor mTOR

en la radiosensibilizacion.
1.6.1.7.2. ROS y autofagia
La exposicion a radiacion ionizante genera un estrés celular en el que se produce una gran

generacion de ROS y RNS. Estas moléculas inestables se acumulan en la mitocondria, el

RE y en otras partes de la célula, como el nlcleo, generando un dafio macromolecular en
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estas regiones celulares. Para solventar este dafio, se inducen multiples vias que regulan
la autofagia como la de AMPK, UPR o lade MAPK/ERK que se activan ante un estimulo
estresante y permiten la activacion de otras quinasas y factores de transcripcion, asi como
la expresion de HIF-lo (37,57,175-177,127,141,169-174). Estas vias conducen a
(37,57,127,177): a) oxidacion de ATG4 permitiendo la acumulacion de autofagosomas;
b) activacion de la cascada de sefializacion de AMPK lo cual inicia la autofagia mediante
el complejo ULK1; c) alteracion de la interaccion BECN1-BCL-2 que da lugar a la
induccion de la autofagia; o d) alteracion del equilibrio de la mitocondria dando paso a la

mitofagia.

Una de las principales vias por las que ROS induce dafio y, por tanto, activa la autofagia
es por su acumulacion en la mitocondria. Este organulo celular es esencial en la
generacion de energia (ATP). La acumulacion de ROS en su interior genera
modificaciones bioldgicas y una pérdida del equilibrio energético (57,146,147,178,179).
Como consecuencia, el ratio AMP/ATP aumenta y se activa AMPK, cuya forma activa
fosforilada induce el proceso de la autofagia para restablecer el equilibrio energético
(37,57,146). AMPK actta a distintos niveles: a) inhibiendo la actividad de mTOR
(fosforilandolo), b) fosforilando ULK1, c¢) fosforilando Beclin-1 y PI3KC3 y d)
inhibiendo la interaccion de Beclin-1 con Bcl-2. Asimismo, la acumulacion de ROS en la
mitocondria y el dafio generado en este organulo puede inducir mitofagia. La mitofagia
es un proceso de autofagia selectivo de la mitocondria en respuesta a estimulos extremos
como la escasez de nutrientes, estrés oxidativo o alteraciones en las proteinas
mitocondriales (146). La mitofagia esta controlada por dos vias diferentes: BNIP3/NIX y
Parkin (PARK2)/PINK1 (49,57,146). La primera regula la agregacion del contenido
dafado directamente a los autofagosomas interaccionando con el receptor asociado a
GABA, un homoélogo de LC3; la segunda se une a BCL2 y permite la autofagia
(57,127,146,180). Parkin es capaz de detectar cambios en la polarizacion de la
mitocondria y, una vez activado, participa en la ubiquitinizacion del canal VDAC1 que
reconoce a p62 y, por tanto, con LC3 del autofagosoma (57,146,155,177,181).

Por otro lado, la acumulacion de ROS tras la irradiacion también produce un estrés en el
RE y con ello un aumento en la respuesta a proteinas UPR. Asi pues, tras la irradiacion,
el aumento de ROS activa sensores en la membrana del RE que elevan los niveles de
HSPA5 (182,183) (37,57,147,184), PERK-elF2a (proteina quinasa del reticulo
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endoplasmatico-factor de iniciacion eucariota 2a), IRE1a (Inositol-Requiring Enzyme 1)
y ATF6 (37,57,141). En condiciones normales, estos tres componentes son inhibidos por
la unioén con la chaperona GRP78. Sin embargo, cuando aumentan los niveles de las
proteinas UPR, esta chaperona se une a estas proteinas mal plegadas dejandolos libres y,
por tanto, activos. En su forma activa pueden regular la transcripcion de distintos genes
ATG y, por tanto, la autofagia. En concreto, PERK puede inducir el proceso de autofagia
inhibiendo directamente MTOR o indirectamente a través de PARP1 (57). IRE1a, por su
parte, pertenece a la ruta de JNK vy, al activarse, provoca la fosforilacion de Bcl-2,
liberandose asi Beclin-1, activa el complejo PI3K, asi como la induccion de p53 y Atgb,

y da paso al proceso autofagico (37,141,146).

Por altimo, se ha descrito que la generacion de ROS activa la via de MAPK/ERK, en la
que se incluyen las quinasas JNK y ERK, y cuya activacion ante estimulos estresantes
resulta clave en la induccion de autofagia (37,57). La activacién de JNK potencia la
muerte celular induciendo p53 y Atg5, asi como que inhibe la asociacion de Bcl-2 con
Beclin-1 y regula al alza Beclin-1 (37). Por otro lado, la inhibicién de JNK puede inhibir

la expresion de Beclin-1y, por tanto, la autofagia (37).

Una de las vias por las que las células tumorales son capaces de adaptarse al estrés
oxidativo secundario a la radiacion ionizante mediante diversos mecanismos es la
respuesta hipdéxica. La RT puede alterar la vascularizacién del tumor, inducir una
situacion de hipoxia y activar HIF-1o. De esta manera, si se consiguen niveles bajos de
oxigeno, se reduce la produccion intratumoral de ROS (141). Cuando la expresion de
HIF-1a aumenta, se transloca al nucleo donde se une a los elementos de respuesta a
hipoxia e induce la autofagia por distintos mecanismos entre los que se incluye una
regulacion de la expresion de genes como BNIP3 (57,141). BNIP3 favorecera la
liberacion de Beclin-1 del complejo que forma con Bcl-2 y se inducira la autofagia (57).
Ademas, HIF-1a permite a las células tumorales: a) activar la glicolisis e inhibir la
fosforilacion oxidativa mitocondrial gracias a la regulacién al alza la quinasa piruvato
deshidrogenasa 1 (PDK1), que suprime la generacion de ROS respiratoria; b) inducir la
expresion de agentes antioxidantes y disminuyen el dafio secundario a ROS (141). Por
tanto, HIF-1a confiere a las celulas tumorales proteccion a la RT contribuyendo a un
estadio de radiorresistencia, de modo que se trata de una diana interesante para mejorar

los resultados de la radiacion ionizante (141).
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La acumulacién de ROS y RNS también produce un dafio en el nucleo. A diferencia de
otros componentes de la célula, el ADN no puede someterse a un proceso de autofagia,
ya que no se puede destruir, sintetizar de nuevo o reemplazar (146). No obstante, hay un
proceso poco comun que consiste en la degradacion del ADN nuclear llamado piecemeal
microautofagia del ndcleo (146,185). Esta tiene lugar a partir de las uniones entre
vacuolas del citoplasma y el propio ndcleo, de manera que engloban el contenido a
degradar formando una vesicula que es degradada por hidrolasas (146,186).

1.6.1.7.3. Ceramida y autofagia

La irradiacion produce una activacion de las glucohidrolasas que hay en las membranas
celulares que a su vez son fundamentales en la produccion de ceramida de la membrana
plasmatica, activadas por el dafio de RCD. Las ceramidas regulan mdltiples vias, entre
ellas la autofagia (57,141,187-189).

Las ceramidas acttan en condiciones de escasez de nutrientes disminuyendo la expresion
de && y transportadores de nutrientes, de modo que reducen la via de sefializacion de
mTOR y activan AMPK, induciendo, por tanto, la autofagia (57,190-192). Ademas,
activan la quinasa JNK vy, por tanto, aumentan la expresién de BECN1 (57).

Por otro lado, la acumulacién de ceramidas también produce un estrés en el RE que
conlleva la activaciéon de la autofagia y en la mitocondria induciendo la mitofagia
(57,193,194).

1.6.1.7.4. Calcio i6nico y autofagia

Entre los multiples efectos que se producen tras la radiacion ionizante a nivel celular esta
la entrada de calcio a la célula (147,195). Los mecanismos por los que la RT controla la
concentracion de calcio intracelular son varios: a) la acumulacién de ceramidas que
controlan la entrada a través de un canal de membrana; b) la activacion de la enzima PLC
localizada en la membrana plasmatica y que produce IP3, lo que induce la salida del calcio
del RE (57,196). Este calcio es capaz de inducir la autofagia, induciendo LC3
citoplasmatico (57). Ademas, puede activar el AMPK que inducen la autofagia también
(57).
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1.6.2. AGENTES QUIMIOTERAPICOS

A dia de hoy existen multiples estrategias terapéuticas, desde tratamientos locales con
cirugia y RT, hasta tratamientos sistémicos con la quimioterapia, la terapia dirigida y la
inmunoterapia. En la actualidad se estan buscando combinaciones de distintas estrategias
terapéuticas que permitan mejorar los resultados frente al cancer reduciendo efectos
secundarios. Uno de los puntos en los que se estd trabajando es la modulacion de la
autofagia o el uso de moduladores epigenéticos. En esta linea, a continuacion, se
describen los inhibidores de las proteinas histona deacetilasas como inductores de la

autofagia y la cloroguina como inhibidor de la misma.

1.6.2.1.PROTEINAS HDAC COMO POSIBLES DIANAS TERAPEUTICAS Y
PANOBINOSTAT®

1.6.2.1.1. Epigenética

Los cambios epigenéticos son aquellos que alteran la expresion génica sin modificar la
secuencia de nucleotidos del ADN (197-202). En general, hay dos formas principales de
cambios epigenéticos: aquellos que modifican directamente el ADN, como es la
metilacién de ADN, o aquellos que modifican la union de ADN a diversas proteinas,

como por ejemplo las histonas.

Las histonas son proteinas con un ndcleo con multiples subunidades (dos copias de H2A,
H2B, H3 y H4) que envuelve al ADN y forma un nucleosoma (29,197,198,202-204).
Esto es fundamental para que el ADN se organice en cromosomas. Las histonas pueden

sufrir multiples modificaciones: metilacion, acetilacion, fosforilacion...

Teniendo en cuenta que los cambios en la acetilacién de histonas y que la expresion
aberrante de histonas deacetilasas (HDACs) son frecuentes en diversos procesos malignos
(197,205), la inhibicion de HDACs podria suponer una estrategia terapéutica frente al

cancer. Los inhibidores de HDAC (HDACI) se han desarrollado rapidamente en los
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ultimos afios para el tratamiento de tumores solidos y hematoldgicos, tanto en

monoterapia como en combinacion con otros farmacos.

1.6.2.1.2. Acetilacion de las histonas

Las modificaciones de la histona alteran la afinidad de estas proteinas por el ADN y estas

modificaciones afectan a la transcripcion.

Metilacion y desmetilacion de histonas. Se afiaden grupos metilo (CH3) a uno
0 varios aminoacidos lisina de la histona. Las enzimas que catalizan esta
metilacion son las histonas metiltransferasas; las enzimas que quitan los grupos
metilo son las histonas desmetilasas (197,198,200,202).
Acetilacién y deacetilacidn de histonas. La acetilacién es la adicion de un grupo
acetilo (CH3CO) a las lisinas de la histona, de modo que neutraliza la carga
positiva y disminuye la afinidad entre la histona y el ADN, lo que produce una
relajacion de la cromatina y facilita la transcripcion  génica
(128,197,208,209,198,199,201-204,206,207). Las enzimas que catalizan este
proceso son las histonas acetiltransferasas (HATS) junto al cofactor acetil-CoA.
Las enzimas que retiran el grupo acetilo de la histona son las histonas deacetilasas
(HDAC:S). Es decir, la acetilacion se asocia con una activacion génica, mientras
que la deacetilacion disminuye la expresion génica. De esta forma, las HATS
permiten una forma de cromatina abierta, llamada eucromatina, mientras que las
HDACs permiten la condensacion de la cromatina, la heterocromatina, ya que
aumentan la carga positiva de las histonas que reaccionan con la carga negativa
del ADN y bloquean la transcripcién. Para ello, las HDACs trabajan de forma
conjunta con coativadores, correpresores, factores de transcripcion y HATS.

El balance entre ambos tipos interviene mediante multiples vias en el
proceso tumoral (197-202,204,207,208,210). En la Figura 17 se muestra la

interaccién entre HATs y HDACS, y las vias en las que participan.
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Figura 17. Esquema modificada de West y Johnstone (197). Vias en las que participan las HDACs.

Las HDACs tienen su papel fundamental a nivel de las histonas, pero también actlan a
nivel de proteinas no histonas, modificando mdaltiples funciones celulares, como la
apoptosis, el transporte y la integridad del ARNm, la traduccién, la interaccion entre

proteinas, asi como diversos pasos del sistema inmune (128,197-201,207,211).

Hay un total de 18 HDACs que se clasifican cuatro clases: I, 11, 111 'y IV, de acuerdo con
la similitud a las proteinas de levadura, localizacion subcelular y actividad enzimética
(128,197-199,202,203,207-209,211). En el Tabla 3 se resume los tipos de HDAC y su

mecanismo de accion.

Se ha demostrado que existe una correlacion entre la sobreexpresion de HDAC en
distintos tumores (Tabla 3) y la disminucién de supervivencia global y libre de
enfermedad, siendo capaz de predecir mal prondstico independientemente de otras
variables como el tipo de tumor o progresion (197,207). Ademas, la sobreexpresion de
HDACSs se han relacionado con eventos clave de la tumorogénesis como la represién

epigenética del gen supresor de tumores CDKN1A (encoding the cyclin-dependent kinase
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inhibitor p21lwafl/cipl) y genes como TP53, BRCAL o ATR (197). No obstante, no

siempre la sobreexpresion de HDAC es un factor de mal prondstico. La elevacion de

HDACEG se relaciona con un mejor prondstico en el cancer de mama con receptores de

estrdgeno positivos y en el linfoma cutaneo de célula T (197).

Tabla 3. Resumen de las HDAC. Se detallan los subtipos, mecanismos de accién y funciones, proteinas

diana y su expresion en los diferentes tipos de cancer. CTCL: linfoma cutaneo de célula T. LH: linfoma
Hodgkin. LLA: leucemia linfoblastica aguda. (128,197-199,202,203,207-209,211).

gluconeogénesis

HDAC clase | HDAC | Mecanismo » o Expresion en
L . » Funcion Proteina diana ’
(localizacion) | subtipo | de accién cancer
Histonas, pRb, SHP, | 1 estobmago,
Proliferacion y | BRCAL, MECP2, | mama,
HDAC ) )
1 supervivencia ATM, MEF2, MyoD, | colorrectal,
celular p53, NF-«xB, AR, | pulmon, higado,
DNMT1 préstata, LH.
) y 1 estémago,
Proliferacion .
Histonas, BRCAL, | colorrectal,
HDAC celular y .
. ] ] NF-«xB, MECP, | prostata, cervix,
2 Dependiente | resistencia ]
I (nGcleo) L GATA 2, pRb pulmon, LH,
de Zn++ insulina
CTCL
1 estobmago,
Proliferacién y | Histonas, HDAC (4, | mama,
HDAC ) )
3 supervivencia 5,7,9), GATA 1, NF- | colorrectal,
celular kB, pRb higado, LH, LLA.
| higado
HDAC Proliferacién 1 neuroblastoma
HSP70
8 celular
Regulacion de
HDAC _
A citoesqueleto y
movilidad celular
Funciones 1
A endoteliales, meduloblastoma,
) HDAC | Dependiente | gluconeogénesis, Histonas, HDAC 3, | higado.
(citoplasma y o )
i 5 de Zn++ crecimiento y | 14-3-3, CaM, MEF2 | | pulmdn.
nacleo) )
funciones de
cardiomiocitos
Funciones T LLA.
HDAC . .
. endoteliales y | pulmén
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Diferenciacion 1
timocitos, meduloblastoma,
HDAC recombinacion LLA.
9 homologa,
funciones de
células cardiacas
Regulacion de 1 mama, CTCL.
HDAC ) HDAC 11, SHP, HSP ]
citoesqueleto y ) | pulmén
6 . 90, o tubulin
1B . movilidad celular
. Dependiente _
(citoplasma y Regulacién
, de Zn++ _
ndcleo) HDAC autofagia y
o LcoR, PP1
10 recombinacion
homéloga
Autoinmunidad,
edad, equilibrio )
Histonas, NF-«xB,
SIRT 1 redox,
) ) p53, p300
supervivencia
celular
Supervivencia, Histone H4, PPAR-y,
SIRT 2 migracion, p53, p300, a-tubulin,
invasion celular FOXO
. Complejo 1 ETC,
Regulacion de
. PGC-1a, p53, Ku70,
SIRT 3 ATP, sefializacion |
) sintetasa acetyl-CoA,
Il (ndcleo, ) celular, ciclo urea
) Dependiente FOXO
citoplasma y _
) ) de NAD+ Metabolismo
mitocondria) ) )
energético, ciclo | Glutamato
SIRT 4 o )
urea, sefializacion | deshidrogenasa
celular
Regulacion  ATP, ]
o Fosfato sintetasa
sefializacion
SIRT 5 .| carbamoyl I,
celular, apoptosis, |
) citocromo ¢
ciclo de urea
Regulacion )
SIRT 6 . Histona H3, TNF-a
metabolismo
) p53, ARN polimerasa
SIRT 7 Apoptosis |
. o Elevado en
HDAC | Dependiente | Replicacion ADN,

IV (nucleo)

11

de Zn++

inmunomodulacién

HDAC 6

cancer de mama,

rifién, higado
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1.6.2.1.3. Inhibidores HDAC (HDACI)

Los inhibidores de HDAC (HDAC:I) actuan tipicamente sobre las HDAC clase I, 11 y V.
Al inhibir las HDACs, aumentan los niveles de acetilacion de las histonas, lo que se
traduce en una reexpresion de genes reguladores que estaban silenciados en las células
cancerosas (198). Estos compuestos han mostrado actuar mas sobre las células tumorales
que en las normales, lo que supone una ventaja terapéutica en cuanto a efecto citotdxico
y a toxicidad (197,198,200).

1.6.2.1.3.1.Mecanismo de accién de los HDACI

El efecto antitumoral de los HDACI no se debe a un Unico mecanismo, si no a la
combinacion de varios (Figura 18) (197-200,203,208):

- Induccidn de la apoptosis de forma selectiva en las células tumorales mediante
la regulacion de genes y proteinas pro- y antiapoptéticas, que activan vias
intrinsecas y extrinsecas (197-200,203,211).

Hay una asociacién entre los genes relacionados con la expresion e
induccidn de la apoptosis, y la hiperacetilacion de histonas en genes promotores
de la apoptosis como TNFSF10 (encoding TRAIL) y BMF (encoding the
proapoptotic Bcl-2 family member Bmf) (197), asi como cambios en la actividad
de factores de transcripcion debido a la acetilacion, como la inhibicion de SP1y
C/EBPa, permitiendo la regulacion a la baja de las proteinas Bcl-2 antiapoptdticas
(197,207).

- Parada del ciclo celular y senescencia (197,198,200). Los HDACI pueden parar
el ciclo celular en las fases G1/S, y G2/M. Uno de los mecanismos mas
importantes es la elevacion de los niveles de los inhibidores de CDKs vy la
disminucion de la actividad de las CDK, y a su vez produce la desfosforilacion de
Rb y la inhibicion del gen transcripcional E2F para la progresién de G1a S en el
ciclo celular (198,200,208).

La concentracion de los HDACI influye, ya que a dosis mas bajas se induce
la parada en G1, mientras que a dosis mayores se produce tanto en G1 como G2/M
(198,208). En ciertas circunstancias, la pérdida del punto de control de la fase G2
puede llevar a una muerte apoptotica en presencia de los HDACI. Las células que

no tienen defectos en el punto de control G2 son resistentes a los HDACI.
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Autofagia. La inactivacién de la via PI3K-Akt-mTOR es la forma més descrita
como mecanismos de accion de los HDACI respecto a la autofagia (211). Las
proteinas HATs y HDACs regulan la acetilacion de muchas proteinas relacionadas
con la autofagia, como la de los ATGs, LC3, Beclin-1, y de otros factores como
FOXO (199,200,211).

El papel de los HDACI en el proceso de autofagia se ha descrito en
distintas lineas celulares, como se muestra en la tabla 4 a través de diversos
mecanismos (198-200,211-213).

La posibilidad de que los HDACi puedan inducir la muerte de aquellas
celulas tumorales resistentes a la apoptosis mediante la autofagia supondria un
gran impacto en la préactica clinica. De cualquier forma y como ya se ha
comentado, no existe un mecanismo Unico ni los HDAC inducen la autofagia por

una sola via.

Tabla 4. Modificada de Mrakovcic (211).

HDAC diana Mecanismo molecular HDACI Linea celular

HDAC 1 FK228; HDAC1 HelLa
SIRNA

HDAC1/HDAC2 Autofagia phenylephrine-triggered TSA, Cardiomiocitos
ATG5/BECN1
RNAI

HDAC6 Control de la fusion autofagosoma con el =~ Tubacin; HDAC6 MEF

lisosoma, dafio en mitocondria SiRNA
HDAC7 Activacion reducida de ERK HDACT siRNA MEC

Inhibicion de la angiogénesis. En situaciones de hipoxia, Kim et al. demostraron
que las células tumorales in vitro presentan sobreexpresion de HDACL, -2 y -3,
asi como una disminucién de la expresién de la proteina von Hippel-Lindau y p53.
Por tanto, esto conduce a un aumento de las proteinas HIF-1o y VEGF. Varios
HDACI inhiben la angiogénesis regulando HIF-lo ya sea por mecanismos
directos o indirectos (198,199,206-208). Los puntos en los que pueden actuar los
HDACi ademas de en HIF-1a y VEGF, son la regulacion a la baja de la
angiopoietina, TIE2 y eNOS o la regulacion al alza de p53, VHL,

tromboespondina 1 y la transcripcién de la activina A antiangiogénica. (206).
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ROS. Los HDACI conducen a la acumulaciéon de ROS dentro de las células, lo
cual conduce a la muerte celular por apoptosis y el dafio en el ADN que regula al
alza las proteinas proapoptéticas que promueven la via intrinseca
(198,200,201,208). EI mecanismo por el que se produce la acumulacién no esta
bien establecido pero parece que la acumulacion de ROS se relaciona con que en
las células tumorales no presentan la proteina antioxidante tiorredoxina que
compensa el estrés oxidativo (200).

Muerte celular por catastrofe mitotica. Los HDACI producen una acetilacion
anormal en la histona que interfiere con la actividad mit6tica, de modo que se
produce una parada en la prometafase seguido de una mitosis anormal que
conduce a la muerte celular mitética o apoptosis (198).

Interferencia con la reparacion del ADN dafiado (199,200,208). La delecién o
inhibicion de HDAC9 y HDAC10 afecta al proceso de la recombinacion
homologa (200). La inhibicion de la HDACS inhibe la capacidad de reparacion de
la célula (200).

Sistema inmune (199,200). Estos farmacos y la consecuente disminucién de la
actividad de las HDACs aumentan la inmunogenicidad de las células tumorales,
de modo que favorecen la presentacién de antigenos y la coestimulaciéon de
moléculas en la superficie de las células tumorales como la calreticulina, asi como
la regulacién al aza del CMH clase 1 y 11, y de las células natural killer (CNK)
(199,200,214,215). Este aumento de la inmunogenicidad se traduce en un
aumento de la activacion de los linfocitos T (215,216).

Efecto antimetastasico. Los HDACI incrementan la expresién de genes que
actlan como supresores de metéastasis (Kangai (KAIl), Ras homologs, RhoB,
RECK y TIMP-1) y disminuyen aquellos promotores de metastasis
(metaloproteinasas (MMPs), integrina-a5 y formas de colageno) (197,211).
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Figura 18. Esquema modificado de Singh et al. (198). Vias en las que interviene HDACI.

1.6.2.1.3.2.Tipos de HDACI

Los HDAC:I se clasifican en grupos segun su estructura quimica: &cidos hidroxamicos,
tetrapéptidos ciclicos, benzamidas, cetonas electrofilicas, y &cidos alifaticos
(128,197,199,200,202,203,208,210). Estos agente pueden actuar frente a todas las HDAC
(pan-inhibidores) o frente a un tipo especifico (HDACi selectivos) (199,200,208).

1.6.2.1.4. Acidos hidroxamicos

Los acidos hidroxamicos se unen a los iones de zinc que necesitan las HDACSs para su
actividad catalitica (199-203,208,210). Dentro de este grupo se incluyen: tricostatina A
(TSA), vorinostat (SAHA), panobinostat® (LBH589), GIVINOSTAT (ITF2357),
belinostat (PDX101), resminostat (4SC-201), PCl 24781 y CXD10l1. En general,

presentan una buena tolerancia en clinica (202,208,210).

Son multiples los estudios con diversas lineas celulares (Tabla 5). A nivel clinico, los

HDACI aprobados por la FDA son vorinostat, romidepsin, belinostat y panobinostat®
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para el tratamiento de diversos tumores (Tabla 6) (197,198,201). En los ultimos afios se
han desarrollado y estudiado nuevos compuestos como givinostat (ITF2357),
mocetinostat (MGCDO01030), pracinostat (SB939) y entinostat (MS275). A nivel
preclinico, algunos han demostrado mayor efecto que vorinostat y romidepsin, en cambio
no han demostrado mejor perfil de toxicidad ni novedades respecto al mecanismo de

accion.

Tabla 5. Ensayos con lineas celulares de varios HDACI. CTCL.: linfoma cutaneo de célula T. MM: mieloma
multiple. LB: linfoma de Burkitt. LH: linfoma Hodgkin. PTCL: linfoma célula T periférico. LT: linfoma

célula T. Resaltado en gris el farmaco utilizado en este trabajo.

Farmaco Grupo HDACi | Estudios en diversas lineas celulares Diana
Vorinostat Acido CTCL Pan-
(SAHA) hidroxamico Otros: cerebrales,  colorrectal refractario, inhibidor
melanomas, pancreaticos, pulmén, MM, PTCL (1, 11, 1V)
Belinostat Acido MM, LB, tumores ginecoldgicos Pan-
(PXD101) hidroxamico inhibidor
(1, 11, 1V)
Panobinostat® Acido MM Pan-
(LBH589) hidroxamico Otros: CTCL, AML, LH, MDS, tiroides, colorectal inhibidor
y prostata (I, 11, 1V)
Tricostatin A Acido Diversas lineas celulares. No indicaciones clinicas | Pan-
(TSA) hidroxamico por toxicidad inhibidor
(1, 11, 1V)

Tabla 6. Modificada de Garmpi et al. (208). Farmacos HDACI aprobados para la practica clinica por la
FDA. CTCL: linfoma cutaneo de célula T. MM; mieloma multiple. Resaltado en gris el farmaco utilizado

en este trabajo.

Nombre Nombre Afio aprobado por la Clasificacion Indicacion
comercial guimico FDA

Zolinza Vorinostat 2006 Acido hidroxamico CTCL
Beleodaq Belinostat 2014 Acido hidroxamico CTCL
Farydak Panobinostat® 2015 Acido hidroxamico MM

Respecto al panobinostat® o LBH589 (Figura 19), este inhibidor actGa a dosis
nanomolares a nivel de todas las HDAC de modo que es un HDAC pan-inhibidor, ademas
de actuar a nivel de proteinas no histonas (128,198,199,201,208,217). Se ha visto que su

efecto es considerablemente mayor al alcanzado por el vorinostat. Este farmaco produce
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una hiperacetilacion de la a-tubulina e inhibe a HDAC6, de modo que provoca una
alteracion del transporte de las UPR para su degradacién en el autofagolisosoma,
induciendo apoptosis (218). Por otro lado, se ha visto que la combinacion de éste con
otros farmacos, como corticoesteroides u otros agentes inmunomoduladores (talidomida

o lenalidomida) puede potenciar el efecto antitumoral de estos ultimos (219).

En diversos estudios se ha comprobado su papel en la apoptosis, angiogénesis e
inmunidad como tratamiento antitumoral, mostrando especificidad por las células
tumorales. Ha sido ampliamente estudiado en el linfoma cutaneo de célula T (CTCL),
demostrando eficacia en ensayos clinicos fase | y Il. Se prob6 por primera vez en el
tratamiento del cancer de pancreas in vitro en 2008 por el grupo de Haefner et al.,
demostrando que el panobinostat® produce la interrupcion el paso de G2/M, la apoptosis
y la regulacion al alza de p21 (220). En condiciones in vivo, este farmaco reduce
significativamente la masa del tumor, pero no se ha visto que aumente de manera
significativa aumente la apoptosis ni reduzca la proliferacion celular (208,220). Hay
estudios fase Il para valorar la eficacia del panobinostat® en combinacion con
bortezomib, de hecho, es la indicacion aprobada para el tratamiento del mieloma multiple
(Tabla5). Por otro lado, se trata de un farmaco que se ha combinado con otros para valorar
efecto sinérgico, entre ellos la dexametasona, lenalidomida o vorinostat (201).

Figura 19. Formula quimica del panobinostat®. La molécula tiene un grupo indol metilado en la posicion
2y 3, y unido a un grupo fenilo a través de una amina secundaria. El fenol contiene un grupo acrilamida,

en el carbono para, modificada en el nitr6geno por un grupo hidroxilo.

Como cualquier farmaco, en los ensayos clinicos con los HDACi se han observado
efectos secundarios, desde leves (diarrea, anorexia o deshidratacion) hasta severos
(mielosupresion, trombocitopenia, cardiotoxicidad) (200,203,208,211). Los efectos
asociados més frecuentemente al panobinostat® son la diarrea y la cardiotoxicidad (198).
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El efecto de los HDACIi se puede ver potenciado por su combinacion con otros farmacos
y RT (199,200,203,206,211). Son mdltiples los experimentos con diversos
quimioterapicos, como gemcitabina, paclitaxel, cisplatino, etoposido, doxorrubicina y
epirubicina; agentes desmetilantes, como azacitidina y decitabina, agonistas del receptor
anti-TRAIL. Por otro lado, diversos HDACI, como TSA, butirato, vorinostat o C1-994,

han demostrado ser radiosensibilizantes en diversas lineas celulares (201).
1.6.2.2.CLOROQUINA

El uso principal de la cloroquina (CQ) es como antimal&rico, pero también se ha utilizado
en enfermedades inflamatorias por su efecto inmunosupresor, incluso hay estudios de su
papel como antiretroviral en pacientes HIV-1/AIDS (41,42,56,221,222). Los estudios
mas recientes sefialan el efecto antitumoral como inhibidor de la autofagia tanto de la CQ

como de su derivado la hidroxicloroquina (41,56,222,223).

La CQ puede existir como forma cargada (protonada) y no cargada (no protonada) (Figura
20). La forma no protonada puede pasar libre y rapidamente por la membrana de células
y organulos (42,56,224).

Cl N

O

N/\/\N/\CH3

&Hy L

CH,

Figura 20. Férmula quimica de la CQ: (RS)-N-(7-cloroquinolin-4-il)-N,N-dietil-pentano-1,4-diamina.

Respecto a su papel en el proceso de la autofagia, la forma no protonada de CQ es capaz
de pasar al interior de vesiculas y lisosomas libremente, el medio mas acido de su interior,
hace que se protone, impidiendo que pueda atravesar la membrana nuevamente, de modo
gue queda atrapada dentro de los lisosomas, acumulandose en los mismos y alterando su
funcionalidad (42,56,222,224,225): asimismo actla en la inhibicion de las enzimas
fosfolipasa A2, lisofosfolipido acilhidrolasa, y monoacilglicerol lipasa (42,56,95,224).
Ademas, la CQ bloquea de la fusion de los autofagosomas con los lisosomas, impidiendo
la formacidn del autolisosoma y, por tanto, no tiene lugar la degradacion de su contenido
(41,42,56,226).
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La acumulacion de CQ en el interior de las vesiculas hace que se produzca una elevacion
del pH dentro de las vesiculas, de modo que aumenta el volumen de los lisosomas y la
superficie de su membrana (56,222,224). El aumento de volumen induce factores
intrinsecos y extrinsecos que pueden cambiar el tipo de muerte celular de apoptosis a

necrosis (224).

Por otro lado, la acumulacion de CQ dentro de los lisosomas aumenta la permeabilidad
de su membrana, de modo que se inicia la degradacién mitocondrial mediante apoptosis
(225). Este aumento de permeabilidad también produce la secrecién de proteasas como
la catepsina B que puede desestabilizar la membrana celular (224).

Las dosis utilizadas varian entre 100 y 500 mg/dia (56). A dosis bajas, apenas se dan
efectos secundarios; si se emplean dosis mas altas, pueden aparecer alteraciones visuales,

gastrointestinales, cardiacas, cutaneas... (56).

Como tratamiento antitumoral, hay mdltiples estudios del papel de la CQ en varias
entidades tumorales, asi como las ventajas de su combinacion con otros tratamientos
aumentando la sensibilidad de las células tumorales a los mismos, ya sean
quimioterapicos o RT (42,56,95,222,224-229). Respecto a la combinacion con RT, son
maultiples las revisiones que confirman el poder radiosensibilizante de la CQ
(42,95,99,224,225,227,229-232). De los datos obtenidos, parece que la potenciacion de
la CQ sobre la RT se debe al impacto negativo que produce el farmaco sobre el proceso

de recuperacion tras la irradiacion.

Ademas del efecto directo de la CQ en las células tumorales, también se ha descrito que
este farmaco actua a nivel del microambiente tumoral. Tanto la CQ como su derivado, la
hidroxicloroquina, pueden potenciar el sistema inmune o actuar a nivel de la vasculatura
tumoral (223).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

79

——

'



En los dltimos afios se ha profundizado en el papel dual de la autofagia en el desarrollo y
el mantenimiento del cancer. En este sentido, se han estudiado diversos agentes que
actuan como modificadores de la autofagia con el objetivo de obtener un beneficio

terapéutico.

El papel de la radioterapia como arma terapéutica en el tratamiento de enfermedades
tumorales malignas estd bien establecido, experimentando una gran revolucion en los
ultimos afios gracias a los avances tecnoldgicos en cuanto a las pruebas de imagen y a la

administracion de la radiacién ionizante.

Cada vez somos mas conscientes de la necesidad de un enfoque multidisciplinar en el
tratamiento del cancer. De ahi que surjan lineas de investigacion que analicen el beneficio
de la combinacion de los diferentes tipos de tratamiento a nuestro alcance. Hasta ahora,
los estudios preclinicos y clinicos que analizan el tratamiento combinado de radioterapia
junto a moduladores de la autofagia no aportan resultados concluyentes, de ahi el

creciente interés en la profundizacion de este tema.

En nuestro trabajo, nos planteamos la siguiente hipotesis: la combinacion de radioterapia
junto a modificadores de autofagia, un inductor y un inhibidor, permitiria disminuir la
dosis de radiacion ionizante administrada manteniendo el mismo efecto. Para ello,
nuestros objetivos son los siguientes:

- Valorar la respuesta en varias lineas celulares al tratamiento de radioterapia y dos
moduladores de la autofagia, cloroquina (inhibidor) y panobinostat (inductor), en
monoterapia, asi como analizar el porcentaje de muerte celular a dosis crecientes
de los mismos.

- Estudiar la respuesta en varias lineas celulares al tratamiento combinado de
radioterapia con cloroquina, y radioterapia con panobinostat, asi como analizar el
porcentaje de muerte celular a dosis crecientes combinadas y si el efecto
conseguido por estas combinaciones es mayor que en radioterapia en
monoterapia.

- Valorar si el efecto alcanzado en la combinacion es sinérgico.

- Analizar la induccion o inhibicion de la autofagia mediante la expresion de

proteinas relacionados con este proceso tras la administracion de radiacion
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ionizante y ambos agentes modificadores de la misma cuando su tratamiento

combinado alcance efecto sinérgico.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Lineas celulares

Se trabajo con las siguientes lineas celulares correspondientes a cancer de mama (MDA-
MB-231 y HCC-1937), cancer de prostata (VCAP) y cancer de cabeza y cuello (CAL33
y 32860). Todas ellas detalladas en la siguiente tabla (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas de las lineas celulares empleadas.

LINEA
CELULAR

MDA-MB-
231

HCC-1937

CAL33

32860

VCAP

HISTOLOGIA.
LOCALIZACION.
ESTADIO
Adenocarcinoma

de mama

epitelial

Carcinoma ductal infiltrante
de mama

Carcinoma
moderadamente
diferenciado de cavidad oral

€5Camoso

Carcinoma £scamoso
pobremente diferenciado de
laringe (supraglotis)
Cancer epitelial de prostata.
Estadio metastasico

3.1.1. MDA-MB-231

CARACTERISTICAS

Linea aneuploide con un cariotipo
préximo a la triploidia.

BRCA1 wild-type.

Mutacion p53 y KRAS.

Delecion CDKN2A.

Triple negativo.

Mutacion BRCAL, p53, RB1 y
PTEN.

Cariotipo: cercano a la tetraploidia
Pérdidas en los cromosomas 5
(5p/q) y 21 (21g21) y ganancia en
el cromosoma 13 (13q)

Mutacién p53 y
pArgl75His(c.524 G>A).
Cariotipo: hiperploidia moderada

Mutacién  p53,
TMPRSS2-ERG.

MLHL vy

PROCEDENCIA

ATCC, Rockaville,
MD
ATCC, Rockaville,
MD
ATCC, Rockaville,
MD

Biopsia quirargica

ATCC,
MD

Rockaville,

La linea celular MDA-MB-231 (Figura 21.A) se corresponde con una linea celular

derivada de un tumor de mama de tipo adenocarcinoma metastasico TNM IV de una

mujer de 51 afios (Homo sapiens) con receptores hormonales negativos. Se trata de una

linea aneuploide con un cariotipo en el que las células suelen ser triploides. Las

alteraciones moleculares de esta linea son mutacion p53, KRAS y delecion CDKN2A.

Respecto al gen BRCA1 es wild-type, es decir, no presenta alteraciones moleculares en el

mismo.
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3.1.2. HCC-1937

La linea celular HCC-1937 (Figura 21.B) se corresponde con una linea celular derivada
de una mujer (Homo sapiens) de 23 afios con cancer de mama de tipo carcinoma epitelial
ductal infiltrante de mama grado 3 estadio TNM IIB. Se trata de una linea que no presenta
receptores hormonales ni expresion de HER2. Asimismo, se caracteriza por presentar las
siguientes alteraciones moleculares: mutaciones en p53, BRCA1, RB1 y PTEN.

3.1.3. CAL33

La linea celular CAL33 (Figura 21.C) fue derivada de un tumor de estirpe carcinoma
escamoso moderadamente diferenciado y localizado en legua en un varon de 69 afios de
la especie Homo sapiens. Se desconoce el estadio y VPH. Las alteraciones moleculares

presentes en esta linea son p53 mutado y pArgl175His(c.524 G>A).

3.1.4. 32860

La linea celular 32860 (Figura 21.D) se corresponde a una linea derivada de un carcinoma
escamoso pobremente diferenciado localizado en supraglotis presente en un varon de 68
afios de la especie Homo sapiens. La estadificacion del tumor era pT3N1 por afectacion
ganglionar. Se trataba de un caso VPH negativo. Se desconoce las alteraciones

moleculares de esta linea celular.

3.1.5. VCAP
La linea celular VCAP (Figura 21.E) corresponde a una linea celular derivada de un tumor
de un varén de 59 afios de la especie Homo sapiens que padecia un cancer epitelial de

préstata en estadio avanzado con metastasis Oseas a nivel vertebral. Las alteraciones

moleculares presentes en esta linea son p53 mutado, MLH1 mutado y TMPRSS2-ERG.
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Figura 21. A. Linea celular MDA-MB-23
cultivo. B. Linea celular HCC-1937. Imagen tomada con microscopio de luz (10x) de una placa en cultivo.
C. Linea celular CAL33. Imagen tomada con microscopio de luz (10x) de una placa en cultivo. D. Linea
celular 32860. Imagen tomada con microscopio de luz (10x) de una placa en cultivo. E. Linea celular
VCAP. Imagen tomada con microscopio de luz (10x) de una placa en cultivo.




3.2. Cultivos celulares

Las células fueron cultivadas en placas de 100 ml (Falcon) con medio RPMI 1640 con L-
Glutamina suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado (FBS) y 1% de
penicilina/estreptomicina (100U/ml y 100ug/ml, respectivamente) (Gibco, Life Tech)
para las lineas CAL33, 32860 y HCC-1937, y con medio DMEM con L-Glutamina
suplementado con 10% FBS y 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, Life Tech) para
MDA-MB-231 y VCAP, en el incubador a 37°C con una concentracion de CO2 del 5%
(Cultek S.L.U.).

Segln la necesidad de células para los experimentos se fueron realizando divisiones
celulares para mantener la linea celular y a la vez poder realizar los mismos. En primer
lugar, se retird el medio y se lavo la placa con 5 ml de tampdn fosfato salino (PBS) para
retirar todos los posibles restos celulares. A continuacion, se afiadio 1ml de solucion
TryplE Express (Gibco, Life Tech), se mantuvieron durante 5-15 minutos en el incubador
para despegar las células adheridas al fondo de la placa. Por Gltimo, se realizé una division
de esas células para mantener la linea celular, o se utilizaron para el experimento

correspondiente.
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3.3. Agentes farmacoldgicos

Como agentes farmacoldgicos, moduladores de la autofagia, para combinacién con RT
se utilizaron CQ y panobinostat® (LBH589).

La CQ fue suministrada por la casa comercial Sigma Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A. Se
prepard una solucion 50mM del farmaco, disolviendo para ello el farmaco en polvo en
ddH20 al 0.5 % de DMSO. Las concentraciones empleadas para los experimentos segun

la linea celular vienen detalladas en la Tabla 1.

El panobinostat® (LBH589) fue comprado a Novartis Pharmaceuticals, Basel, Suiza. Se
preparo a partir de un stock de ImM o 100uM y como vehiculo se utiliz6 DMSO. Para
los distintos experimentos y segun la linea celular se utilizaron las concentraciones

detalladas en la Tabla 8.

Tabla 8. Concentraciones de los farmacos empleados segln la linea celular.
MDA-MB-231 HCC-1937  VCAP CAL-33 32860

CQ (uM)
5 5 5 75 75
10 10 10 15 15
15 15 15 225 225
LBH589 (nM) 7 7 25 75 7
14 14 5 15 14
21 21 75 22,5 21
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3.4. Radioterapia

El equipo empleado para la administracion de la RT es el Gammacell 1000 Elite
(Laboratorio de imagen molecular, Servicios de Nucleus, USAL). Se trata de un equipo
de la casa Nordion y adquirido por la Universidad de Salamanca en septiembre 2006,
teniendo las licencias y las instalaciones necesarias. Contiene una Unica fuente de Cesio-
137 y cumple los requerimientos de seguridad IAEA de Special Form Radioactive

material. El Cesio-137 tiene una vida media de 30 afos.

Las lineas celulares se irradiaron en placas de 30mm. Se coloca hasta un total de 6 placas
en un contenedor que se introduce en la cdmara de irradiacion (Figura 22). A
continuacion, en el panel de control se determina la dosis a administrar y se mantiene el

tiempo correspondiente.

Figura 22. A. Equipo Gammacell 1000 Elite. B. Placas de 30 mm a irradiar.




Las caracteristicas del equipo vienen detalladas en la tabla 9:
Tabla 9. Caracteristicas técnicas de equipo de radiacion, modificada de la suministrada por la casa

comercial.
Caracteristicas del equipo

Peso total del equipo = 1150 kg

Altura 155cm
Ancho 80 cm
Largo 80 cm

Las dosis empleadas en los experimentos, ya sea como monoterapia 0 en combinacion

con los farmacos descritos son los siguientes (Tabla 10).

Tabla 10. Dosis de radioterapia (RT) (Gy) segun las lineas celulares.

MDA-MB-231 HCC-1937 VCAP CAL-33 32860
RT (Gy) 25 2,5 2,5 2,5 25
RT (Gy) 5 5 5 5 5
RT (Gy) 75 75 75 75 75
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3.5. Ensayo de apoptosis y calculo de sinergismo

Se realizd un ensayo de apoptosis en las distintas lineas celulares. Para ello, se sembraron
30.000 células en placas de 30mm. El ensayo se llevo a cabo tanto en las células sin tratar
como en las células tratadas con los farmacos con o sin RT a las 72h de radiarlas. En el
caso de las células tratadas con los farmacos, éstas se incubaron previamente a la
irradiacion 24h y se mantuvo el tratamiento hasta las 72h posteriores al tratamiento con
RT. Pasadas las 72h, el ensayo se realizo empleando el kit FITC Apoptosis Detection Kit
CE (Immunostep), en el que se marcan con anexina V' y con yoduro de propidio las células
y este marcaje nos permite distinguir las células vivas (anexina V-/yoduro de propidio-)
de las apoptdticas tempranas (anexina V+/yoduro de propidio-) y apoptéticas tardias y
necroticas (anexina V+/yoduro de propidio+) segun las indicaciones de la casa comercial.
Una vez marcadas, la muerte celular fue analizada mediante el citometro Accuri™ C6

Plus Flow Cytometer.

Para analizar si el tratamiento combinado de los distintos agentes tiene un efecto aditivo
0 sinérgico, se empleo el programa Compusyn Software (ComboSyn, Inc) que se basa en
el método descrito por Chou-Talalay (233). Se introducen las dosis de los tratamientos
empleados y la fraccion alterada (Fa) correspondiente con el total de células muertas tras
la administracion de los mismos. Finalmente se obtiene un indice de combinacién (CI).
La interpretacion de estos es: CI> 1: efecto antagdnico; CI=1: efecto aditivo; CI<1

efecto sinérgico.

Cada experimento conté de dos o tres replicas para asegurar la fiabilidad de los resultados.
Al comprobar resultados similares se escogio todos los valores de un experimento para la
representacion grafica y el andlisis de los resultados. Se analizaron al menos 10.000

células con cada condicién
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3.6. Extraccion de proteinas

Las proteinas fueron extraidas de las células sometidas a tratamiento con RT, CQ o
LBH589, en diversas concentraciones, como tratamiento Unico o en combinacion a las 72
horas de la administracion de RT, asi como de un control negativo sin ningun tratamiento

de las lineas celulares previamente mencionadas.

En el proceso de extraccion las células fueron recogidas de las placas de cultivo y se llevd
a cabo en hielo para minimizar la degradacion de las proteinas. En primer lugar, se aspiro
el medio de las placas, se lavé con 5 ml de PBS, se tripsinizé con 0.5mL del reactivo
TrypLE Express (Gibco), se recogio el contenido y se centrifug6 a 1800 r.p.m. durante
cinco minutos a 4°C. A continuacion, se aspiré el sobrenadante y se afiadié 0.150ml de
tapdn de lisis (50 mM Tris, 130 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton x-100) suplementado
con inhibidores de proteasas (Complete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche) con el fin
de romper las membranas celulares e inhibir las proteasas para evitar la degradacion de

las proteinas.

Las placas se mantuvieron 30 minutos en hielo, dando un vértex cada 15 minutos para
realizar lisis mecanica que facilitara la rotura celular. Pasado ese tiempo se centrifug6 15
minutos a maxima velocidad y se transfieren los sobrenadantes que contienen las

proteinas a nuevo tubo Eppendorf se reservan a -80°C.

Los extractos obtenidos se cuantificaron mediante la técnica de Bradford (234), basada
en la formacion de un complejo entre el colorante azul brillante de Coomassie G-250 y
las proteinas presentes en las diferentes muestras. Como patrén, se emplea albimina
sérica bovina (BSA), a 5 concentraciones diferentes conocidas (0, 100, 250, 500, 750
pg/mL), para elaborar un patrén en un rango entre 0 y 750 pg/mL. Las muestras se
prepararon segun el protocolo del kit Pierce™ Coomassie (Bradford) Protein Assay
ThermoFisher Scientific (Ref. 23236). Por Gltimo, se midio la absorbancia de las muestras

a 570 nm mediante el lector de microplacas UltraEvolution (Tecan®)
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3.7. Método Western blot

Esta técnica permite detectar proteinas especificas y caracterizar su tamafio, presencia de
modificaciones post-traduccionales y comparar sus niveles entre distintas muestras. Para
ello necesitamos un anticuerpo que reconoce y se une a un epitopo Unico segun la proteina

que queramos analizar.

En primer lugar, las proteinas se desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos. Esto permite
que las proteinas pierdan su estructura terciaria y cuaternaria, y adquieran carga negativa,

permitiendo su migracion al polo positivo al someterlas a un campo eléctrico.

Para separar las proteinas por su peso molecular, se realizo la electroforesis en geles de
poliacrilamida, al 8 % y 12 %. Para la parte inferior del gel se prepararon los geles con
las concentraciones de acrilamida mencionadas; en la parte superior se preparé el gel
concentrador al 4 % de acrilamida. Para que los geles polimerizaran se utilizo6 TEMED
(tetrametiletilendiamina) y AMPS (persulfato de amonio) y, una vez gelificados, se
cargaron 30 pg de cada una de las muestras proteicas previamente desnaturalizadas junto
con un marcador de peso molecular (ThermoFisher Scientific Ref. 26619). A
continuacidn, se llevé a cabo la electroforesis a un voltaje de 150V durante unos 75
minutos en un buffer compuesto por agua destilada (90%) y SDS 10x (10%). Una vez
hecho esto, se llevd a cabo la transferencia de las proteinas separadas a una membrana de
fluoruro de polivinilideno (PVDF), aplicando un voltaje de 15 V durante 30 minutos
(Biorad). Las membranas se tienen que activar previamente mediante metanol y agua
destilada. Una vez terminada la transferencia, se bloquearon durante media hora en una
solucion de leche desnatada en polvo al 5 % en TBS-T (0,1 % de Tween-20 en TBS) para
evitar uniones inespecificas de los anticuerpos. Pasado este tiempo, las membranas se
incubaron durante 12 horas a 4°C con el anticuerpo primario especifico de cada proteina
a estudiar relacionada con la autofagia, diluido en TBS-T con BSA al 3%. A continuacion,
se realizaron tres lavados de 5, 7 y 10 minutos, respectivamente. El siguiente paso fue la
incubacion de las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario correspondiente diluido 1:10000 en una solucion de 0,2 g de leche en polvo
en 3mL de TBS-T. El anticuerpo secundario reconoce al primario y permite su deteccion
debido a su conjugacion con la enzima peroxidasa de rabano (HRP). En esta ocasion,

también se realizaron los lavados con TBS-T previamente mencionados.
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El ultimo paso fue el revelado de las membranas por quimioluminiscencia. Al afiadir el
reactivo de revelado TermoFisher Scientific (Ref. 34580), se une a la peroxidasa del
anticuerpo secundario, produciendo luz que es detectada al exponer la membrana a una
pelicula de rayos X. La peroxidasa cataliza la oxidacion del luminol en presencia de
perdxido de hidrégeno. El tiempo de exposicion de la membrana a la pelicula de rayos X

varia en funcion del anticuerpo primaria empleado.

La Tabla 11 recoge los anticuerpos primarios y secundarios empleados:

Tabla 11. Anticuerpos empleados

Anticuerpo Origen = Concentracion WB Procedencia
Anticuerpos primarios
Anti-p62 Conejo 1:2000 Ab109012 Abcam
Anti-Beclinl Conejo 1:1000 3738S Cell signaling
Anti-LC3 Conejo 1:1000 NB600-L384 Novus Biologicals
Anti-g-actina Conejo 1:10000 A2228 Sigma-Aldrich
Anticuerpos secundarios
Anti-rabbit (HRP) Cabra 1:10000 Ab205718 Abcam
Anti-mouse (HRP) Oveja 1:10000 NXA931 GE Healthcare
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4.1. Estudio de las lineas celulares derivadas de cancer de mama

El tratamiento de las lineas celulares MDA-MB-231 y HCC-1937 mostr6 que ambas son
radiosensibles con una disminucion de la supervivencia celular proporcional al aumento
de dosis de RT (Figura 25). Respecto a los farmacos modificadores de autofagia, en la
linea MDA-MB-231, el aumento progresivo de la dosis de CQ produjo un leve aumento
de muerte celular, que se mantuvo estable con la dosis mas elevada (Figura 25). Por otro
lado, LBH589 produjo una disminucion mas pronunciada de la supervivencia celular
(Figura 23). En el caso de la linea celular HCC-1937, la CQ provoca una gran disminucion
de la viabilidad celular, especialmente la dosis de 15 uM (Figura 24). EI LBH589 produjo
un aumento leve de la muerte celular con la primera dosis (7nM), pero se vio que no

continuaba aumentando a pesar de aumentar la dosis de este farmaco (Figura 24).

Supervivencia con cada agente terapéutico individual
100 ~
90
80 A
70 -

60 -

Supervivencia (%)
w1
o
1

40 A
30 A
20 A
10 4
O T T T 1
Basal D1 D2 D3
Dosis
=@=RT cQ LBH

Figura 23. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia en la linea celular MDA-
MB-231. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy.
Dosis CQ: D15 uM, D2 10 uM, D3 15 puM. Dosis LBH589: D1 7 nM, D2 14 nM, D3 21 nM.
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Figura 24. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia en la linea celular HCC-
1937. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis
CQ: D15 uM, D2 10 uM, D3 15 pM. Dosis LBH589: D1 7 nM, D2 14 nM, D3 21 nM.

La representacion grafica del porcentaje de supervivencia y muerte celulares, asi como la
fraccion alterada (Fa) analizadas mediante citometria de flujo se muestra a continuacién
para cada dosis de RT, CQ y LBH589 en la linea celular MDA-MB-231 (Tabla 12, Figura
25) y para HCC-1937 (Tabla 13, Figura 26).

Tabla 12. Porcentajes de supervivencia y muerte celulares en la linea MDA-MB-231 tras la administracién
de RT, CQ y LBH589 a dosis creciente. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Fa: fraccion
alterada.

BTl C- RT RT [RT [co [co [co [LBH|LBH|LBH
5|10 |15
7 ha 1
2515 [15
I EN D) 97,4196, 4189,2(76, 4191, 7[75,1[75,9088  [77,9]51,3

Ve RCON 2.6 [3.6 [10,8]23,68,3 [24,94,1l12 [22,1148,7
I 0,020,030, 10(0,23(0,08[0,24{0,24{0,12 0,22 0,48
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Tabla 13. Porcentaje de supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular
HCC-1937 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.

Fa: fraccion alterada.

Bl C- RT RT [RT [co [co [co [LBH|LBH|LBH
5_[10 15

714 1
255 |75

SN W ENCT)) 93,9(72,2(67,6[37,878,1(68,8/5,4 169,2(72,8173,8

VeI ECRCOM 6.1 [27,832,4162,2]21,9031,2194,6[30,8 [27,2 |26 2
I 0.05)0.270,32(0,6200,210,31]0,94]0,30 [0,27 0,26

La muerte celular viene representada por apoptosis temprana y tardia, asi como por
necrosis. En la linea MDA-MB-231, se observa que a dosis crecientes de radiacion
ionizante los tres tipos de muerte celular representados aumentan progresivamente
(Figura 25). Respecto a los dos farmacos, la administracion de CQ produce un aumento
del porcentaje total de muerte celular en las dosis mas altas, aunque estable, debido
fundamentalmente a la apoptosis, tanto temprana como tardia (Figura 25). Por su parte,
LBH589 produce un aumento progresivo de los tres tipos de muerte celular recogidos,

mayor en el caso de la apoptosis tardia y de la necrosis (Figura 25).
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Figura 25. Andlisis de supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular
MDA-MB-231 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH:
LBH589.

Respecto a la linea HCC-1937, también se observa un aumento progresivo del porcentaje
global de muerte celular a medida que se aumenta la dosis de irradiacion y de CQ (Figura
26). Por otro lado, la administracion de LBH589 produce muerte celular que se mantiene
similar a dosis crecientes (Figura 26). Ante los tres tratamientos, se observa un aumento

de los tres tipos de muerte celular.
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Figura 26. Analisis de supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular
HCC-1937 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.

Las siguientes figuras representan la comparacion de cada tratamiento administrado de
forma individual y su combinacion en la linea celular MDA-MB-231, tanto para RT y
CQ (Figura 27), como RT y LBH589 (Figura 28). Se puede observar una disminucion de
la supervivencia celular en ambas combinaciones mayor que la obtenida con cada agente
en monoterapia. En relacién a nuestra hipotesis, estos resultados podrian confirmar que
la combinacion de RT a dosis bajas con un agente modulador de la autofagia permite
potenciar el efecto de la radiacion ionizante. La dosis media (D2) y alta (D3) de RT mas
CQ supera el efecto de cualquiera de la dosis de radiacién ionizante en monoterapia
(Figura 27). Por otro lado, la combinacion a dosis bajas de (D1) de RT y LBH589 produce
un efecto similar al observado con la dosis mas alta (D3) de RT en monoterapia (Figura
30). Es decir, la adicion de un agente modulador de la autofagia permite disminuir la dosis

de RT a emplear para obtener el mismo nivel de muerte celular.
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Figura 27. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y CQ) y su
combinacion (RT + CQ) en la linea celular MDA-MB-231. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. Dosis RT:
D1 2,5 Gy, D25 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ: D15 uM, D2 10 uM, D3 15 puM. Dosis RT+CQ: D1 2,5 Gy +
5uM, D25 Gy + 10 uM, D3 7,5 Gy + 15 uM.
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Figura 28. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y LBH589) y su
combinacion (RT + LBH589) en la linea celular MDA-MB-231. RT: radioterapia. LBH: LBH589. Dosis
RT:D12,5Gy, D25 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis LBH589: D17 Nm, D2 14 Nm, D3 21 Nm. Dosis RT+LBH589:
D125Gy+7nM,5Gy+14nM, 7,5 Gy + 21 nM.
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El porcentaje de supervivencia analizado mediante citometria de flujo se muestra
representado en las siguientes graficas para los tratamientos combinados de RT méas CQ,
y RT mas LBH589, junto a los tratamientos en monoterapia (Figura 29 y 30). La
combinacion de radiacién ionizante y CQ produce un claro aumento de la muerte celular
respecto al control incluso en la combinacion a dosis mas bajas (RT 2,5 + CQ 5) que se
mantiene estable en las combinaciones de dosis medias y altas. Este porcentaje de muerte
celular incluye muerte celular apoptética, tanto temprana como tardia, y necrosis (Figura
29).
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Figura 29. Supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular MDA-MB-231
empleando tratamiento en monoterapia de RT y LCQ, asi como su combinacion RT+CQ. RT: radioterapia.

CQ: cloroquina.
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También la combinacién de RT con LBH589 produce un claro aumento del porcentaje de
muerte celular. En esta ocasion se observa que es la muerte apoptotica tardia y la necrosis
la que sufren un mayor aumento a dosis crecientes, mientras que la apoptosis temprana
se mantiene mas o menos estable a pesar del aumento de las dosis combinadas (Figura
30). Por otro lado, se puede observar que el tratamiento combinado supera el efecto
alcanzado con RT en monoterapia y que la combinacion de dosis bajas de irradiacion con
LBH589 iguala y mejora el efecto producido por la dosis mas alta de radiacion ionizante.
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Figura 30. Supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular MDA-MB-231
empleando tratamientos en monoterapia de RT y LBH589, asi como su combinacién y RT+LBH589. RT:
radioterapia. LBH: LBH589.

El tratamiento combinado de la linea MDA-MB-231, tanto RT con CQ, como RT con
LBH589, mostré un aumento de la muerte celular apoptética y/o no apoptoética frente al

tratamiento con radiacién ionizante en monoterapia. Para determinar si se trataba de un
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efecto sinérgico o aditivo, se procedié a utilizar el método Chou-Talalay y mediante el
indice de combinacién (CI) comprobando que este efecto era sinérgico (Cl inferior a 1)
en todas las combinaciones de RT y LBH589, asi como en la combinacion de RT y CQ a
dosis medias y altas (Tabla 14).

Tabla 14. Andlisis mediante el método Chou-Talalay en la linea MDA-MB-231.CI < 1: efecto sinérgico
(0,85-0,9: leve; 0,7-0,85: moderado; 0,3-0,7: normal; 0,1-0,3: fuerte). Cl > 1 efecto antagonico. Cl =1:
efecto aditivo. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Fa: fraccion alterada

Rl C- [RT-CQRT-CQRT-CQRT-LBHRT-LBH|[RT-LBH
5 [0 Ji5
7 14 1
25 |5 75 |25 5 75
D 97,4051 [369 [386 [172 o9 22,8
IR cA26 49 [631 [614 |28 |51 77,2
000004 [063 [061 fp22 fos1 0,77
258 [046 [0,72 fp92 o9 0,69

La linea celular HCC-1937 también se someti¢ al tratamiento combinado de RT con los
dos moduladores de la autofagia. El efecto alcanzado por la combinacién de radiacién
ionizante y CQ no mejora el alcanzado por la RT en monoterapia. De forma secundaria,

se observa que tampoco mejora el efecto de la CQ en monoterapia (Figura 31).
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Figura 31. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y CQ) y su
combinacion (RT + CQ) en la linea celular HCC-1937. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. Dosis RT: D1
2,5 Gy, D25 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ: D1 5 uM, D2 10 pM, D3 15 pM. Dosis RT+CQ: D12,5Gy +5
UM, D25 Gy + 10 uM, D3 7,5 Gy + 15 puM.
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La combinacion de RT y LBH589 para la linea HCC-1937 tampoco mejora los resultados
de la RT en monoterapia, incluso se produce menos muerte celular tras la administracion

del tratamiento combinado vs. tratamiento individual (Figura 32).
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100 -
90 ~
80 A
70 A \\
60 A
50 A
40 H

Supervivencia (%)

30 ~
20 A
10 H

Basal D1 D2 D3

Titulo del eje

=@=—RT LBH RT+LBH

Figura 32. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y LBH589) y su
combinacion (RT + LBH589) en la linea celular HCC-1937. RT: radioterapia. LBH: LBH589. Dosis RT:
D1 2,5 Gy, D25 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis LBH589: D1 7 Nm, D2 14 Nm, D3 21 Nm. Dosis RT+LBH589:
D125Gy+7nM,5Gy+14nM, 7,5Gy + 21 nM.

La representacion grafica de la supervivencia celular en la linea HCC-1937 mediante
citometria de flujo para los tratamientos combinados de RT mas CQ, y RT mas LBH589
se presenta a continuacién (Figura 33 y 34). Aunque la combinacion de RT y CQ no
aumenta la muerte celular alcanzada por ninguno de los tratamientos en monoterapia, la
muerte producida se debe fundamentalmente a muerte apoptética temprana, tardia y

necrosis (Figura 33).
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Figura 33. Supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular HCC-1937
empleando tratamiento en monoterapia de RT y CQ, asi como su combinacién RT+CQ. RT: radioterapia.

CQ: cloroquina.

La misma situacion se da para la combinacién de radiacion ionizante y LBH589. La
muerte celular secundaria por este tratamiento combinado incluye apoptosis temprana,

tardia y necrosis (Figura 34).
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Figura 34. Supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular HCC-1937
empleando tratamientos en monoterapia de RT y LBH589, asi como su combinaciéon RT+LBH589. RT:
radioterapia. LBH: LBH589.

Como se hizo en la linea MDA-MB-231, se analizé cdmo era el tipo de efecto resultante
de la combinacion de RT tanto con CQ como con LBH589 mediante el método Chou-
Talalay para la linea HCC-1937 (Tabla 15). A diferencia de la anterior, para HCC-1937
ademas de no alcanzar un efecto mayor con la combinacion de tratamientos respecto a los
individuales, el CI resultd ser mayor a 1. Segun este indice esto quiere decir efecto

antagoénico.

Tabla 15. Anélisis mediante el método Chou-Talalay en la linea celular HCC-1937. Cl < 1: efecto sinérgico
(0,85-0,9: leve; 0,7-0,85: moderado; 0,3-0,7: normal; 0,1-0,3: fuerte). Cl > efecto antagonico. Cl =1: efecto
aditivo. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.

HEENERNCEEC- [RT-CORT-CQRT-CQRT-LBH|RT-LBH|RT-LBH

5 [0 15
7 14 |1
25 |5 75 |25 5 75
D 93.9739 [542 36 |05 [04 58,6

Ve cOM6.1 26,1 [458 56,4 |95 o6 414
0 06026 [045 [056 [029 o290 o412
1.7 [p1 pe s 3.1 44.1
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4.2. Estudio de las lineas celulares derivadas de tumores de area de cabeza y cuello

El tratamiento de las lineas celulares CAL33 y 32860 mostrd un aumento de la muerte
celular a dosis crecientes de radiacion ionizante (Figuras 37 y 38). En cambio, para los
dos farmacos modificadores de la autofagia, CQ y LBH589, en la linea celular CAL33 la
supervivencia celular se mantuvo estable a pesar de aumentar la dosis administrada
(Figura 35). En el caso de la linea 32860, si se observo una disminucion progresiva de la
supervivencia celular a medida que se aumentaba la dosis de CQ); respecto a LBH589 se
produjo una leve disminucion de la supervivencia celular a partir de la segunda dosis
(14nM) (Figura 36).

Supervivencia con cada agente terapéutico individual
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Figura 35. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia en la linea celular CAL33.
RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ:
D1 7,5 uM, D2 15 uM, D3 22,5 uM. Dosis LBH589: D1 7,5 nM, D2 15 nM, D3 22,5 nM.
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Supervivencia con cada agente terapéutico individual
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Figura 36. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia en la linea celular 32860.
RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ:
D17,5uM, D2 15 uM, D3 22,5 uM. Dosis LBH589: D1 7 nM, D2 14 nM, D3 21 nM.

El porcentaje de supervivencia analizado mediante citometria de flujo se muestra
representado a continuacion para cada dosis de RT, CQ y LBH589 para la linea celular
CAL33 (Figura 37 y Tabla 16) y 32860 (Figura 38 y Tabla 17).

La administraciéon de RT a dosis crecientes produce un aumento de la muerte celular en
la linea CAL33 que se debe a la apoptosis, fundamentalmente tardia, y a la necrosis
(Figura 37). Como ya se ha comentado, la administracion de ambos moduladores de
autofagia no produce una muerte celular significativa a pesar del aumento de dosis y la

que hay es, sobre todo, por muerte apoptotica.
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Figura 37. Analisis de supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular

CAL33 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.

Tabla 16. Porcentaje de supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular
CAL33 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Fa:

fraccién alterada.

| Tratamiento [

RT

RT

RT

CQ

CQ

cQ

LBH|LBH|LBH

CQ (UM

7,5

15

22,5

LBH589 (nM)

7,5

15

22,5

2,5

S

Supervivencia (%)

86,3

53,9

97,9

97

92,9

96,7

94

90,8

13.7

46,1

2,1

3

7,1

3,3

6

9,2

Mortalidad (%) XS

0,02

Fa

0,13

0,46

0,02

0,03

0,07

0,03

0,06

0,09

En la linea celular 32860 también se observa un claro aumento de la muerte celular tras
la administracion de RT, que incluye apoptosis temprana, tardia y necrosis (Figura 38).
En esta ocasion, el tratamiento con CQ si produce un aumento de la muerte celular a

medida que se aumenta la dosis y se corresponde con muerte por apoptosis,
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fundamentalmente temprana en las dosis mas altas (Figura 38). Por tltimo, el tratamiento
con LBH589 conlleva un aumento de la muerte celular que también corresponde con

muerte apoptdtica, aunque mas por apoptosis tardia y necrosis que temprana (Figura 38).
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Figura 38. Andlisis de supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular

32860 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.
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Tabla 17. Porcentaje de supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular
32860 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Fa:
fraccion alterada.

BRI C- [RT RT [RT [cQ lco [co [LBH|LBH|LBH
7,5 15 [22.,5

7 Ja 1
2505 75
O LN 682.5[70,2j59,2142, 1i84,3[77,2}46 8191, 7 [88,9 [70,1
Ve RCON 1 7.5/29.8/40,8057,9[15,822,853,218,3 [11,1[29,9
I 0. 70,290, 40(0,57]0,150,22/0,53[0,08 [0,11 [0,29

El estudio de la respuesta al tratamiento combinado en la linea CAL33 mostré una mayor
supervivencia tras la administracion de RT méas CQ, respecto a la radiacion ionizante en
monoterapia (Figura 39). De manera secundaria, se observo que la combinacién mejora

el resultado de la CQ como tratamiento individual (Figura 39).

RT y CQ en monoterapia vs. RT-CQ en combinacion
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Figura 39. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y CQ) y su
combinacion (RT + CQ) en la linea celular CAL33. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. Dosis RT: D1 2,5
Gy, D25 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ: D1 7,5 uM, D2 15 uM, D3 22,5 uM. Dosis RT + CQ: D1 2,5 Gy +
7,5 UM, D25 Gy + 15 uM, D3 7,5 Gy + 22,5 uM.
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Respecto a la combinacion de radiacion ionizante con el inductor de la autofagia LBH589,
se observa, como en la combinacién previa, en la linea CAL33 no mejora el efecto
alcanzado por la RT en monoterapia (Figura 40). De nuevo y aungue no es el objetivo de
este trabajo, si se observa que la combinacion mejora el efecto del farmaco individual
(Figura 40). Por tanto, en la linea CAL33 no podemos confirmar la hipétesis de que la
combinacion de RT con un modificador de la autofagia permite mantener el efecto
bajando la dosis de irradiacion.

RT y LBH en monoterapia vs. RT-LBH en combinacién
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Figura 40. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y LBH589) y su
combinacion (RT + LBH589) en la linea celular CAL33. RT: radioterapia. LBH: LBH589. Dosis RT: D1
2,5 Gy, D25 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis LBH589: D1 7,5 nM, D2 15 nM, D3 22,5 nM. Dosis RT + CQ: D1 2,5
Gy +7,5nM, D25 Gy + 15nM, D3 7,5 Gy + 22,5 nM.

La representacion grafica de la supervivencia celular en la linea CAL33 mediante
citometria de flujo se muestra a continuacion para los tratamientos combinados de RT
mas CQ, y RT mas LBH589 (Figuras 41y 42).

La muerte celular secundaria a la combinacion de RT méas CQ se debe en su mayoria a
muerte por apoptosis, sobre todo tardia, y necrosis, aunque el porcentaje de apoptosis

temprana aumenta progresivamente también a dosis crecientes (Figura 41).
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Figura 41. Supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular CAL33

empleando RT y CQ en monoterapia, asi como su combinacién RT+CQ. RT: radioterapia. CQ: cloroquina.

Por otro lado, la administracion de RT y LBH589 en combinacion produce una situacion
similar observando muerte celular por apoptosis, fundamentalmente tardia y necrosis, con
un porcentaje de apoptosis temprana que, en menor medida, también aumenta al aumentar

las dosis de la combinacion (Figura 42).
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Figura 42. Supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular CAL33
empleando RT y LBH589 en monoterapia, asi como su combinacién RT+LBH589. RT: radioterapia. LBH:
LBH589.

Utilizando el método Chou-Talalay y mediante el indice de combinacion (CI), no se
confirma que exista efecto sinérgico de la combinacion de RT con cualquiera de los dos
modificadores de la autofagia, ya que el Cl siempre sale mayor a uno definido como

efecto antagonico (Tabla 18).
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Tabla 18. Andlisis mediante el método Chou-Talalay en la linea celular CAL33. CI < 1: efecto sinérgico
(0,85-0,9: leve; 0,7-0,85: moderado; 0,3-0,7: normal; 0,1-0,3: fuerte). Cl > efecto antagoénico. Cl =1: efecto
aditivo. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.

Bl C- RT-CQRT-CQRT-CQRT-LBH[RT-LBH[RT-LBH

75 |15 |25
75 5 jp2s
25 |5 75 |25 5 75

R 97,2008 [74  lea8 [85 80,4 [68,2
[ Mortalidad (%) FERIIZIEEE 196 [31,8
02000 026 035 015 019 [o31
14 (5 8 1 1,9 2,08

También se administré la combinacion de RT con ambos modificadores de la autofagia
en la linea 32860. En las Figuras 43 y 44 se puede observar la comparacion entre la

combinacion de RT con cada uno de ellos, respecto a los tratamientos simples.

En el caso de RT con CQ, la combinacion a dosis bajas no alcanzé mayor efecto que el
conseguido por los tratamientos administrados de forma individual. A dosis altas si se

alcanzd mayor efecto que en monoterapia (Figura 43).

RT y CQ en monoterapia vs. RT-CQ en combinacién
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Figura 43. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y CQ) y su
combinacion (RT + CQ) en la linea celular 32860. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. Dosis RT: D1 2,5 Gy,
D25 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ: D1 7,5 uM, D2 15 uM, D3 22,5 uM. Dosis RT + CQ: D125 Gy + 7,5
puM, D25 Gy + 15 uM, D3 7,5 Gy + 22,5 pM.
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Respecto a la combinacion de RT y LBH589, se observo que, a dosis medias, la
combinacidn alcanzaba un mayor efecto que con RT y LBH589 en monoterapia. A dosis
bajas y altas, la adicion de RT a LBH589 si mejora el efecto del farmaco de forma

individual, pero fue muy similar al conseguido por RT individual (Figura 44).

RT y LBH en monoterapia vs. RT-LBH en combinacién
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Figura 44. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y LBH589) y su
combinacion (RT + LBH589) en la linea celular 32860. RT: radioterapia. LBH: LBH589. Dosis RT: D1
2,5 Gy, D25 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis LBH589: D1 7 nM, D2 14 nM, D3 21 nM. Dosis RT + CQ: D1 2,5 Gy
+7nM, D25 Gy + 14 nM, D3 7,5 Gy + 21 nM.

Por tanto, a partir de estos datos, no podemos confirmar nuestra hip6tesis en el caso de la
linea celular 32860. Si se puede afirmar que, de manera secundaria, hemos observado que
la combinacion mejora los resultados de los dos modificadores de la autofagia en

monoterapia.

El porcentaje de supervivencia analizado mediante citometria de flujo se muestra
representado a continuacion para los tratamientos combinados de RT mas CQ, y RT mas
LBH589 para la linea celular 32860 (Figuras 45 y 46).

118

——
| —




En esta ocasion, se puede observar que la muerte celular producida con el tratamiento
combinado de RT y CQ se debe fundamentalmente a muerte celular por apoptosis, con

un peso especial para la apoptosis temprana (Figura 45).
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Figura 45. Supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular 32860
empleando tratamientos en monoterapia de RT y CQ, asi como su combinacién RT+CQ. RT: radioterapia.

CQ: cloroquina.

Respecto a la combinacién de radiacion ionizante y LBH589, la muerte celular producida
se corresponde fundamentalmente con muerte por apoptosis, en esta ocasion, mas por

tardia y necrosis, con un porcentaje de temprana muy estable (Figura 46).
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Figura 46. Supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular 32860
empleando tratamientos en monoterapia de RT y LBH589, asi como su combinacion RT+LBH589. RT:
radioterapia. LBH: LBH589

Utilizando el método Chou-Talalay y mediante el indice de combinacion (CI), no se
observo que el aumento del efecto conseguido de la combinacion de RT con CQ a dosis
altas, se deba a un efecto sinérgico, ya que el Cl es superior a 1 en cualquiera de las tres

combinaciones administradas.

Por otro lado, respecto a la combinacién de RT y LBH589, vemos que el efecto alcanzado
supera al conseguido por el LBH589 en monoterapia y similar al de la RT individual. Sin

embargo, teniendo en cuenta el Cl observamos que, en la combinacion de dosis bajas, el
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efecto es antagonico, a dosis medias obtenemos efecto sinérgico y a dosis altas efecto
aditivo (Tabla 19).

Tabla 19. Analisis mediante el método Chou-Talalay en la linea celular 32860. ClI < 1: efecto sinérgico
(0,85-0,9: leve; 0,7-0,85: moderado; 0,3-0,7: normal; 0,1-0,3: fuerte). Cl > efecto antagonico. Cl =1: efecto
aditivo. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.

B hellC- RT-CQRT-CQRT-CQRT-LBH[RT-LBH[RT-LBH

75 15 ]225
7 14 1
25 |5 75 |25 5 75
e ENcR)82,588,1 1497 302 64 31,8  [36,7
IO 17,5119 503 69,8 [336 682  [63,3
I 011 [p50 [069 [033 fo68 0,63
141 [130 k468 (7 0,5 1

121

——
| —



4.3. Estudio de la linea celular derivada de cancer de prostata

El estudio de la linea de cancer de prostata VCAP mostrd que se partia de una poblacion
de células supervivientes inferior a otras lineas, con un 71% de células vivas en la
situacion basal. La administracion de RT, CQ y LBH589 en monoterapia produjo un
aumento progresivo de la muerte celular a medida que se aumentaban las dosis de las tres
opciones terapéuticas (Figura 47).

Supervivencia con cada agente terapéutico individual
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== RT cQ LBH

Figura 47. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia en la linea celular VCAP.
RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ:
D15 uM, D2 10 uM, D3 15 pM. Dosis LBH589: D1 2,5 nM, D2 5 nM, D3 7,5 nM.

El porcentaje de supervivencia analizado mediante citometria de flujo se muestra
representado a continuacion para cada dosis de RT, CQ y LBH589 para la linea VCAP
(Figura 48 y Tabla 20).

A diferencia del resto de lineas celulares de este trabajo, en el caso de VCAP se observa
un porcentaje mayor de necrosis con cualquiera de los tratamientos administrados si bien
las muestras sin tratar también presentaban un mayor porcentaje de células en necrosis en

el control. La administracion de RT produce muerte celular por apoptosis tardia y
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necrosis, con un porcentaje de apoptosis temprana muy estable y un porcentaje alto de
necrosis (Figura 48). La administracion de CQ y LBH589 produce un mayor porcentaje
de apoptosis temprana, aunque sigue predominando la muerte por apoptosis tardia y

necrosis (Figura 48).
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Figura 48. Analisis de supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular

VCAP empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.
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Tabla 20. Porcentaje de supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular

VCAP empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.

Bl C- RT RT [RT [co [co [co [LBH|LBH|LBH
5|10 [15
5 5 |75
255 |75
SEIINVERCERCD) 71 61,1147 141,1161,6/35,7[29,261,9 55 47,6
IR cAN 20 38,953 [58,938,464,3]70,838,1 145 [52,4
I 0.20)0.38)0,53(0,5800,380,64/0, 70[0,38 [0,45 [0,52

El efecto de los dos tratamientos por separado y su combinacién se representa a
continuacioén para la linea celular VCAP, tanto para RT y CQ, como RT y LBH589
(Figuras 49 y 50). Se puede observar una disminucion de la supervivencia celular méas

pronunciada en ambas combinaciones que con cada agente en monoterapia.

En la combinacién de RT y CQ, se observa un aumento del efecto alcanzado y, por tanto,
una disminucién de la supervivencia celular en la combinacion a dosis bajas. De esta
manera, la muerte celular producida por la combinacion de dosis bajas (D1) iguala,

incluso mejora, el efecto alcanzado por la dosis alta de irradiacion (D3) (Figura 49).

RT y CQ en monoterapia vs. RT-CQ en combinacién
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Figura 49. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y CQ) y su
combinacion (RT + CQ) en la linea celular VCAP. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. Dosis RT: D1 2,5 Gy,
D25 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ: D15 uM, D2 10 uM, D3 15 puM. Dosis RT+CQ: D1 2,5 Gy + 5 uM, D2
5Gy+ 10 uM, D3 7,5 Gy + 15 pM.
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Respecto al tratamiento combinado de RT y LBH589, la combinacion respecto a los
ambos tratamientos administrados de forma individual si consigue un efecto mayor a
cualquiera de las dosis empleadas y el efecto alcanzado por las dosis bajas en
combinacion (D1) es mayor que el alcanzado por las dosis altas de RT individual (D3)
(Figura 50).

RT y LBH En monoterapia vs. RT-LBH en combinacion
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Figura 50. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y LBH589) y su
combinacion (RT + LBH589) en la linea celular MDA-MB-231. RT: radioterapia. LBH: LBH589. Dosis
RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis LBH589: D1 2,5 nM, D2 5 nM, D3 7,5 nM. Dosis RT +
LBH589: D125Gy +25nM,D25 Gy +5nM, D37,5Gy + 7,5 nM.

El porcentaje de supervivencia analizado mediante citometria de flujo se muestra
representado a continuacion para los tratamientos combinados de RT mas CQ, y RT mas
LBH589 (Figuras 51 y 52).

La muerte celular producida tras la administracion del tratamiento combinado RT + CQ
se distribuye entre muerte apoptotica y no apoptotica. A dosis altas predomina la muerte
celular apoptética tanto temprana como tardia junto a necrosis. A dosis bajas, el
porcentaje de apoptosis tardia y necrosis es mayor y a dosis mas altas adquiere mayor

importancia la apoptosis temprana (Figura 51).
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Figura 51. Supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular VCAP
empleando tratamiento en monoterapia de RT y LCQ, asi como su combinacion RT+CQ. RT: radioterapia.

CQ: cloroquina.

La combinacion de RT y LBH589 conlleva un aumento de muerte celular que a dosis méas
altas se corresponde con la muerte apoptdtica temprana, asi como tardia junto a necrosis

adquieren mayor importancia (Figura 52).
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Figura 52. Supervivencia y muerte celulares mediante citometria de flujo en la linea celular VCAP

empleando tratamientos en monoterapia de RT y LBH589, asi como su combinaciéon y RT+LBH589. RT:

radioterapia. LBH: LBH589.

En el caso de esta linea, la combinacion de RT y CQ no mejora el efecto producido por
los tratamientos individuales. Mediante el método Chou-Talalay se comprobé que el ClI
es superior a 1, es decir, efecto antagonico, para dosis medias y altas; se obtuvo un valor
inferior a 1 en las dosis mas bajas. Respecto a la combinacion de RT y LBH589, el valor
de CI fue inferior a 1 en cualquiera de las combinaciones, es decir, el mayor efecto

sinérgico de los tratamientos combinados respecto a los individuales alcanz6 un efecto

sinérgico (Tabla 21).
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Tabla 21. Analisis mediante el método Chou-Talalay en la linea VCAP si el aumento de efecto tras la
administracion combinada de RT y CQ, asi como RT y LBH589 se debe a un efecto sinérgico. Cl < 1:
efecto sinérgico (0,85-0,9: leve; 0,7-0,85: moderado; 0,3-0,7: normal; 0,1-0,3: fuerte). Cl > efecto
antagonico. Cl =1: efecto aditivo. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.

Bl C-|RT-CQRRT-CQRRT-CQRT-LBH|RT-LBH|RT-LBH
5 [0 15

25 5 75
25 |5 75 |5 5 75
D 71389 37 362 [41,3 [3895 [o12
61,1 63 638 [587 605 [788
061 063 [063 [058 o6 0.78
079 |145 [218 fo54 0,96 0,39
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4.4. Estudio de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta de autofagia en linea
celular MDA-MB-231

Se realizo estudio mediante Western Blot para analizar la expresion de proteinas que
intervienen en el proceso autofagico (p62, Beclin-1, LC3) en la linea celular MDA-MB-
231 que demostro efecto sinérgico en la combinacion de RT con ambos modificadores de

la autofagia.

El estudio de expresion de la proteina p62 mostro datos similares entre el control y las
tres dosis de panobinostat® administradas en monoterapia. En cambio, en los
tratamientos combinados de RT y panobinostat® se observa una disminucién progresiva
de esta proteina segun se incrementa la dosis (Figura 53). Respecto a la CQ, los niveles
de p62 se mantienen similar en las tres dosis administradas, pero mas altos que en el de

control. Lo mismo ocurre en la combinacién de RT y CQ (Figura 53).

El estudio de expresion de Beclin-1 ha mostrado poca variabilidad en sus niveles para el
tratamiento de panobinostat® en monoterapia a las distintas dosis, y su combinacion con
radioterapia, siendo muy similar al control (Figura 53). En el tratamiento de CQ en
monoterapia, se observa una disminucion clara de Beclin-1. En la combinacion de CQ

con RT no se observa esta disminucion respecto al control (Figura 53).

El estudio de expresion de la proteina LC3 | y Il se encuentra aumentada al recibir
tratamiento con panobinostat® en monoterapia respecto al control, sobre todo en la dosis
mas alta. También esta aumentada al recibir la combinacion de RT y panobinostat®
respecto al control (Figura 53). Al recibir tratamiento con CQ, también se observa un
aumento respecto al control tanto en el tratamiento en monoterapia como en la

combinacién con RT (Figura 53).
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Figura 53. Estudio de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta de autofagia en linea celular MDA-
MB-231 mediante Western-blot: p62, Beclin-1, LC3 | y Il, y B-actina. A. Tratamiento Con RT en
monoterapia. B. Tratamiento de CQ y RT en monoterapia. C. Tratamiento de LBH589 y RT en
monoterapia. D. Tratamiento combinado de CQ y RT. E. Tratamiento combinado de LBH589 y RT. CQ:
cloroquina (uM). RT: radioterapia (Gy). LBH: panobinostat® (nM).




4.5. Estudio de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta de autofagia en linea
celular VCAP

Se realizo estudio mediante Western Blot para analizar la expresion de proteinas que
intervienen en el proceso autofagico (p62, Beclin-1, LC3) en aquellas lineas celulares en
las que se obtuvo efecto sinérgico tras la combinacion RT y modificadores de la autofagia.
Por los datos presentados previamente, se llevo a cabo en la linea celular de cancer de
prostata VCAP. Como control de carga se empled la proteina B-actina. Los resultados

obtenidos en la linea celular VCAP se muestran a continuacion.

El estudio de expresion de la proteina p62 mostrd una disminucidn progresiva de esta
proteina a medida que se aumentaba la dosis de panobinostat® y RT en monoterapia, asi

como en la combinacion de ambos respecto al control (Figura 54).

El estudio de expresion de la proteina Beclin-1 no mostré grandes diferencias entre el
control y la administracion de RT. Las dosis més altas de LBH589 en monoterapia y en

combinacion con RT si produjo una disminucion de dicha expresion (Figura 54).

El estudio de expresion de las proteinas LC3 | y Il mostré estabilidad en el tratamiento
de panobinostat® en monoterapia, un ligero aumento con RT en monoterapia, y un
aumento mas marcado en el tratamiento combinado de RT y panobinostat®, respecto al

control (Figura 54).
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Figura 54. Estudio de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta de autofagia en linea celular VCAP
mediante Western-blot: p62, Beclin-1, LC3 | y Il, y B-actina. A. Tratamiento de RT en monoterapia. B.
Tratamiento de LBH589 en monoterapia. C. Tratamiento combinado de LBH589 y RT. CQ: cloroquina.
RT: radioterapia. LBH: panobinostat®.
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El cancer es una enfermedad con una incidencia y prevalencia que van en aumento en
nuestro medio (6). EI manejo de cualquier tumor requiere un equipo multidisciplinar para
ofrecer un tratamiento individualizado basandose en diversos factores tanto del tumor
como del paciente. Las opciones de tratamiento incluyen cirugia, RT y tratamientos
sistéemicos (quimioterapia, hormonoterapia, terapia dirigida e inmunoterapia). Es
fundamental desarrollar estrategias terapéuticas que nos permitan ofrecer mejores

resultados a nuestros pacientes en la practica clinica diaria.

La RT es un tratamiento antitumoral cuyo beneficio esta bien establecido en multitud de
estrategias terapéuticas. La radiacion ionizante produce un dafio en el ADN y provoca un
estrés en el reticulo endoplasmatico, capaces de inducir la autofagia en las células
tumorales como mecanismos de defensa (37,151,235-239). Modificar esta via puede

ayudar a mejorar los resultados obtenidos por la RT.

La autofagia es un proceso con un papel fundamental en la viabilidad y homeostasis
celulares. Alteraciones en cualquier punto del proceso se relacionan con el desarrollo de
multiples enfermedades, entre ellas el cancer. Se conoce su papel como supresor tumoral,
de ahi que alteraciones en esta via se asocien a progresion tumoral. Paraddjicamente la
autofagia también puede contribuir a la progresion tumoral en determinadas condiciones,
ya que esta ruta puede funcionar como mecanismo de supervivencia en situaciones de

escasez de nutrientes y oxigeno (84,91,240,241).

Son mdltiples los mecanismos moleculares que hacen posible la autofagia. El
conocimiento de los mismos, asi como del papel dual de la autofagia en el cancer ha
permitido plantear tratamientos que modulen el proceso de la autofagia con el objetivo de
obtener un beneficio terapéutico. Ejemplos de modificadores de la autofagia son el
panobinostat® o LBH589 y la CQ. ElI LBH589 actla como un inductor de la autofagia.

En cambio, el tratamiento con CQ produce una inhibicion o bloqueo de este proceso.

Este trabajo se ha centrado en analizar el efecto individual de RT, LBH589 y CQ, asi
como la combinacion de RT con ambos moduladores de la autofagia en varias lineas
celulares de tumores de mama (MDA-MB-231, HCC-1937), cabeza y cuello (CAL33,
32860) y préstata (VCAP). Para ello se ha determinado la viabilidad y muerte celular.

Ademés, se ha analizado si el efecto alcanzado en los tratamientos combinados es
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sinérgico, aditivo o antagdnico. Por Gltimo, en caso de demostrar sinergia entre radiacion
ionizante y alguno de los modificadores de la autofagia se han analizado las proteinas
relacionadas con la autofagia: p62, Beclin-1, LC3 I y Il con el fin de determinar si se

asocia con cambios en este proceso.

5.1. Tratamientos individuales en las lineas celulares de cancer de mama, cabeza
y cuello, y préstata

En una primera fase del trabajo se administr6 de manera individual RT, LBH589 y CQ a
dosis progresivamente superiores en las 5 lineas celulares analizadas. A las 72 y 96 horas
se evalud el efecto citotoxico y, posteriormente, la expresion de diversas proteinas

relacionadas con la autofagia.

5.1.1. Radioterapia

El cancer de mama es un tumor con un gran impacto en nuestra sociedad. Son varios los
estudios gque analizan la relacion entre RT y autofagia. Se sabe que la autofagia puede
ayudar a la supervivencia celular en diversos tumores como mecanismo de resistencia, de
ahi que el control de la autofagia puede ayudar a mejorar los resultados de la RT
(142,149,239,242). Las dos lineas de cdncer de mama analizadas MDA-MB-231 y HCC-
1937 recibieron RT a dosis de 2,5, 5y 7,5 Gy demostrando una disminucion de la
supervivencia celular proporcional al aumento de dosis de RT. En la linea HCC-1937 se
observd una disminucion de la supervivencia celular mas pronunciada a dosis altas que
en la linea celular MDA-MB-231. Varios grupos han descrito la linea MDA-MB-231
como relativamente radiorresistente, lo que podria explicar el menor aumento en la
muerte celular obtenido en el presente trabajo tras el tratamiento comparado con la linea
HCC-1937 (239,243,244). Estas diferencias pueden deberse a la variante histoldgica o las
caracteristicas moleculares que incluyen mutaciones, cambios epigenéticos y alteraciones
cromosOmicas, de cada una de las lineas celulares, entre ellas que HCC-1937 presente la
mutacion en BRCAL que conlleva una alteracion en los mecanismos de reparacion, asi
como a la presencia de la mutacion en RAS, y TP53 de la linea MDA-MB-231 asociadas
a un estado de radiorresistencia (245-253). Asimismo, en otros estudios también se ha
observado que el tratamiento con RT disminuye la viabilidad de lineas celulares de cancer

de mama triple negativo (236,249). Recientes estudios han observado que tumores con la
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mutacion RAS, TP53 y BRAF activan la via de la autofagia como mecanismo de
resistencia (254,255).

En el presente trabajo se ha analizado el tipo de muerte celular que se producia tras la
administracion de tratamientos distinguiendo entre muerte apoptotica, ya sea temprana o
tardia, y no apoptotica, representado por necrosis. En las lineas de cancer de mama se
observa que aumenta el porcentaje total de muerte celular a medida que se aumenta la
dosis de irradiacion, tanto apoptosis temprana como tardia junto a necrosis, como han

descrito otros grupos (42,256).

Los tumores de la cavidad oral suponen un porcentaje muy importante dentro de los
tumores de cabeza y cuello. El tratamiento se basa en la cirugia y la RT con intencion
radical segun la estadificacion, empleando tratamiento sistémico con el fin de aumentar
sensibilidad de las células tumorales frente a la radiacion ionizante. El tratamiento de las
dos lineas celulares correspondientes a tumores de cabeza y cuello utilizadas en el
presente trabajo, CAL33 y 32860, mostré un aumento progresivo de la muerte celular a
medida que aumenta la dosis de radiacion ionizante administrada. Estos datos coinciden
con lo publicado por distintos trabajos como el de Wu et al. en el que se observo como la
administracion de radiacion ionizante a lineas celulares de carcinoma escamoso de

cavidad oral disminuyd la viabilidad celular (143).

En esta ocasion, el tipo de muerte observado en la linea CAL33 se reparte entre muerte
apoptética y no apoptoética, siendo mayor el porcentaje de apoptosis tardia y necrosis. Por
otro lado, en la linea celular 32860 se observa que el porcentaje de muerte celular

progresivamente incluyendo muerte apoptotica y necrotica.

El cancer de préstata tiene una alta incidencia y prevalencia en la poblacion. Las opciones
de tratamiento con intencidn radical son la cirugia y la RT. Analizar la sensibilidad frente
a la RT puede ayudar a mejorar la efectividad de los tratamientos (242,257). La linea
celular de cancer de prostata VCAP recibid las mismas dosis de RT que el resto de las
lineas celulares incluidas en el presente trabajo, observandose que se trataba de una de las
lineas que muestra mayor sensibilidad a la radiacion ionizante de las empleadas en este
trabajo (SF2,5=0,61). Esta linea celular presenta la mutacibn TMPRSS2-ERG que

favorece la progresion tumoral y es capaz de interferir en la respuesta a la radiacién
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ionizante aumentando el dafio en el ADN tras la administracion de RT. (258-261). El
hecho de partir de un menor nimero de células vivas puede deberse a una cuestion de
espacio y nutrientes al ser una linea muy proliferante. No obstante, a las 72 horas de
administrar radiacion ionizante a dosis crecientes se evidencié un mayor porcentaje de
muerte celular, tanto apoptosis como necrosis. Los datos publicados por otros grupos
demuestran el aumento de la muerte celular en diversas lineas de cancer de prostata tras

la administracion de radiacion ionizante (262,263).

Como se ha comentado previamente, la administracion de radiacion ionizante actia como
un agente estresante que desencadena la autofagia como mecanismo de proteccion,
pudiendo actuar como mecanismo de radioresistencia (268). Al igual que lo publicado
por otros grupos, se ha analizado la expresion de algunas de las proteinas relacionadas
con la autofagia. La proteina p62 es la principal molécula receptora que interviene en el
reconocimiento del material que se degrada en la autofagia selectiva (59,269). El aumento
de su expresion significa una inhibicion o bloqueo del proceso de la autofagia
(58,59,149,270-272). En el analisis de la proteina p62 en las lineas celulares MDA-MB-
231 y VCAP se observa que su expresion estaba disminuida respecto al control tras
administrar radiacién ionizante y, ademas, este descenso se correlacionada con el
aumento de la dosis. En distintos trabajos, se ha descrito que el tratamiento con RT
provoca un aumento en el proceso de autofagia evidenciando, por tanto, una disminucion
en la expresion de la proteina p62 y un aumento de la formacién de autofagosomas
(143,239). Estos datos sugieren un incremento de la autofagia en respuesta a la RT en

estas dos lineas celulares.

Otra de las proteinas analizadas es Beclin-1 que participa en la formacion del complejo
PI3K de clase 11l y en la induccién del fagéporo y cuya expresion se mide para analizar
los niveles de autofagia (47,50,52,53,60-63). Dependiendo de las proteinas con las que
forma complejos, Beclin-1 es capaz de regular la autofagia de forma positiva o negativa
(66,69). En situaciones en las que existe mayor nivel de autofagia, generalmente se
deberia observar un aumento de esta proteina. En el presente estudio, la expresion de
Beclin-1 no mostro diferencias de expresion apreciables respecto al control. Esto puede
deberse a que se esté produciendo una alta tasa de degradacion del autofagosoma, de
modo que la proteina no se acumula. No obstante, con este trabajo no se puede asegurar,

siendo necesarios experimentos complementarios.
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Por su parte, la proteina LC3, con sus dos formas, | y I, participa en la elongacion del
fagdporo. LC3 1 es la forma citosolica que se conjuga y forma LC3 Il que se asocia al
autofagosoma para participar en su elongacion y maduracion (19,27,75-
77,273,47,52,53,62,71-74). Una vez maduro, LC3 1l se degrada y vuelve al citoplasma
como LC3 | (47,52,151,53,62,78-83). La proteina LC3 se ha identificado como el
marcador més especifico y preciso de la autofagia (274,275). El estudio de expresion de
las proteinas LC3 I y 1l en la linea celular MDA-MB-231 muestra que ésta aumenta tras
RT en monoterapia, especialmente en el caso de la forma I. Por otro lado, en el analisis
de estas proteinas en la linea celular VCAP, mostro un aumento tras tratamiento con RT
de las formas LC3 11 y LC3 I respecto al control. Es decir, se esta formando autofagosoma
y se esté llevando a cabo la degradacion del contenido seleccionado. Estos resultados son
similares a los obtenidos en otros estudios en los que tras el tratamiento con RT se observa
un aumento del nivel de LC3 II, lo que se relaciona con un mayor ndmero de
autofagosomas (236,257). Por lo tanto, esta observacion refuerza la hipétesis de que la
RT aumenta la autofagia.

5.1.2. Panobinostat®/LBH589 y CQ

El panobinostat® o LBH589 es un acido hidroxamico dentro del grupo de los HDACI
(218,276). Las proteinas HDAC parecen tener un papel importante en el inicio y
progresion tumoral, dado que la pérdida de la acetilacién es comin en los estadios
tempranos de la tumorogénesis, de ahi que los HDACI se hayan convertido en dianas
terapéuticas (200,239,277,278). El panobinostat® produce un efecto citotoxico potente
en las células tumorales mediante aumento de la apoptosis mediada por mitocondrias y
mediante la autofagia independiente de caspasas, pero no es tan toxico para las células
normales (218,279). Son maltiples los escenarios tumorales en los que se ha comprobado
su eficacia, ya sean tumores hematol6gicos o sélidos (280-282). El panobinostat®, como
inductor de la autofagia, produce una reduccién en la expresion de la proteina p62, que
es degradada en el proceso autofagico, y un aumento de la forma conjugada LC3-Il y
Beclin-1 (270,272,283). Por otro lado, se ha descrito que el farmaco panobinostat®
produce un blogueo en la fase G2/M del ciclo celular (220). Como ya se ha dicho
previamente, las células son mas radiosensibles cuando se encuentran precisamente en
esa fase, la G2/M (133). Por tanto, el tratamiento con panobinostat® favoreceria la

respuesta de las células frente a la radiacién ionizante.

139

——
| —



La CQ es un agente cuya forma protonada queda atrapada dentro de las
vesiculas/lisosomas acidificando el medio de las mismas impidiendo asi que se forme el
autofagolisosoma actuando como un inhibidor de la autofagia (42,56,222—225,284-286).
Dentro de sus aplicaciones se ha visto que tiene efecto citotdxico por si mismo pero que,
ademas, en combinacion con otros agentes terapéuticos actia como un sensibilizante
potenciando el efecto de éstos. A nivel del proceso autofagico, las proteinas que presentan
una expresion aumentada son las que intervienen en etapas anteriores a la formacion del
autofagolisosoma, entre ellas p62 (270,272,287-289). Por ello, aunque Beclin-1 se
relaciona con una autofagia activada y lo esperable seria encontrarla con una expresion
disminuida, también podemos ver un incremento de expresion debido a la acumulacion

que supone el bloqueo de la formacion del autofagolisosoma.

En el presente trabajo se ha observado que la linea celular MDA-MB-231 es parcialmente
sensible a la CQ (dosis 5, 10 y 15 uM) con un leve aumento de la muerte celular con el
aumento progresivo de la dosis de este farmaco, existiendo una distribucion similar entre
apoptosis temprana y apoptosis tardia junto a necrosis. Por otro lado, LBH589 (7, 14 y
21 nM) produce una disminucion mas pronunciada de la supervivencia celular a medida
que se aumenta la dosis del inductor de la autofagia produciendo una muerte celular tanto

apoptética como no apoptotica.

En el caso de la linea celular de cancer de mama, HCC-1937, el presente trabajo
demuestra una mayor sensibilidad al efecto producido por CQ (dosis 5, 10 y 15 uM), con
un aumento progresivo de la muerte celular, notablemente mas marcado a dosis altas. En
cambio, el tratamiento LBH589 (7, 14 y 21 nM) no indujo un aumento de la muerte
celular, ni apoptotica ni no apoptédtica, a pesar de aumentar la dosis de este farmaco,

manteniendo una supervivencia celular similar con las tres dosis empleadas.

Respecto a las dos lineas celulares de tumores cabeza y cuello también se observan
diferencias entre ellas. Por un lado, CAL33 demostrd ser muy resistente al efecto de CQ
y LBH589 administrados de forma individual, a pesar del aumento de las dosis
administradas respecto a las empleadas en otras lineas celulares (dosis CQ 7,5, 15y 22,5
uM; dosis LBH589 7,5, 15y 22,5 nM). Por otro lado, la linea celular 32860 mostrd una

mayor sensibilidad a la CQ que la linea CAL33, si bien se necesitaron dosis superiores a
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las empleadas en las lineas de cancer de mama (7,5, 15y 22,5 uM), observandose muerte
celular sobre todo tipo apoptotica. En el caso del LBH589, se observé una mayor
citotoxicidad (apoptosis principalmente) que en las lineas celulares de mama empleando
las mismas dosis (7, 14 y 21 nM). Por tanto, esta Ultima linea precisa dosis mas elevadas
de CQ para ver un efecto en cuanto a muerte celular y si se ve un efecto citotoxico cuando

se administra LBH589 a las dosis habituales empleadas en este trabajo.

Las diferencias observadas frente a estos dos modificadores de la autofagia en
monoterapia podrian ser explicadas, como ya se expuso previamente a proposito de la
RT, por las diferencias moleculares e histoldgicas entre las lineas celulares. Algunas de
estas diferencias estan caracterizadas para cada una de las lineas celulares (descritas en
Material y Métodos) y otras que aun no estan descritas, intervendran en diversas vias de
muerte celular variando la respuesta frente a los tratamientos. En el caso de las dos lineas
de cancer de mama, existe una diferencia en cuanto al estado de BRCA1. Ademas, la linea
celular MDA-MB-231 se corresponde con un adenocarcinoma metastasico, mientras que
la linea HCC-1937 lo hace con un carcinoma epitelial ductal infiltrante localizado, de
modo que la primera podria tratarse de una linea mas agresiva en esta fase de la
enfermedad, capaz de desarrollar mecanismos de resistencia frente a los tratamientos con
mas facilidad, que también podrian surgir en fases méas avanzadas de la linea HCC-1937.
Por otro lado, las dos lineas de cabeza y cuello se corresponden con carcinomas
escamosos, pero solo conocemos el estadio y la presencia de VPH para una de ellas,

siendo un factor que podria influir en la respuesta al tratamiento.

Por ultimo, la linea celular VCAP de cancer de prostata demostr6 sensibilidad frente a
CQ utilizando las mismas dosis que en las lineas de cancer de mama (5, 10 y 15 uM) con
una disminucion progresiva de la supervivencia celular a medida que se aumenta la dosis
predominando muerte celular por apoptosis tardia y necrosis, aunque también existe
apoptosis temprana. Esta linea se mostrd especialmente sensible al efecto de LBH589, de
modo que, para mantener la viabilidad celular suficiente a las 72 horas posteriores al
tratamiento, tuvo que disminuirse la dosis administrada de manera considerable (2,5,5y

7,5 nM) respecto a las dosis empleadas en el resto de las lineas celulares.

En distintos trabajos se ha estudiado el efecto del tratamiento con CQ en la viabilidad

celular. EI grupo Jiang et al. analiz6 el efecto de la CQ en distintas lineas celulares de
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cancer de mama. El tratamiento con CQ disminuia la viabilidad celular de forma dosis y
tiempo dependientes al igual que inducia apoptosis por la via mitocondrial (221,290).
Este grupo propone que las diferencias en la respuesta a CQ de diferentes lineas de cancer
de mama se deben a caracteristicas individuales de cada linea, como por ejemplo la
presencia 0 no de receptores hormonales positivos. En este sentido, los presentes
resultados con MDA-MB-231 demuestran un efecto relativo, siendo HCC-1937 mucho
mas sensible, aunque esta Gltima tampoco expresa receptores hormonales. En otros
estudios, se analizo el efecto de la CQ en lineas celulares de cancer de pulmon,
glioblastoma o hepatocarcinoma, observando unos resultados similares a los obtenidos en
las lineas de cancer de mama: disminucion de la viabilidad celular, inhibicion de la
autofagia e induccion de la apoptosis via mitocondrial tiempo y dosis dependiente (291
296).

En el caso del tratamiento con LBH589, en distintos estudios se ha comprobado su efecto
sobre la proliferacion celular con una alta sensibilidad e inhibicion del crecimiento tras el
tratamiento con este farmaco, tanto en lineas celulares derivadas de tumores
hematoldgicos como soélidos (217,267,303-306,280,281,297-302). Algunos grupos
también han comprobado en diversas lineas celulares que el panobinostat® inducia la
muerte celular a través de la apoptosis (267,299,301,303,304,307), concretamente el
grupo de Jeon et al. trabajo con lineas de carcinoma escamoso de cavidad oral (307),
mientras que Xiao et al. en lineas de cancer de préstata (267) manteniendo una relacion
dosis y tiempo dependiente. Por otro lado, Mosleh et al. ademas de tener los mismos
resultados respecto a una disminucion de la viabilidad celular, también observaron que el
tratamiento con LBH589 inducia parada en G1 del ciclo celular (301), mientras que
Groselj et al. comprobaron que esta parada se producia en G2/M (306). Estos resultados
coinciden con los obtenidos en nuestro estudio, en los que el tratamiento con CQ y
LBH589 aumenta la apoptosis con la dosis; sin embargo, existe una gran variabilidad en
la sensibilidad a estos farmacos entre las distintas lineas celulares. Esto puede deberse al
tipo celular (histologia, estadio), a la distinta caracterizacion molecular de las lineas

celulares, a la dosis empleada o al tiempo de tratamiento.
Una de las posibles causas de las diferencias entre las lineas celulares en cuanto al efecto

obtenido, asi como la disparidad con los datos publicados es la variabilidad en cuanto a

dosis y tiempos empleados en el disefio de los experimentos. Las dosis de CQ empleadas
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por otros son variables entre 10 y 80 uM, con un tiempo de exposicion también variable
entre 24 horas y 72 horas. En el presente trabajo, las dosis administradas fueron las
mismas para todas las lineas celulares con una medicion de la supervivencia celular a las
72 horas de administrar el farmaco en monoterapia. Segun la viabilidad celular, se
ajustaron las dosis teniendo en cuenta el tamafio y el medio de las placas en las que se
sembraron las células, de manera que la muerte celular obtenida se debiera al efecto de

los tratamientos y no a una muerte celular por ‘falta de espacio y nutrientes’.

Al igual que para la RT, tras la administracion de ambos farmacos se analizo la expresion
de proteinas relacionadas con la autofagia. En la linea celular MDA-MB-231, la expresion
de p62 se mantuvo similar al control tras administrar las tres dosis de LBH589. Al tratarse
de un inductor de la autofagia, seria esperable ver una disminucién de esta proteina. Esta
situacion podria deberse a que, en las células sin tratar, los niveles basales de esta proteina
son bajos lo que dificultaria observar este descenso o a que podrian ser necesarias
mayores concentraciones de este farmaco para observar un efecto sobre esta proteina.
Tras el tratamiento con CQ, los niveles de expresioén de p62 se mantienen en niveles
similares en las tres dosis administradas, pero mas altos que en el de control. Es decir, los
resultados son compatibles con un blogqueo de la autofagia que impide la degradacién del
contenido seleccionado y, como consecuencia, hay una acumulacién de p62. En el caso
de la linea celular VCAP, el estudio de expresion de la proteina p62 mostré una
disminucion progresiva de esta proteina a medida que se aumentaba la dosis de LBH589.
Esto coincide con lo publicado por otros grupos y el hecho de que LBH589 actla como
inductor de la autofagia (270,272,283).

Por otro lado, el estudio de la expresion de Beclin-1 en las lineas estudiadas no mostré
notables variaciones entre el control y la administracion de los tratamientos en
monoterapia. En este trabajo se obtuvieron resultados variables. El tratamiento con
irradiacion no conllevé diferencias apreciables entre el control y el tratamiento. Por su
parte, el tratamiento con LBH589, como inductor de la autofagia, provocé un discreto
aumento de la expresion de esta proteina en la linea MDA-MB-231, mientras que se
observo una disminucion de su expresion en la linea VCAP respecto al control. Los datos
publicados también son variables y esto se debe a que Beclin-1 puede participar en la

autofagia como regular positivo o negativo (66,69).
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En la linea celular MDA-MB-231, la expresion de las proteinas LC3 | y Il se encuentra
aumentada al recibir tratamiento con LBH589 en monoterapia respecto al control, misma
situacion que se daba también con la administracion de radiacion ionizante. En el caso de
la linea VCAP solo la forma I, mientras que la 1l se mantiene muy similar al control. Al
administrar tratamiento con CQ en la linea celular MDA-MB-231, se observa una mayor
expresion de LC3 | respecto al control, aunque menor que la expresion de la forma ll. La
acumulacion de la forma Il indica que se estdn acumulando autofagosomas y no quiere
decir, obligatoriamente, que se esté induciendo la autofagia, ya que puede ser que la
autofagia se esté deteniendo en este punto y el proceso no concluya con la eliminacién de
dichos autofagosomas y su contenido. Sin embargo, la aparicién de LC3 | quiere decir
que la membrana de estos fagosomas se esta desintegrando y que la proteina LC3 Il que
estd en esa membrana esta pasando al citoplasma como LC3 I. Teniendo en cuenta que la
proteina p62 estd aumentada, que se produce una acumulacion de LC3 1l y no aumenta
LC3 1, laCQ parece estar inhibiendo el proceso de autofagia bloqueandose la degradacion
del autofagolisosoma lo que conduce a que no se recicle LC3 Il y a que no se degrade
p62.

Distintos grupos han estudiado el efecto de los tratamientos con CQ y HDACI en las
proteinas del proceso autofagico. En el caso del tratamiento con CQ, observaron que tras
el uso de este agente se producia un bloqueo del proceso de autofagia al alterarse la fusién
de los autofagosomas con los lisosomas por la acidificacién de dicho orgéanulo. A nivel
proteico, se observd un aumento en LC3 I, una disminucién en LC3 I, un aumento de
p62 y una disminucion de Beclin-1 (222,288,289,291). Estos resultados son similares
respecto a la expresion de LC3 Il 'y p62 a los obtenidos en este trabajo en la linea celular
MDA-MB-231. En el caso de los inhibidores de HDAC, distintos autores han descrito
que estos agentes inducen el proceso autofagico caracterizandose a nivel proteico por una
disminucion de los niveles de p62 asi como por un aumento en los niveles de LC3 1y 1,
y Beclin-1 (213,283,308,309). En este estudio, aunque se emple6 otro HDACI, también
se obtuvo un aumento de la expresion de LC3 tras la administracion de este inductor de
la autofagia, tanto en la linea celular MDA-MB-231 como VCAP. Respecto a p62, en la
linea VCAP también se observo una disminucion de su expresion, aunque no fue asi para
la linea MDA-MB-231, posiblemente porque en el control ya se partia de una expresion

baja como se ha comentado previamente.
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5.2. Tratamientos combinados en las lineas celulares de cancer de mama, cabeza

y cuello, y préstata

Tras analizar el tratamiento individual, procedimos a estudiar la combinacion de RT con

cada uno de los modificadores de la autofagia.

En la linea celular MDA-MB-231 se pudo observar una disminucion de la supervivencia
celular mas pronunciada en ambas combinaciones de RT con LBH589 y CQ que el
obtenido con cada agente en monoterapia. En relacion con la hipétesis de este trabajo, en
esta linea celular se comprobd que el efecto alcanzado por las dosis media y alta de
radiacion ionizante (5 y 7,5 Gy) es superado por la combinacion de RT y CQ, de modo
que podria reducirse la dosis de irradiacion afiadiendo el farmaco para conseguir el mismo
efecto que a dosis altas de RT. Ademas, el tipo de muerte celular producido se distribuye
entre apoptosis temprana, y apoptosis tardia junto a necrosis. Respecto a la combinacion
de RT més LBH589, la muerte celular secundaria predominante es la apoptosis tardia y
necrosis. Esta combinacion también confirma la hipdtesis, ya que el tratamiento
combinado supera el efecto alcanzado con RT a dosis altas en monoterapia. Por tanto,
puede concluirse que en la linea celular MDA-MB-231 la adicion de un modificador de

la autofagia permitiria una disminucién de la dosis de RT manteniendo el mismo efecto.

A continuacion, se analizd si se trataba de un efecto sinérgico o aditivo mediante el
método Chou-Talalay (233) y su indice de combinacion (Cl), comprobando que en esta
linea celular la combinacién de radiacion ionizante con cualquiera de los dos agentes
alcanzaba un efecto sinérgico, con un Cl inferior a 1 que resulto ser leve y moderado (Cl
0,7-0,85) para RT mas LBH589, y moderado (Cl 0,7-0,85) y normal (C1 0,3-0,7) para RT
mas CQ, es decir, que la combinacién alcanza un efecto superior a la suma de los efectos
de los tratamientos individuales. Por tanto, se trata de una linea de cancer de mama que
ha demostrado baja sensibilidad frente a la radiacion ionizante y CQ, y mayor frente a
dosis altas de LBH589 administrados de forma individual, pero si se observd una

potenciacion del efecto cuando se realizaron dichas combinaciones.
En cuanto a la expresion de las proteinas relacionadas con la autofagia, el tratamiento

combinado de RT y LBH589 en esta linea celular condujo a una disminucién progresiva

dosis dependiente de LBH589 de la proteina p62, a la vez que la expresién de LC3 1y Il
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aumento respecto al control. De esta manera, puede deducirse que se esta produciendo
mayor autofagia en las combinaciones, sobre todo a dosis mayores, respecto al control y
al tratamiento en monoterapia. En la combinacién de RT y CQ, se obtuvo una expresion
aumentada tanto de p62 como LC3 I y Il respecto al control y mayor respecto a ambos
tratamientos en monoterapia, lo que seria un indicativo de un bloqueo de la autofagia
como se comentd previamente. La inhibicion de la autofagia secundaria a la CQ superaria
a la induccion de la misma producida por la radiacion ionizante, produciéndose una
inhibicién global de la autofagia. Se puede ver un aumento de la autofagia tras la
administracion de un inductor y un inhibidor de la autofagia, ya que este proceso puede
estar desencadenado, no solo por una causa, Sino por varios agentes o situaciones

estresantes.

La linea celular HCC-1937 tambien se sometid al tratamiento combinado observandose
que la combinacion de RT y CQ no aumenta la citotoxicidad celular comparando con los
tratamientos en monoterapia. Esta suma de tratamientos se analiz6 mediante el método
Chou-Talalay (233) obteniendo un CI superior a uno, es decir, efecto antagonico. Dado
que efecto antagdnico de una combinacién de dos tratamientos se define como un efecto
menor a la suma de los dos tratamientos simples, es coherente este Cl mayor a uno con
los datos obtenidos mediante citometria de flujo. No obstante, y siendo conscientes de
que la muerte celular no alcanza el doble o un valor mayor, se ha considerado que la suma
de los dos tratamientos no mejora el efecto de cada uno individual, pero no es un efecto
antagénico que empeore el resultado de cada tratamiento individual si no que el efecto no
se ve mejorado. Respecto a la combinacion de RT con LBH589 en esta misma linea
celular HCC-1937, se ha encontrado una situacion similar. EI Cl es superior a uno en
cualquiera de las combinaciones, es decir, se trata de un efecto antagdnico. Teniendo en
cuenta que el efecto de las combinaciones con las dos dosis menores es similar a la de
ambos tratamientos en monoterapia, se ha planteado que la suma de estos tratamientos no
aporta un beneficio. De manera secundaria y aunque no es el objetivo principal de este
trabajo, la combinacion de RT con LBH589 a dosis altas mejora el efecto conseguido por
panobinostat® a dosis altas. Por ello, se ha considerado que, aunque LBH589 antagoniza
el efecto de la RT, la radiacion ionizante si mejora el resultado obtenido por LBH589 por

si sola.

146

——
| —



Analizando el tratamiento combinado en las dos lineas de cabeza y cuello estudiadas, se
ha observado que la administracion conjunta de RT y CQ en la linea CAL33 no mejord
el efecto citotoxico obtenido con la RT en monoterapia, lo que explicaria el efecto
antagénico obtenido en el analisis de Chou-Talalay (CI>1) (233) en todas de las
combinaciones estudiadas. Sin que sea el objetivo de este trabajo, si se demostro que el
tratamiento combinado mejora el efecto citotdxico de la CQ como tratamiento individual.
Respecto a la combinacion RT y LBH589 para esta esta linea, también se observa que la
supervivencia es inferior cuando se administra LBH589 junto con RT, respecto a la
administracion de LBH589 en monoterapia por lo que la RT mejora el efecto de LBH589
individual. Sin embargo, el tratamiento combinado no mejora el efecto obtenido por la
RT en monoterapia, lo que explicaria el efecto antagdnico obtenido en el analisis de Chou-
Talalay (CI>1) (233).

Por su parte, en la linea celular de cabeza y cuello 32860, se observé que la CQ por si
sola no tiene efecto a dosis bajas y la combinacion con RT tampoco, siendo menor que la
supervivencia celular con la administracion de RT a dosis bajas en monoterapia. En esta
combinacion se produjo una muerte celular principalmente apoptotica temprana y el ClI
fue superior a uno indicando un efecto antagonico. La combinacion a dosis medias y altas
si superd el efecto conseguido por el farmaco en monoterapia, pero dado que no alcanzaba
la suma de los dos tratamientos administrados de forma individual, el CI es superior a 1
y lo considera antagonico. No obstante, a partir de los resultados obtenidos se cree que la
RT si mejoraba el efecto de la CQ y se mejoraba en menor medida el de la RT. En el
caso de la combinacion de RT y LBH589 en la linea 32860, el farmaco a dosis bajas no
consiguid disminuir la supervivencia celular, si a dosis més altas y la muerte celular fue
sobre todo por apoptosis tardia y necrosis. La adicion de LBH589 a RT mejoré los datos
conseguidos por la RT en monoterapia, confirmando asi nuestra hipétesis: es posible
mantener el efecto bajando la dosis de RT y afiadiendo un modificador de la autofagia.
De hecho, en la combinacion con dosis medias el LBH589 aumentd el efecto de la RT,
obteniéndose un efecto sinérgico (Cl<1). En la combinacién con dosis altas, el efecto
obtenido fue aditivo si bien existe un mayor efecto citotoxico que con el tratamiento en
monoterapia. Por el contrario, a dosis bajas no se observé una mejora de la citotoxicidad
con el tratamiento combinado (CI>1). En este caso también se pudo observar de forma
secundaria que la combinacién de tratamientos mejoraba de forma importante el efecto

alcanzado por el panobinostat® individual.
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Por ultimo, en la linea celular de cancer de prostata VCAP, la combinacion entre RT y
CQ confirmd la hipotesis de este trabajo, de una manera clara al demostrar que la
combinacién a dosis bajas de radioterapia nos permitia mantener, incluso mejorar, el
efecto alcanzado por la RT en monoterapia a dosis altas, produciendo una muerte celular
repartida entre muerte apoptotica y no apoptotica segun las dosis combinadas. Ademas,
mediante el método Chou-Talalay (233) se comprobd efecto sinérgico cuando se
combinaron dosis bajas de los agentes (CI1=0.79, efecto sinérgico moderado), si bien no
fue asi para dosis medias y altas (CI>1, efecto antagonico). Aunque el CI fue superior a
1 en el caso de las dosis medias y altas, al observar el porcentaje de muerte celular por
citometria de flujo se observé un efecto similar en la combinacion respecto a los
individuales, es decir, al no alcanzar la suma de los dos tratamientos el algoritmo del
programa lo considera antagonico pero el efecto se mantiene. Respecto al tratamiento de
RT mas LBH589, la combinacion en cualquiera de las dosis mejoro6 cualquiera de los dos
tratamientos en monoterapia y permitié confirmar nuevamente la hipotesis de nuestro
trabajo ya que la combinacion de dosis bajas de radiacién ionizante al menos mantuvo el
efecto alcanzado por la RT en monoterapia a dosis altas. Por otro lado, el estudio de este
efecto demostro que se trataba de un efecto sinérgico (Cl<1, efecto sinérgico normal o

leve).

El estudio de la expresion de las proteinas relacionadas con la autofagia en el tratamiento
combinado de RT junto a LBH589 de la linea celular VCAP mostro que la expresion de
la proteina p62 disminuia respecto al control, siendo similar al resultado de RT en
monoterapia y menor al de LBH589 individual. Por tanto, parece l6gico pensar que la
combinacion de estos dos tratamientos aumenta los niveles de autofagia. Por Gltimo, la
expresion de las proteinas LC3 | y I tras recibir tratamiento combinado de RT y LBH589
en VCAP mostr6 un aumento mas marcado respecto al control y a los tratamientos
individuales, especialmente en la forma I, que seria un indicador de que se esta
produciendo un reciclaje de LC3 1l. Todo esto parece indicar que la combinacion si que

consigue inducir autofagia en mayor medida que en monoterapia.

Como ya se ha comentado previamente, dado que existen diferencias conocidas entre las
lineas celulares y existirdn mas que no conocemos, se puede pensar que estas
caracteristicas podrian influir en la respuesta a los tratamientos y explicar en parte los
resultados obtenidos. Un ejemplo de ello es el estado de BRCAL, KRAS o TP53 que
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pueden determinar una mayor sensibilidad o resistencia a la RT, asi como modificaciones

en la via de la autofagia (254,255).

El empleo de tratamientos combinados puede, en ciertas circunstancias, doblegar la
resistencia de las células tumorales a monoterapias. En multiples trabajos se ha estudiado
el uso de moduladores de autofagia para mejorar la respuesta a tratamientos estandar.
Otros trabajos de nuestro grupo han evaluado el papel de este tipo de fa&rmacos a nivel del
ADN, demostrando que la CQ produce un dafio directo en el ADN, mientras que el
LBH589 inhibe los mecanismos de reparacion tras la induccion de un dafio. De esta
manera, la combinacién de varios agentes que actlen en diferentes puntos del dafio y

reparacion del ADN puede suponer una ventaja terapéutica (310).

En concreto, Solomon et al. analizaron el efecto de la CQ en combinacién con multitud
de agentes antitumorales, uno de ellos la RT, en varias lineas de cancer de mama y
observaron que la combinacion de estos dos tratamientos potencia la citotoxicidad por la
suma de la apoptosis inducida por RT y la necrosis inducida por CQ (42), datos que
coinciden con los que se han obtenido en el presente trabajo. Otros grupos combinaron
CQ con varios tratamientos de quimioterapia en lineas celulares de hepatocarcinoma o
cancer de vejiga, observando un aumento de la citotoxicidad en los grupos que recibian
tratamiento combinado de ese agente mas CQ frente al tratamiento individual de dicho
farmaco (311-313). Es decir, la CQ ha demostrado un efecto sensibilizador ante
tratamientos citotdxicos en algunas lineas celulares. Asimismo, los grupos de Zhao et al.
y Cai et al. analizaron el papel de la CQ como radiosensibilizante en la linea celular de
cancer de mama MDA-MB-231 (244,256). La combinacién de CQ con RT producia un
aumento de la muerte celular frente a las células que no habian recibido CQ (244,256),
misma conclusién del presente trabajo. La tasa de apoptosis fue similar en las células
radiadas tratadas o no previamente con CQ, sin embargo, la tasa de necrosis era mucho
mayor en el grupo tratado previamente con CQ (256), por lo que concluyeron que la
muerte asociada a la RT mediante apoptosis y la asociada a CQ mediante necrosis,
aumentaba la citotoxicidad del tratamiento combinado frente a los tratamientos
individuales en la linea celular MDA-MB-231(256). En el presente trabajo también se
observo que las células tratadas con CQ previamente a RT presentaban mayores tasas de
muerte apoptdtica y necrética, frente a las células tratadas con radiacion ionizante

exclusivamente. Otros estudios han comprobado este papel radiosensibilizante de la CQ
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en lineas celulares de otros tipos de tumores como el glioblastoma (296). En este trabajo
se comprobd que el mayor efecto citotoxico en la combinacion de RT con CQ
administrada previamente respecto a ambos tratamientos individuales llegd a ser
sinérgico en determinadas condiciones. Asimismo, se obtuvo que las células tratadas con
la combinacion presentaban un bloqueo de la autofagia. El proceso de la autofagia puede
actuar como mecanismo de supervivencia ante determinados agentes externos, entre ellos
la radiacion ionizante, de modo que, si la combinacion con otro agente permite la
inhibicidn del proceso autofagico, se podria aumentar la muerte celular observada tras el
tratamiento combinado. De hecho, en distintos estudios se ha observado que el
tratamiento con CQ puede sensibilizar a distintos tratamientos antitumorales que inducen
el proceso autofagico como mecanismo de resistencia frente a los mismos. Cook et al.
describieron en lineas celulares de cancer de mama resistentes a tratamientos
antiestrogénicos que la administracion de CQ inhibe la autofagia, lo que se traduce en un
aumento de p62 y LC3 | y Il, datos también obtenidos en este trabajo, asi como por el
aumento de la respuesta antiestrogénica de ambas lineas en el tratamiento combinado con
tamoxifeno y faslodex (95). El grupo de Sasaki et al., obtuvo un resultado similar cuando
estudiaron el efecto de la CQ combinado con el agente quimioterapico 5-Fluorouracilo
(5-FU), tratamiento de primera linea en cancer de colon (226). En este caso, estos autores
también obtuvieron una reduccién de la proliferacion celular superior a la obtenida con
5-FU y una mayor apoptosis cuando las células se pretrataban con CQ (226). Por otro
lado, al administrar el quimioterapico 5-FU se induce la autofagia (mayor nivel de LC3
I-11) como mecanismo protector y cuando las células son pretratadas con CQ se produce
un mayor aumento en la proteina LC3 I-11 (226). Resultados similares se han observado
en lineas celulares de pulmon, en las que el uso de CQ mejoraba el efecto citotoxico
obtenido tras el tratamiento con erlotinib y topotecan (efecto sinérgico) y donde el uso de
CQ aumentaba los niveles de LC3 1 y 11, asi como de p62 (228,229).

Por otro lado, también se han publicado estudios en los que se emplea la combinacion de
HDACI con distintos agentes terapéuticos, entre ellos la RT como estrategia para mejorar
el efecto terapéutico. Diferentes autores han trabajado con lineas celulares de cancer de
prostata, de mama, de pulmon, de cabeza y cuello, de pancreas, colorrectal, cerebral y
melanoma. Se ha observado que la combinacion de estos dos tratamientos disminuye la
supervivencia celular, aumentando la radiosensibilidad de aquellas células tratadas

previamente con HDACI, a través de mudltiples vias (236,314-322). Los grupos de
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Munshi, Baschnagel y Deorukhkar coincidieron en sus observaciones respecto a que el
vorinostat inhibia la capacidad de reparacion del dafio en el ADN y potenciaba el efecto
de la radiacion ionizante a través de la apoptosis y catastrofe mitética (315,316,318).
Otros trabajos de nuestro laboratorio también han observado que el LBH589 inhibe los

mecanismos de reparacion de dafios al ADN (310).

Chiu et al. estudiaron el efecto de la RT y su combinacién con un HDACI, el TMU-
35435, como radiosensibilizante en lineas celulares de cancer de mama triple negativo
(236). Por un lado, observaron que, en las dos lineas empleadas se producia una
disminucion de la viabilidad celular dosis dependiente al administrar el tratamiento en
monoterapia y, por otro, que la combinacion de ambos tratamientos mejoraba
significativamente el efecto comparado con los tratamientos simples (efecto sinérgico)
(236). Por otro lado, analizaron el impacto sobre la autofagia mediante el estudio de la
expresion de LC3 11 en correlacion con el nimero de autofagosomas, demostrando mayor
expresion de esta proteina en el tratamiento combinado frente a los tratamientos en
monoterapia (236). También hay estudios referentes al panobinostat® en distintas lineas
celulares. Groselj et al. observaron que actla como un potente radiosensibilizante en
lineas celulares de cancer de vejiga (306). Por otro lado, dado el papel de la RT en el
tratamiento del cancer de prostata, el grupo de Xiao et al. estudio in vitro la posibilidad
de mejorar los resultados combinando la radiacion ionizante con LBH589 comprobando
que el tratamiento combinado inducia mayor porcentaje de apoptosis frente a la RT en
monoterapia, asi como un aumento del nimero de células en G1 del ciclo celular, a la vez
inhibia la parada en G2/M inducido por la radiacion ionizante (267). Este grupo y el Viani
de Andrade observaron que mediante la combinacién de tratamientos aumentaba el RCD
y disminuian las vias de NHEJ y RH (267,323). En el presente analisis de la linea MDA-
MB-231 también se observd que la combinacion de un HDACI, en este caso
panobinostat®, con radiacion ionizante mejoraba el efecto alcanzado en monoterapia v,
ademas, se trataba de un efecto sinérgico. Respecto a la expresidén de proteinas, se
coincidio en un aumento de la expresion de las proteinas relacionadas con la autofagia
LC3B I y Il, asi como una disminucion de p62 y Beclin-1, como corresponde a una

situacion en la que la autofagia estd aumentada.

Al igual que la CQ, los HDACI, incluido el panobinostat® se ha combinado no solo con

RT, sino también con agentes quimioterapicos y terapias dirigidas para potenciar su efecto
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en diversas lineas celulares. Palumbo et al. estudié la modulacion de la autofagia en la
linea celulares de glioblastoma tras la administracion de rapamicina, inhibidor de mTOR,
se objetivé una induccion de la autofagia, esto mejord la radiosensibilidad en ambas lineas
celulares y disminuyo la viabilidad celular (324). Wu et al. también trabajaron rapamicina
en dos lineas de carcinoma escamoso de cancer oral observando que la administracion de
este f&rmaco junto a RT producia una elevacion de los niveles de autofagia e inducia la
muerte en la linea celular OC3 (143). Regel et al. compararon los resultados de tratar
lineas celulares de cancer gastrico con la quimioterapia en monoterapia 0 quimioterapia
méas LBH589, observando que el panobinostat® inhibe la proliferacion celular y
sensibiliza frente a la quimioterapia (298). Por su parte, Greve et al. estudié la
combinacion de LBH589 junto a erlotinib en varias lineas celulares de cancer de pulmén,
demostrando una disminucion de la supervivencia celular frente a la monoterapia (325).
El grupo de la Rosa et al. trabajo con células e in vitro de glioblastoma y comprobd6, no
solo, que el tratamiento con LBH589 induce la apoptosis, sino que tanto en monoterapia
como en combinacién con 3-deazaneplanocin-A inhibe la capacidad metastasica, la
angiogeénesis e inducia la entrada en la fase S del ciclo celular (305). Lemoine et al.
combinaron el panobinostat® con un inhibidor de MTOR con el objetivo de aumentar el
efecto citotoxico en lineas celulares de linfoma de Hodgkin (302). Comprobaron que
ambos farmacos tienen efectos opuestos en la viamTOR, pero su combinacion disminuye
la supervivencia celular y ademas que este efecto es sinérgico mediante el método Chou-
Talalay (302). Por su parte, Mosleh et al. combiné LBH589 con un inhibidor de PI3K
observando que aumentaba la citotoxicidad frente al HDACi en monoterapia (301). Por
tanto, aunque la autofagia pueda ser usada como mecanismo de resistencia, Si
aumentamos sus niveles mediante LBH589 como utilizamos en nuestros experimentos u
otros agentes, como la rapamicina que han usado estos grupos, podemos llegar a mejorar

el efecto antitumoral de la RT.

El papel dual de la autofagia y la falta del conocimiento completo sobre todas sus vias y
como participa en la tumorogénesis, hace que actualmente nos encontremos ante
resultados paraddjicos. A pesar de ellos, en los Ultimos afios se han disefiado estudios
clinicos para comprobar el beneficio de la modulacion de la autofagia (254,255,326)
(199,327-333). Se han realizado diversos estudios en los que se empleaba tratamiento
combinado de CQ e irradiaciéon en pacientes con diagnéstico de tumores cerebrales

primarios y metastasicos, obteniendo una mejora en la mediana de la supervivencia y una
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mejora del control local (334-338). Estos estudios no demostraron aumento de la
toxicidad (255). Por otro lado, algunos estudios han analizado el efecto de la combinacion
de CQ con otros agentes farmacologicos, como el vemurafenib (inhibidor de BRAF)
también en tumores cerebrales, demostrando la posibilidad de actuar sobre la via de la
autofagia en la practica clinica (339,340). De ahi, el papel de las mutaciones presentes en
los tumores y la importancia de elegir el grupo de pacientes que mas se beneficiarian de
este tipo de tratamientos. Respecto a los HDACI, también los Ultimos afios se han
desarrollado estudios para evaluar su papel como terapia antitumoral tanto en tumores
solidos como hematoldgicos (199,327-333,341,342). Concretamente, el panobinostat®
ha sido empleado en estudios fase | de tumores cerebrales primarios combinados con
radiacion ionizante demostrando seguridad (327). Hay otros estudios de panobinostat®
con otros agentes para el tratamiento de tumores cerebrales como el bevacizumab que,
aunque han demostrado ser bien tolerados, no hay demostrado beneficio clinico en cuanto
la supervivencia libre de progresion (329). La tabla 19 recoge algunos de los ensayos

clinicos que combinan modificadores de la autofagia con radiacion ionizante.

Tabla 19. Estudios clinicos que combinan modificadores de la autofagia con RT.

Tumor Agente | Agente 2 Fase  del | Respuesta clinica | Efectos secundarios
1 ensayo
clinico
Glioblastoma | CQ Temozolamida | Il Mediana de | Mielosupresion
(336) +RT supervivencia 24 | grado |
meses vs 11
meses
Recaida de | CQ RT Serie de |2 respuesta | No
glioblastoma casos (5 | parcial
(343) pacientes) |1 enfermedad
estable
Metéstasis CQ RT 1 Tasa de respuesta: | Cefalea, mareo,
cerebrales 54% vs. 55% nauseas y vomitos,
(338) Supervivencia anorexia y
libre de | mielosupresion

progresion al afio; | grado 1-2

83.9% vs. 55.1% | Nauseas,
estrefiimiento,
astenia, cefalea

grado 3
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Glioblastoma | LBH589 | RT | (12 | Seguridad y | Grado 3
recurrente pacientes) | toxicidad radionecrosis en 1
paciente

Grado 4 neutropenia

en 1 paciente

Estos resultados plantean la posibilidad de utilizar moduladores de la autofagia en la
practica clinica, aunque es necesario la realizacion de mas estudios y con un ndmero

mayor de pacientes.

A nivel de ensayos preclinicos, algunas de las diferencias respecto a los tratamientos
combinados observadas entre este trabajo y los publicados anteriormente, ademas de la
variabilidad en la bibliografia podrian deberse al disefio experimental, dosis empleadas y
tiempos de medicion como ya se comentd en los tratamientos en monoterapia. Los
tiempos empleados varian entre las 12 y 24 horas de premedicacion, asi como los tiempos
tras la administracion del tratamiento completo para la medicion de la viabilidad celular
entre 24 y 72 horas. Las dosis también son variables segun los agentes combinados y las
lineas celulares empleadas. Por otro lado, respecto al método para valorar la
supervivencia y muerte celulares, existen varias opciones entre las que destacan MTT,

Apoptosis Detection Kit CE (Immunostep) o ensayos clonogénicos.

Los resultados del presente trabajo muestran variabilidad entre las lineas celulares
incluidas, lo que sugiere que esta asociacion no es siempre Util y se debe definir el perfil
molecular del tumor antes del tratamiento combinado. En este sentido, una limitacion de
este trabajo es el desconocimiento del genotipo completo de las lineas celulares
empleadas cuyas caracteristicas pueden influir tanto en las vias de la autofagia y otros

tipos de muerte celular, como en la respuesta a los diferentes agentes empleados.
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. Dependiendo del fenotipo y genotipo de la célula tumoral la respuesta
a los tratamientos de radioterapia, cloroquina y panobinostat®, asi

como sus combinaciones, es variable.

. El efecto de los farmacos moduladores de la autofagia es proteiforme,

no centrandose solo en la regulacién de la autofagia.

. Nuestros resultados ponen de manifiesto que la combinacion de
radioterapia y moduladores de la autofagia consigue un efecto

sinérgico, aungue depende de la linea celular.
. Laadministracion concomitante de radiacion ionizante y moduladores

de la autofagia permite reducir dosis de radioterapia para alcanzar el

mismo efecto, lo que permitiria trasladarlo a la practica clinica.
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