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“Hay hombres que de su cencia
Tienen la cabeza llena;

Hay sabios de todas menas,
Mas digo sin ser muy ducho,

Es mejor que aprender mucho

El aprender cosas buenas”

Martin Fierro — José Hernandez

“Tal vez no duela tanto saber poco
Todo se aprende pero nunca alcanza

Lo pior transita el mundo de la idea”

Por ser un solo —José Larralde
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Resumen

“y se enorgullecian de los grandes triunfos de su ciencia, por el solo

Hecho de haber reemplazado el auge de la viruela por el del cancer”

Dr. E. Sabato

Cinco décadas de descubrimientos de agentes antineoplasicos han generado una

interesante bateria de agentes quimioterapéuticos; sin embargo, aunque resultan Utiles,
se requieren agentes mas efectivos ya que estos compuestos tienen poco impacto en las
tasas de supervivencia o en la calidad de vida del paciente, especialmente en algunos
tipos de cancer, tales como el Carcinoma Celular Escamoso de Cabeza y Cuello
(CCECC) y el Glioblastoma Multiforme (GBM). El presente trabajo de tesis describe
resultados que demuestran la potencialidad terapéutica de dos productos sintéticos
(analogos del calcitriol) y un compuesto natural (extracto triterpénico de las esporas de

Ganoderma lucidum) como agentes terapéuticos en estos dos tipos de cancer.

El calcitriol (1a, 25(0OH),-vitamina D3) es esencial para el mantenimiento de la salud
debido a su participacion en un crisol de procesos fisiologicos como el control del
metabolismo fosfo-calcico, el crecimiento celular y el sistema inmune. Este compuesto,
ademas, posee potenciales propiedades preventivas y terapéuticas contra diversas
enfermedades hiperproliferativas como el céancer, pero debido a la hipercalcemia que
produce al seguir la posologia terapéutica, se ve limitado su empleo como agente
antitumoral. Por dichos motivos, se sintetizan analogos del calcitriol con el fin de encontrar
alguno/s que presenten efectos antitumorales pero que carezcan de los efectos
calcemiantes. Nuestro laboratorio, en conjunto con un grupo de investigacién de Quimica
Organica de la Universidad de Vigo, disefiamos y sintetizamos anélogos del calcitriol que
contienen un grupo oxolano o un grupo amida en la cadena lateral con el fin de estudiar
su potencialidad terapéutica en cancer. Como parte de este trabajo de tesis evaluamos si

estos analogos podian ser efectivos como agentes antitumorales en CCECC y GBM.

Por otra parte, la metodologia mas empleada en la busqueda de nuevos principios activos
naturales es la bioprospeccion, que incrementa en diez veces la probabilidad de éxito. En
la actualidad, el Instituto Nacional del Cancer (NCI) de USA esta intensificando la
busqueda de metabolitos provenientes de la naturaleza para el descubrimiento de nuevas
drogas debido a la gran variedad de compuestos que se encuentran en los productos
naturales. Ganoderma lucidum es un reconocido hongo comestible y medicinal, empleado

por mas de dos mil afios por la medicina tradicional China, India y Japonesa. Dentro de
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los efectos farmacoldgicos se documentaron sus propiedades antitumorales y contiene
mas de 400 compuestos bioactivos, entre ellos los triterpenoides (la actividad antitumoral
se le atribuye a ellos), polisacaridos, nucleotidos y esteroles. También, como parte de este
trabajo de tesis comenzamos a evaluar la actividad antitumoral, para el CCECC y los
GBM, del extracto triterpénico de las esporas de este hongo producidos por el Laboratorio
de Hongos Comestibles y Medicinales, CERZOS-CCT-Bahia Blanca-CONICET.

11



Abstract

Five decades of research of anticancer agents have generated an interesting battery of
chemotherapeutic agents; however, even though it is useful, more effective agents are
needed since these have little impact in survival rates or in the patient’s life quality,
particularly in certain kinds of cancer, such as head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) and glioblastoma multiforme (GBM). This thesis describes results that
demonstrate the therapeutic feasibility of two synthetic products (analogues of calcitriol),
and a natural compound (extract triterpene Ganoderma lucidum spores) as therapeutics

agents in these two kind of cancer.

Calcitriol (1a, 25(0OH),-vitamin D3) is essential for the maintenance of health due to its
participation in a crucible of physiological processes such as the control of phospho-calcic
metabolism, cell growth and immune system. Moreover, this compound has potential
preventive and therapeutic properties against various hyper proliferative diseases such as
cancer, but due to the hypercalcemia that causes the therapeutic dosage, its use as
antitumoral agent is limited. For these reasons, analogues of calcitrol were synthesized to
evaluate if any of them shows antitumor effects but lacking calcemiantes effects. Our lab
together with a research group Organic Chemistry at the University of Vigo designed and
synthesized analogues of calcitriol that contain an oxolane or amide group in the side
chain with the goal of studying its therapeutic potentiality in cancer. In this thesis we
evaluate if these new analogues can be effective as antitumoral agents in CCECC and
GBM.

Furthermore, the most used methodology in the search of new natural assets is
bioprospecting, increasing tenfold the chances of success. At present, the National Cancer
Institute (NCI) of USA is putting emphasis on the search of metabolites from nature for
drug discovery because of the wide variety of compounds found in nature. Ganoderma
lucidum is a recognized edible and medicinal mushroom used for over two thousand years
by traditional Chinese, Indian and Japanese medicine. Among the pharmacological
effects, its anti-tumor properties were documented and contains over 400 bioactive
compounds among them triterpenoids (antitumor activity is ascribed to them),
polysaccharides, nucleotides and sterols. In this thesis we also evaluate the antitumoral
activity on CCECC and GBM of triterpene extract spores of this fungus produced by the
Laboratory of Edible and Medicinal Mushrooms, CERZOS-CCT-CONICET-Bahia Blanca.
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Abreviaturas
MPA, activador del plasminégeno tipo uroquinasa

ADN, &cido desoxirribonucleico

Akt, Proteina quinasa B

ANOVA, andlisis de la varianza

AP-1 proteina activadora 1

APS, amonio persulfato

ATB, antibidtico-antimicético

ATP, adenosintrifosfato

AUC, éarea bajo la curva

BCa, cancer de mama

BME, B-Mercaptoetanol

BSA, suero albumino bovino

Ca*, calcio

CCECC, carcinoma celular escamoso de cabezay cuello
Cmax, concentracion maxima

COX-2, ciclooxigenasa 2

DCDCDHF, 5 o0 6 2" 7 diacetato de diclorofluoresceina
DMEM, Dolbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO, dimetilsulféxido

DO, densidad 6ptica

ECM (MEC), matriz extracelular

EDTA, etilen-diaminetra-acido acético

EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico
EMT, transicion epitelio mesenquimal

G., Ganoderma

GBM, glioblastoma multiforme

Gl, ganoderma lucidum

H, hemina
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h, hora/s

HIFa, factor inducible por hipoxia, subunidad a
HO-1, hemoxigenasa-1

HPV, virus de papiloma humano

ICs0, concentracion inhibitoria media

IF, inmunofluorescencia

IGFBP-2, factor de crecimiento tipo insulinico unido a proteina 2
IGFR, factor de crecimiento insulinico tipo 1

IL-6 y 8, interleuquina 6y 8

IP, ioduro de propidio

LBD, dominio de uniéon a ligando

LDH, lactato deshidrogenasa

LOH, pérdida de heterocigocidad

MD (DM), dinamica molecular

MMP 2/8/9, metaloproteinasa 2/8/9

NAC, N-acetil-cisteina

NADP™,nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
NEA, noreste argentino

NF-k, factor nuclear k(3

NOA, noroeste argentino

OMS, organizacion mundial de la salud

PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamida

PBS, buffer fosfato salino

PCa, cancer de pancreas

pdb, protein data bank

PDGF-R, receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
PGDH15, hidroxi prostaglandina des hidrogenasa 15
PGs, prostaglandinas

PIP3, fosfatidil inositol trifosfato



PKB, protein quinasa B

PTEN, fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
PTH, parathormona

PVDF, polifluoruro de vinilideno

RB, reactivo de Bradford

Rb, retinoblastoma

ROS, especies reactivas de oxigeno

rpm, revoluciones por minuto

RXR, receptor X retinoide

SD, desvio estandar

SDS, duodecil sulfato de sodio

SFB, suero fetal bovino

SNC, sistema nervioso central

TBARS, sustancia reactiva a acido tiobarbitarico
TBS, tris bufer salino

TEMED, N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina
TGF-B, factor de crecimiento transformante
TIMP 1y 2, inhibidor de metaloproteinasa 1y 2
TNFa, factor de necrosis tumoral

TNTs, nanotubos (tunneling nanotubes)

TRIS, tris (hidroximetil) aminometano
TritonX-100, octil fenoxi polietoxietanol
Tween-20, polioxietileno (20) sorbitan monolaurato
UAF, unidades arbitrarias de fluorescencia

V, vehiculo

VDBP, proteina unidora de Vitamina D

VDR, receptor de la Vitamina D

VDRE, elementos de respuesta a Vitamina D

VEGF-B, factor de crecimiento endotelial vascular
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Introduccion general

“El lenguaje de la ciencia es el lenguaje de la verdad”
Dr. E. Sabato
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Generalidades

El cancer es una enfermedad genética. Sin embargo, tal como escribieron Bert Vogelstein
y Kenneth Kinzler en 1993 en el trabajo titulado “The multistep nature of cancer”
(Vogelstein, B., & Kinzler, K. W. 1993), hay dos diferencias fundamentales entre el cancer
y la mayoria de las otras enfermedades genéticas: en primera instancia, el cancer (en su
mayoria) estd causado por mutaciones somaticas mientras que los otros tipos de
enfermedades genéticas de los mamiferos estdn causados por mutaciones en la linea
germinal; en segunda instancia, cada cancer individual proviene no de una sola mutacion
sino de la acumulacion de varias mutaciones. Cada nueva mutacion impulsa una ola de
multiplicacion celular que conduce de manera gradual al crecimiento del tamafio tumoral,
a la desorganizacion del tejido y por ende a la malignidad. Desde esa definicion de la
naturaleza “multistep” del cancer a la fecha han ocurrido grandes avances en oncologia,
entre ellos el reconocimiento de los cambios epigenéticos como importantes participantes
en el desarrollo de esta enfermedad. De manera que en la actualidad se describe el
cancer como una sucesion de cambios en el genoma y en el epigenoma (ambos cambios
heredables en los programas de expresion de genes) de las células tumorales (Chaffer, C.
L., & Weinberg, R. A. 2015).

Por lo tanto, esta enfermedad es el resultado de la acumulacion clonal de células que
presentan una sucesion de alteraciones genéticas y epigenéticas en los circuitos que
regulan su comportamiento normal y que les confieren fenotipos ventajosos.
Eventualmente, las descendientes de estas células adquirirdn otra alteracion ventajosa lo
cual llevara otra vez a una expansion clonal. A través de esta secuencia de pasos, las
células normales de un tejido evolucionan a fenotipos cada vez mas malignos, culminando
en una poblacién celular altamente agresiva que amenaza la vida del paciente.

Esta evolucion maligna implica la adquisiciéon, por parte de las células, de ciertas
capacidades definidas orignalmente por Hanahan y Weinberg (Hanahan, D., & Weinberg,
R. A., 2011) y que comprenden: el mantenimiento de la sefializacion proliferativa, la
evasion de los supresores de crecimiento, la resistencia a la muerte celular, la induccion
de la angiogénesis, la activacion de la invasiéon y la implantacion metastasica. También,
estos autores describieron que intervienen dos caracteristicas facilitadoras que
promueven la adquisicion de las capacidades mencionadas y que son la inflamacion y la
inestabilidad genética y dos caracteristicas emergentes: la reprogramacion del

metabolismo energético y la evasién del sistema inmune (figura 1).
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Figura 1. Capacidades adquiridas, facilitadoras y emergentes que conducen al desarrollo de
cancer. Tomado y adaptado de Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011).

Hay abundante evidencia que demuestra que las alteraciones genéticas y epigenéticas
mencionadas anteriormente podrian darse en poblaciones de células madre que se
encuentran en los tejidos (Chaffer, C. L., & Weinberg, R. A. 2015). De toda esta evidencia
se ha propuesto un modelo en el cual las células madre normales de un tejido son el
blanco de las transformaciones oncogénicas iniciales. Asi, esta celula madre levemente
alterada, que posee un cambio heredable, produciria un clon de células con este cambio.
Este proceso se repetiria con cada subpoblacion de células alteradas presentando este y
nuevos cambios heredables, llegando finalmente a las células madre cancerosas
presentes en un tumor maligno (Visvader, J. E., 2011).

Sin embargo, los tumores no son soélo el resultado de la adquisicion de las mencionadas
capacidades debido a las alteraciones genéticas y epigenéticas que ocurren en las células
descriptas. Son, ademas, la consecuencia de las contribuciones del microambiente
tumoral. Los tumores son tejidos complejos que presentan interacciones heterotipicas
entre muchas células de diferentes tipos como las células madres tumorales, las células
endoteliales, los pericitos, las células inflamatorias inmunes, los fibroblastos y las células
madres y progenitoras del estroma (figura 2, A). Los mdltiples tipos de células estromales

crean una sucesion de microambientes tumorales que habilitan al tumor a invadir tejidos
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normales, implantarse en un tejido normal distante y colonizarlo (figura 2, B) (Hanahan,
D., & Weinberg, R. A., 2011).

Cancer Stem Cell (CSC)

A
Cancer-Associated Fibroblast S
(CAF) % Cancer Cell (CC)
© v %
Endothelial Cell (EC)— \’ $S Y
}% : Immune
Pericyte (PC) “&& _© . Inflammatory Cells
N z g : (ICs)
o @\@00
Local & Bone marrow- =~
% derived Stromal Stem
& Progenitor Cells
© - Invasive Cancer Cell
B

Core of Primary Tumor Invasive Tumor Metastatic Tumor
microenvironment microenvironment microenvironment

Figura 2. Microambiente tumoral. (A) El parénquima y el estroma tumoral contienen diferentes tipos
y subtipos celulares que colaboran con el desarrollo tumoral. (B) Diferentes microambientes
tumorales. La abundancia celular, la organizacién histoldgica y las caracteristicas fenotipicas de los
diferentes tipos de células estromales y de la matriz extracelular evolucionan con el desarrollo
permitiendo el crecimiento, la invasion y la metastasis. Tomado deHanahan, D., & Weinberg, R. A.
(2011).

Epidemiologia

El cancer no es raro en ninguna parte del planeta, segun las estimaciones de la Agencia
Internacional de Investigacion de Cancer (IARC) quien, desde hace tres décadas, publica
estimaciones periddicas de incidencia y mortalidad por cancer (figura 3) (Ferlay, J. et al.,
2010). De acuerdo a estas estimaciones, en 2012 se diagnosticaron 14,1 millones de
nuevos casos a nivel mundial (no incluye los tumores de piel no melanémicos), de los

cuales 8 millones ocurrieron en paises econémicamente menos desarrollados. En relacion
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a los indices de mortalidad para ese mismo afo, se estimaron 8,2 millones de muertes, de
las cuales 5,3 millones ocurrieron en paises poco desarrollados. Lamentablemente, se
espera que los casos anuales de cancer aumenten de 14 a 22 millones en las proximas
dos décadas debido, simplemente, al aumento y envejecimiento de la poblacién
(American Cancer Society, 2015) (WHO, 2012). En los paises econOmicamente
desarrollados los tres canceres mas diagnosticados son, en hombres: cancer de préstata,
de pulmédn y colorrectal; y, en mujeres: cancer de mama, colorrectal y de pulmén. En los
paises en vias de desarrollo en cambio, los tres tumores mas diagnosticados son pulmon,
higado y estbmago en los varones; y mama, Utero y pulmén, en las damas.
Especificamente, la Republica Argentina se encuentra dentro del rango de paises con
incidencia de cancer media-alta (172,3-242,9 x 100.000 habitantes), de acuerdo a las
estimaciones realizadas por la IARC para el afio 2012 (figura 4). Este mismo organismo
ha estimado para el pais una incidencia en ambos sexos de 217 nuevos casos, cada
100.000 habitantes por afio basandose en datos provenientes de Registros de Cancer de
Base Poblacional del Pais. El cancer de pulmon ocupa el primer lugar de importancia en
todas las regiones de Argentina, seguido por el cancer colorrectal y el de mama (excepto
en el noroeste argentino y en la region sur, donde se observé en tercer término al cancer

de préstata y estbmago, respectivamente).
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All cancers excl. non-melanoma skin cancer

ASR (W) per 100,000, all ages

Male Female
Australia/Mew Zealand 828
Northern America 917
Western Europe 836
Northern Europe 944
More developed regions 86.2
Southern Europe 789
Central and Eastern Europe 916
Palynesia 933
South America 88.4
Eastern Asia 80.2
Caribbean 87.7 b
Southern Africa 98?161 !
World 829 152
Micranesia 553 e
Western Asia 81.3 152
Melanesia 118.5182.1
Less developed regions T9.81 =1
South-Eastern Asia ?9.5132'6
Eastern Africa 1101.55”
Central America 721 e
Northern Africa ?5.?12”
Middle Africa B
South-Central Asia 64;03.3
Western Africa A
600 400 200 0 200 400 600
M Incidence
GLOBOCAN 2012 (IARC) W Martality

Figura 3. Tasas de incidencia y mortalidad en el mundo para hombres y mujeres. Niomero de casos
0 muertes estimadas por cada 100.000 personas por afio. Proyecto GLOBOCAN 2012.
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Figura 4. Tasas de incidencia y mortalidad en Argentina para ambos géneros. Nimero de casos o
muertes estimadas por cada 100.000 personas por afio. Proyecto GLOBOCAN 2012

Sin embargo, mas alla de las altas incidencias de estos tipos de cancer en el mundo y en
nuestro pais en particular, hay otros tipos de tumores con incidencia baja, pero con una
alta tasa de mortalidad. Tales son los casos de los tipos de tumores que describiremos a
continuacion y con los cuales se llevaron a cabo los estudios presentados en este trabajo

de tesis.

Carcinoma Celular Escamoso de Cabeza v Cuello (CCECQ)

Este tipo de cancer, que comprende neoplasias epiteliales malignas del tracto
aerodigestivo superior (figura 5) —senos paranasales, la cavidad oral y nasal, la laringe y
la faringe—, es el sexto mas comun en el mundo desarrollado. A nivel mundial, se
diagnostican 650.000 casos al afio, de los cuales 300.000 fallecen. El 66,6% de los casos

se origina en los paises en vias de desarrollo (Amornphimoltham, P., et al., 2005)
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(Sanchez-Gonzélez, R.A., et al., 2013) (Oh, S. Y., et al., 2013) (Zhao, M., et al., 2005)

(Cardemil, F., 2014).

Cavidad Nasal

Cavidad Oral

Lengua

Laringe

Supraglotis

Glotis

Hipoglotis

Faringe ,

Nasofaringe =

Orofaringe —

Hipofaringe

Eséfago

Cuerdas Vocales

Figura 5. Esquema del tracto aerodigestivo superior y posibles locaciones de los diferentes tumores
de cabeza y cuello. Tomado y adaptado de Liebertz, D. J. et al., (2010).

En la tabla 1 se muestran los datos de incidencia y mortalidad, discriminado por género,
para el CCECC, en diferentes regiones del mundo, publicados por GLOBOCAN, 2012. A

nivel mundial se estima que para 2030 se duplicaran las muertes anuales debido al

incremento de las tasas en Asia suroriental, Africa, América y Oriente medio.

nciaen | Incidenciaen | Mortalidad en | Mortalidad en
nbres mujeres hombres mujeres
7.6 25 3 0.9

Centro
América
Norte
América
Sud América
Africa

Asia

Europa

Oceania

Mundo

154

13.4
7.1
11.5
19
15.6
12.7

Region Incide
hon

5.1

3.6
2.9
3.6
3.9
6.3
3.7

3.6

7.7
4.5
7.3
8.7
5
6.9

1

15
1.9
2.2
1.2
2.3

1.9

Tabla 1. Incidencia y mortalidad de cancer de labio, cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe,
estandarizada por edad, para ambos sexos, en diferentes regiones del planeta. Fuente

GLOBOCAN, 2012 (IARC).
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Esta enfermedad esta asociada a ciertos habitos tales como el consumo de cigarrillos y
alcohol, a las infecciones con el virus papiloma humano (HPV) y al habito de masticar
nuez de areca o betel en algunas regiones del sudeste asiatico (Sun, W., & Califano, J. A.
2014). A pesar de los avances significativos ocurridos en las terapias, no se ha logrado
mejorar la sobrevida global de los pacientes con CCECC durante las ultimas cuatro
décadas, siendo esta del 50% a los 5 afios posteriores al diagnéstico. El tratamiento
estandar es la reseccion quirdrgica del tumor y/o la combinacién de quimio y radioterapia.
Sin embargo, el mal prondstico se debe a las elevadas tasas de recurrencia en el sitio
primario y a las metastasis en los ganglios linfaticos regionales, siendo estas ultimas el
factor prondstico mas significativo para predecir la sobrevida del paciente en este tipo de
tumor (Dogci, C. L., et al., 2015) y lo que reduce la posibilidad de supervivencia a largo
plazo en un 50% (Liebertz, D. J., et al., 2010).

A nivel histol6gico, el CCECC es un carcinoma epitelial escamoso con grados variables
de queratinizacion. Los casos bien diferenciados muestran perlas de queratina, mientras
gue los casos anaplasicos presentan poca o nula produccién de queratina. El CCECC se
caracteriza tipicamente por un fenotipo maligno, incluyendo grandes nucleos pleomaorficos
y nucléolos multiples o grandes, vacuolizacion citoplasmatica con abundante citoplasma, y
un gran namero de figuras mitéticas, tanto tipicas como atipicas (Liebertz, D. J., et al.,
2010). La figura 6 muestra un corte histoldégico de un carcinoma invasor con la tipica

formacion de perlas de queratina que desarrolla esta clase de tumor.

Figura 6. Carcinoma celular escamoso oral. Los nidos de carcinoma invasor muestran la formacion
de perlas de queratina. Tomado de Kumar, V., et al, (2008).

A nivel genético se han identificado, en la mayoria de los tumores estudiados, mutaciones
inactivadoras en genes supresores de tumores, encontrandose pocas mutaciones en

oncogenes. Como es ampliamente conocido, resulta dificil encontrar terapias que
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reactiven o restablezcan las funciones de los genes supresores tumorales y sus vias.
Entre los genes que se han encontrado méas frecuentemente mutados estdn TP53,
NOTCH1, PIK3CA, FBXW7, PTEN y HRAS (Sun, W., & Califano, J. A. 2014). Por
ejemplo, el TP53 se encuentra mutado en mas del 50% de los tumores de CCECC y se
observan defectos en su via en casi el 100% de estos tumores. El PIK3CA se encuentra
mutado en el 6-21% de los tumores y sobreexpresado por aumento del nUmero de copias
en el 9% de estos. En relacion a NOTCH1, se han encontrado mutaciones en el 10-15%
de los tumores de CCECC (Sun, W., & Califano, J. A. 2014). Ademas, los CCECC poseen
cariotipos complejos mostrando alteraciones en el numero de copias de regiones
cromosomicas, tales como pérdidas de 3p y 8p y ganancia de 3q, 5p y 8q y aberraciones
estructurales (fusiones cromosomicas) [The Cancer Genome Atlas Network].

La figura 7 muestra la evolucion de un CCECC desde el punto de vista clinico, con su

correspondiente histologia y las alteraciones genéticas preponderantes de cada grado.

Clinica Histologia Molecular Figura 7. La figura muestra un buen
0 modelo del proceso de transformacién,
i aunque se encuentra incompleto debido
a que no toma en cuenta genes
Alteraciones especificos desconocidos. Tampoco
geneticas considera la sobreexpresion de EGF.
desconocidas . .
La primera transformacién es la
desaparicion de regiones
cromosémicas en 3p y 9p21.28. La
| 9p21 (p16)3p pérdida de la heterocigosidad (LOH)
sumada a la hipermetilacion del
promotor en este locus dan lugar a la
inactivacion del gen pl16, un inhibidor
de quinasas dependiente de ciclinas.
17p13 (p53) Luego, sobreviene la LOH posterior en
17p con mutacién del gen supresor de
tumores  p53. Por dltimo, la
amplificacion y sobreexpresion del gen
| 11q13(ciclinaD) de la ciclina D1 (ubicado en el
“l 4q,6p, 8p, 139, 14q cromosoma 11qg13), que se encarga de
la activacion constitutiva del avance del
ciclo celular. Tomado y adaptado de
Kumar, V., et al., (2010).

La etiologia del cancer de cabeza y cuello es multifactorial y los factores implicados son
genéticos, sociales, medioambientales y conductuales (Gervasio, O.L.A.S., et al., 2001).
Tal como se describi6, los factores de riesgo que se han relacionado con el desarrollo de
la enfermedad son el tabaquismo y el alcoholismo (tabla 2), la infeccion por virus del
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papiloma humano (HPV) y, en algunas regiones del sudeste asiatico, el habito de masticar
nuez de areca y betel. El habito tabaquico se asocia con cancer de laringe y el habito
alcoholico con el cancer oral y de faringe (Lin, C.J., et al., 2007) (Oh, S. Y., 2013)
(Cardemil, F., 2014). Ambos factores de riesgo se asocian con la presencia de
mutaciones en el gen supresor de tumores p53 (Marur, S., & Forastiere, A. A., 2008).
Debido a la relaciébn de este tipo de cancer con el habito de fumar, se espera un
incremento en la incidencia de los carcinomas escamosos por el aumento del tabaquismo

entre los jovenes (Tirado, L. & Martin Granados, M., 2007).

____ Habitos | _n %

Consumode tabacoy alcohol 258 63.9
Consumode tabaco 129 31.9
Consumode alcohol 11 2.7
Niconsumo de tabaco ni de alcohol 6 1.5

Tabla 2. Habitos tabaquicos y alcohdlicos en 404 pacientes con CCECC. Tomado y adaptado de
Gervasio, O.L.A.S., (2001).

Otro factor de riesgo es la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH), el cual
particularmente se observd asociado a una poblacion mas jéven de pacientes de CCECC
(Zhao, M., et al., 2005). Este virus, especificamente el subtipo 16, se asocia con un 30%
de los casos de CCECC y con tasas de hasta un 50% de todos los tumores derivados de
la orofaringe (Liebertz, D. J., et al., 2010) (Zhao, M., et al., 2005). Se diagnostican en
etapas tardias debido a que aparece en un sitio en donde los tumores en etapas
tempranas son dificiles de diferenciar de las tonsilas linfoides y del tejido de la base de la
lengua. La integracion del ADN viral al genoma de la célula produce las oncoproteinas
virales E6 y E7 que promueven la progresion tumoral por inactivacion de p53 y de los
productos del gen supresor de tumores Rb (Zhao, M., et al., 2005).

Los datos epidemiolégicos muestran que el CCECC posee una baja tasa de
supervivencia, aln con todas las opciones de tratamiento existentes y que existe una
inquietante proyeccién a futuro, explicada por el aumento de los factores de riesgo. Esto
sugiere la necesidad de investigar nuevas opciones de tratamiento que mejoren la

sobrevida y calidad de vida de los pacientes.
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Generalidades de tumores del SNC

Los tumores del sistema nervioso central incluyen un tipo de neoplasias dificiles de tratar
(De Angelis, L.M. 2001), siendo los tumores de origen glial, los gliomas, los mas
frecuentes en los adultos (Demuth, T., & Berens, M.E. (2004). Los gliomas son tumores
del parénquima cerebral originados a partir de las células de la glia: astrocitos,
oligodendrocitos y ependimocitos. En los paises desarrollados, existe una incidencia de
5.1 caso0s/100.000 habitantes con una mortalidad de 3.3 casos/100.000 habitantes;
mientras que en los paises menos desarrollados la incidencia es de 3.0 casos/100.000
habitantes y la mortalidad de 2.2 casos/100.000 habitantes [fuente: GLOBOCAN 2012]. La
tabla 3 muestra la incidencia y la mortalidad de tumores del sistema nervioso para ambos

sexos y para diferentes regiones del planeta.

Region Incidenciaen Incidencia | Mortalidad en | Mortalidad en
Hombres enmujeres hombres mujeres
4.5 3.4 25 1.9

Centro

América

Norte 6.1 4.6 4.1 2.6
América

Sud América 5.4 4.3 4.0 3.2
Africa 2.1 1.6 1.6 1.2
Asia 3.3 2.7 2.6 1.8
Europa 6.3 4.6 4.6 3.0
Oceania 5.3 3.4 4.0 2.6
Mundo 3.9 3.0 3.0 2.1

Tabla 3. Incidencia y mortalidad de tumores del sistema nervioso central estandarizada por edad,
para ambos sexos, en diferentes regiones del planeta. Fuente GLOBOCAN 2012 (IARC).

La proyeccion estima que la incidencia de la enfermedad se incrementara un 31% para el
afio 2030 (Smith, B.D. et al., 2009) y un incremento semejante se estima para la
mortalidad. Si bien la incidencia de los gliomas es relativamente baja comparada con
otros tipos de cancer, la mortalidad causada por los mismos es elevada tanto en hombres
como en mujeres, presentando un promedio de tiempo de sobrevida de entre 12 a 16

meses solamente.
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualmente clasifica a los gliomas en
astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas o tumores con morfologias mixtas
denominados oligo-astrocitomas, basados en el origen histolégico presuntivo de las
células del tumor. Estos grupos se subdividen ademas en cuatro grados histologicos,
teniendo en cuenta la magnitud de la malignidad determinada por las caracteristicas
histolégicas de los tumores (presencia de necrosis, actividad mitética, proliferacion
vascular, pleomorfismo nuclear, etc) (Louis, D.N. et al., 2007) (Li, A et al., 2010). Los
tumores de grado | tales como los astrocitomas pilociticos, son tumores de baja tasa de
crecimiento y pueden ser curados completamente si se los extirpa en su totalidad. Los
gliomas de grado Il (astrocitomas, oligodendrogliomas y oligoastrocitomas) y los gliomas
de grado Il mas agresivos (incluyendo astrocitomas, oligodendrogliomas vy
oligoastrocitomas anaplasicos) presentan un curso clinico intermedio. En cambio, los
gliomas de grado IV, o glioblastomas multiformes (GBM), presentan el peor prondstico,
con una sobrevida media de 14,5 a 16,6 meses (Wen, P.Y., & Reardon, D.A., 2016).
Estos muestran caracteristicas muy avanzadas de malignidad tales como una gran
proliferacion vascular y necrosis, siendo muy resistentes a radio/quimioterapias. El
diagnéstico y la eliminacién de estos tumores son complicados debido a su naturaleza
difusa e infiltrativa. Ademas, la heterogeneidad genética y molecular de los gliomas
contribuye a que la respuesta a los tratamientos sea pobre, (Godard, S., et al., 2003)
(Shai, R., et al., 2003) (Ohgaki, H., et al., 2004) (Li, A., et al., 2010).

El diagndstico de estos tumores se basa en el examen de la morfologia celular del tumor,
para evaluar su presunta célula de origen, y en marcadores indirectos de la agresividad
tumoral (necrosis, pleomorfismo nuclear, mitosis) para determinar el grado del tumor
(Louis, D.N. et al., 2007). Sin embargo, el uso de estos pardmetros histopatolégicos se
encuentra limitado por la gran variabilidad existente entre los observadores a la hora del
diagnéstico histopatoldgico y a que son insuficientes para predecir la evolucién de cada
paciente ya que tumores de igual grado histolégico pueden poseer diferentes prondsticos
(Ware, M.L., et al., 2003) (Wen, P.Y., & Reardon, D.A., 2016). Es por esto que existe una
necesidad urgente de identificar biomarcadores predictivos que los pueda clasificar en
subtipos diferentes.

El glioma mas frecuente en USA, Europa y Argentina (constituyendo en este pais el 25%
de los 1600 tumores cerebrales primarios diagnosticados) [www.msal.gov.ar/inc/equipos analisis.php]

es el GBM, el cual representa hasta el 55% de todos los gliomas (figura 8).
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Figura 8. Incidencia de los distintos tipos de gliomas (n = 97.910). Los astrocitomas representan el
75% de los gliomas. Los porcentajes suman mas de 100% debido al redondeo. *Incluye histologias
de variantes Unicas de astrocitoma, otros tumores neuroepiteliales, y tumores neuronales y gliales
mixtos. ** NOS, (not otherwise specified) incluye tumores del plexo coroideo, otros tumores neuro-
epiteliales, tumores neuronales y mixtos gliales-neuronales, tumores de la regién pineal, otros
tumores de los nervios craneales y espinales, tumores mesenquimatosos, lesiones melanociticas
primarias, otras neoplasias relacionados con las meninges, otras neoplasias hematopoyéticas,
hemangioma y todos los demas. Tomado y adaptado de Ostrom, Q. T., et al., (2015).

Un glioma de bajo grado puede progresar a un GBM, originando asi los llamados GBM
secundarios, mientras que los tumores que surgen de novo se denominan GBM primarios.
El término “multiforme” pretende reflejar la heterogeneidad intratumoral, a nivel genédmico
y transcripcional, de los glioblastomas. Esta complejidad, sumada a la presencia de sub-
poblaciones de células madre tumorales, hacen de este tumor uno de los mas dificiles de
comprender y tratar (Furnari, F.B., et al., 2007). La heterogeneidad mencionada es
consecuencia, a nivel molecular, de alteraciones en ciertas vias de sefializacion claves en
los procesos de proliferacion celular, sobrevida celular, invasion y angiogénesis (Assi, H.,
et al., 2012). Una de las vias que a menudo se encuentra sobre-activada es la del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR/PI3K/AKT). Como consecuencia, el
85% de los GBM ha demostrado poseer Akt activa (Wang, H., et al., 2004) y altos niveles
de Ras-GTP (Guha, A., et al., 1997). También se ha observado una hiperactivaciéon del
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), alteraciones de la via
pl6 INK4/ CDK4/RB1 y pérdida de la expresion de supresores tumorales tales como p53,
PTEN y el gen reparador del ADN MGMT. La figura 9 muestra un esquema de los
mecanismos moleculares mas cominmente implicados en la patogénesis de los gliomas

difusos.
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Figura 9. Mecanismos moleculares mas comunmente involucrados en la patogénesis de gliomas.
Tomado de Huse, J.T. & Holland E.C. (2010).

Las alteraciones genéticas de los glioblastomas se hallan dispersas por todo el genoma
(1p, 69, 9p, 10p, 10q, 13q, 14q, 15q, 17p, 189, 19q, 229, e Y). Muchas representan la
pérdida de genes supresores de tumores y algunas tienen que ver con la inestabilidad
gendmica propia de las células tumorales. Las alteraciones mas frecuentes son la pérdida
de heterocigosidad en el cromosoma 10 (60-80% de los casos) y la amplificacion del gen
EGFR en el cromosoma 7. A la vez, se producen errores en la replicacion y reparacion del
ADN, en la segregacion cromosémica y alteracion de numerosas cascadas de
sefializacion (Adamson, C., et al., 2009). La sobre expresion de EGFR es mas comuin en
los glioblastomas primarios (40-60%) que en los secundarios (10%). La amplificacion de
dicho gen incrementa el crecimiento, la proliferacion, la migracién y la neovascularizacion
tumoral; ademas, el receptor truncado otorga resistencia a la quimioterapia por
modulacion de Bcl- XL y de las caspasas. Algunas de las mutaciones inactivadoras tienen
como blanco las importantes vias de TP53, RB1 (retinoblastoma) y PTEN (fosfato

homélogo de tensina) (Adamson, C., et al., 2009).
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Una caracteristica de las células de GBM es su gran resistencia o insensibilidad a los
estimulos que desencadenan muerte celular tales como radio- o quimioterapia. Esta
propiedad biolégica se relaciona con las alteraciones genéticas en las vias de EGFR y de
PIBK-PTEN-AKT ya descriptas, asi como también con alteraciones en las moléculas
efectoras de las vias intrinseca (dependiente de la mitocondria) y extrinseca (mediada por
receptores de muerte) de la apoptosis. Paraddjicamente, a pesar de la resistencia a
estimulos apoptéticos, las células de GBM exhiben una alta propension a la necrosis
celular. La necrosis es la forma mas prominente de muerte celular espontanea en GBM y
se presenta como pequefios focos de micro-necrosis rodeados de tejido normal o de
infiltraciones del parénquima (Raza, S.M. et al., 2002).

La infiltracién por todo el cerebro es otra de las caracteristicas mas prominentes de los
gliomas, constituyendo la causa principal de imposibilidad de una efectiva intervencién
quirargica (Lefranc, F., et al., 2005) (Hambardzumyan, D., & Bergers, G., 2015) (Harrison,
W.T., et al., 2016). La invasion de células de glioma en las regiones de cerebro normal se
produce por el gran movimiento celular activo de las células malignas y por la interaccion
de estas con la matriz extracelular (ECM), con la consecuente degradacion proteolitica de
la ECM. Sin embargo, y a pesar de su alta invasividad, las células de glioma no son
capaces de invadir tejidos fuera del sistema nervioso central, propiedad cuya explicacién
no ha sido aun encontrada (Furnari, F.B., et al., 2007). Otra caracteristica de los GBM y
gue esta relacionada con su capacidad de invadir tejido sano es su gran capacidad
angiogénica y vascularizante, principalmente a través de VEGF.

El diagnostico de los astrocitomas malignos se establece sencillamente a través de
imagenes por resonancia magnética (figura 10). La lesién presenta contraste irregular, de
manera frecuente con forma de anillo y suele estar rodeada de edema. El tumor involucra
la sustancia blanca, puede extenderse a través del cuerpo calloso (tal como se describio
estos tumores son altamente infiltrantes) e involucrar el otro hemisferio también
(DeAngelis, L.M., 2001). Los signos y sintomas mas comunes entre los pacientes son
dolores de cabeza, convulsiones y déficits neurolégicos progresivos (Adamson, C., et al.,
2009).
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Figura 10. Glioblastoma Multiforme A) Imagen por resonancia magnética (MRI) de un glioblastoma
en el I16bulo frontal izquierdo B) Hematoxilina-eosina de un glioblastoma. Se observa necrosis, con
células dispuestas alrededor del borde del tejido necrético. Tomado y adaptado de DeAngelis,
L.M., (2001).

La intervencion estandar del glioblastoma continta siendo la reseccién quirtrgica de la
masa tumoral seguida de radio y quimioterapia (con Temozolomida, un agente alquilante
de nueva generacion) post-operatoria. Esta estrategia prolonga la supervivencia media
hasta los 14,6 meses. Los pacientes sin tratamiento presentan una superivencia media de
3 meses y los pacientes que soélo reciben la radioterapia presentan una supervivencia
media de 12,1 meses (Chaudhry, N.S., et al., 2013) (Kotliarova, S., & Fine, H. A., 2012)
(Wang, H., et al., 2015). Por otra parte, en la actualidad existen varios ensayos clinicos
terminados o0 en ejecucion cuyo objeto es estudiar drogas inhibidoras de las vias de
sefalizacion alteradas con mayor frecuencia en estos tumores (Tabla 4) o evaluar la
factibilidad de la aplicacion de inmunoterapia, terapia génica, terapia basada en células

madres y nanotecnologia (Wang, H., et al., 2015).
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Blanco molecular Drogals Terapia Fase _

VEGF Bevacizumab Bevacizumab + (Demirci, U., et al., 2013)
irinotecan
Bevacizumab Bevacizumab + 1] (Lai, A., etal., 2011)
TMZ + RT
VEGF Aflibercept Monoterapia ] (de Groot, J.F., et al., 2011)
VEGFR, PDGFR, Cediranib Monoterapia Il (Batchelor, T.T., et al., 2010)
FGFR, c-KIT
VEGFR, ¢ -KIT, Vatalanib Vatalanib + 1 (Brandes, A.A., etal., 2010)
PDGFR TMZ + RT
VEGFR, PDGFR, Pazopanib Monoterapia Il (lwamoto, F.M., etal., 2010)
c-KIT
Integrina Cilengitide Cilengitide + /la (Stupp, R., etal., 2010)
avp3/avp5 TMZ + RT
Cilengitide Cilengitide + Il (Nabors, L.B., 2012)
TMZ+RT
Integrina Thalidomide Thalidomide + Il (Ruiz, J., et al., 2012)
avp3/avp5 procarbazine
Thalidomide Thalidomide + Il (Giglio, P., etal., 2012)
irinotecan
EGFR Cetuximab Monoterapia Il (Lv, S., etal.,2012)
EGFR Gefitinib Monoterapia Il (Uhm, J.H., etal., 2011)
Gefitinib +RT Il (Chakravarti, A., etal., 2013)
EGFR Erlotinib Erlotinib + TMZ 1] (Peereboom, D.M., etal.,
+RT 2010)
Monoterapia 1/l (Kesavabhotla, K., etal., 2012)
EGFR,HER2 Lapatinib Monoterapia 1/l (Thiessen, B., et al., 2010)
PDGFR, c-KIT, Imatinib Imatinib + Il (Reardon, D.A., etal., 2009)
BCR-ABL hydroxyurea
PDGFR,SRC, Dasatinib Dasatinib + 1/ (Franceschi, E., et al., 2012)
c-KIT,BCR-ABL lomustine
mTOR Temsirolimus Monoterapia Il (Galanis, E., et al., 2005)
Temsirolimus Temsirolimus + | (Sarkaria, J. N., etal., 2010)
TMZ + RT
mTOR Everolimus Everolimus + | (Sarkaria, J.N., etal., 2011)
TMZ + RT
RAS Lonafarnib Lonafarnib + (Desjardins, A., et al., 2011)
T™MZ
RAS Tipifarnib Monoterapia ] (Lustig, R., et al., 2008)
Proteasoma Bortezomib Monoterapia | (Phuphanich, S., etal., 2010)
Bortezomib Bortezomib + | (Kubicek, G.J., etal., 2009)
TMZ + RT

Tabla 4. Ensayos clinicos con drogas dirigidas contra blancos moleculares comiunmente alterados

en gliomas. RT, radioterapia. Tomado y adaptado de Wang, H., et al., (2015).
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Algunos de esos ensayos clinicos han finalizado, obteniendo resultados moderados en la
mayoria de los casos. Por ejemplo, inhibidores del receptor de EGF (erlotinib y gefitinib)
presentaron poca actividad y modesta respuesta en pacientes con un PTEN intacto
(Prados, M., et al., 2003) (Rich, J.N., et al., 2004) (Mellinghoff, I.K., et al., 2005). También
presentaron poca actividad los inhibidores de PDGFR (imatinib), de RAS (tipifarnib) y de
mMTOR (temsirolimus) (Chang, S.M., et al., 2005) (Galanis, E., et al., 2005) (Cloughesy,
T.F., et al., 2006) (Wen, P. Y., et al., 2006) (Franceschi, E., et al., 2007). Si bien estos
agentes han tenido poco efecto, su especificidad y sus humildes efectos secundarios los
vuelven moléculas de eleccién en la actualidad en terapias combinadas con otros agentes
citotoxicos (Furnari, F.B., et al., 2007).

Un resumen de las vias y procesos celulares mas importantes en el desarrollo de los

GBM, asi como también las drogas actualmente bajo estudio, se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Resumen de las principales alteraciones moleculares que ocurren en los GBM. Los
asteriscos muestran las etapas que pueden ser inhibidas por drogas actualmente en estudio.
1:Rilotumumab; 2:Aflibercept; 3: Afatimib; 4: Bevacizumab; 5: Brivanib; 6: Cediranib; 7: Cetuximab;
8: Cilengtide; 9: Lenvatinib mesylate; 10: Enzastaurin; 11: Erlotinib; 12: Gefitinib; 13: Imatinib; 14:
Intedanib; 15: Lapatinib; 16: BKM120; 17: Nelfinavir; 18: Pazopanib; 19: Perifosine; 20: Sorafenib;
21: Sunitinib; 22: Tandutinib; 23: Temsirolimus; 24: Vandetanib; 25: Cabozantinib; 26: XL765; 27:
Tipifarnib;28: R04929097;29: Veliparib; 30: ATN-161; 31: AZD8055; 32: AZD2014; 33: BKM120;
34: Iniparib; 35: Rindopepimut; 36: Pegdinetanib; 37: Matuzumab; 38: Everolimus; 39: Foretinib; 40:
Ramucirumab; 41: Olavatumab; 42: 1-125 MAB-425; 43: Lonafarnib; 44: ABT-806; 45: MK2206; 46:
Nimotuzumab; 47: Dacomitinib; 48: PX-866; 49: Panobinostat; 50: Ridaforolimus; 51: Sirolimus; 52:
Vatalanib; 53: XL147;54: Bortezomib; 55: AZD7451. Tomado de Kotliarova, S. & Fine, H.A,, (2012).
Tal como describimos anteriormente, el GBM es un tumor muy heterogéneo que presenta
una elevada resistencia a la radio y quimioterapia. Dicha resistencia, sumada a la limitada
radiacion que puede administrarse por la baja tolerancia por parte del cerebro normal, a la
presencia de la barrera hematoencefalica que impide el pasaje de algunas drogas
potencialmente efectivas, el cross talk entre las vias de sefializacion alteradas y los pocos
resultados clinicos satisfactorios obtenidos por el empleo de un Unico agente dirigido
(monoterapia) vuelven imperativa la blsqueda y aplicacion de nuevas estrategias
terapéuticas contra este cancer (Sminia, P., & Westerman, B. A., 2016) (Wang, H., et al.,

2015).
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Primera parte: estudio de
estrategias terapeuticas para
CCECC vy GBM, basadas en la

sintesis de nuevos analogos del
calcitriol

Calcitriol
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Vitamina D

Generalidades

A pesar de su nombre, la vitamina D no es en realidad una vitamina (Feldman, D., et al.,
2014) sino que es el precursor de la potente hormona esteroidal llamada 1la, 25-dihidroxi
vitamina D3 (calcitriol). La vitamina D puede ser sintetizada en la piel utilizando la radiacion
ultravioleta del sol, de manera que no es un elemento esencial que debe ser ingerido,
como el resto de las vitaminas. Sin embargo, muchas personas no reciben la cantidad
adecuada de luz solar para poder sintetizar este precursor del calcitriol, debido a varias
razones, entre ellas el hecho de vivir lejos de la linea del ecuador, pasar poco tiempo
afuera de las casas, usar indumentaria que cubre completamente el cuerpo o poseer piel
oscura. Esto hace que muchos individuos sufran de déficit de vitamina D. En estos casos
se puede incorporar por la ingesta ya que ciertos alimentos la poseen.

La energia de la radiaciéon UV convierte, en la piel, al 7-dehidrocolesterol en vitamina Ds
(Holick, M.F., 2007). Posteriormente la vitamina D3 es activada secuencialmente mediante
dos etapas: una es la hidroxilacion en el carbono 25 dando 25(OH) vitamina Dz que ocurre
en el higado y es catalizada por la enzima CYP27A1 (Zhu, J., & DelLuca, H.F., 2012) y la
otra es la hidroxilacién del 25(OH) vitamina D3 en el carbono C1a que ocurre en rifién, es
catalizada por la CYP27B1 y genera el metabolito activo llamado calcitriol o 1,25(0OH),
vitamina D3 (Jones, G., et al., 2014). Ambas hidroxilasas pertenecen a la familia de la
citocromo p450 (Colonese, F., et al., 2015). Ademas de encontrarse en rifién, la CYP27B1
se encuentra en muchos otros 6rganos, pudiéndose sintetizar calcitriol extrarenalmente
(Lehmann, B., et al., 2004) (Tangpricha, V., et al., 2001) (Pillai, S., et al., 1988).

Funciones bioldégicas y mecanismo de accidn

Una de las principales funciones bioldgicas del calcitriol es el mantenimiento de la
homeostasis del calcio y del fésforo y por ello sus respuestas tipicas se producen
mayormente en el intestino, el hueso y el rindn (Mozos, I., & Marginean, O., 2015). Sin
embargo, la unién del calcitriol a su receptor VDR (que tiene una amplia distribucién en
casi todos los tejidos del organismo) también regula la expresion de varios genes que no

se relacionan con su funcion biologica clasica y que intervienen en la regulacion de
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muchos procesos fisiolégicos y patolégicos (Lucisano, S., et al.,, 2013), tal como se
describira a continuacion.

El calcitriol actua principalmente uniéndose y activando al receptor de vitamina D (VDR),
el cual es un miembro de la familia de receptores nucleares de hormonas esteroideas-
tiroideas-retinoideas. Esta union fomenta la dimerizaciébn con el receptor del acido
retinoico (RXR) para luego unirse a elementos de respuesta a la vitamina D (VDRE) en
multiples regiones regulatorias localizadas en promotores y regiones distales de los genes
blanco (Bouillon, R., et al., 2008), lo que lleva a la modulacién de la expresién de mas de
900 genes (Wang, T.T., et al., 2005) (Schuster, I., 2011). Entre estos se han descripto
genes implicados en el crecimiento celular, la diferenciacion, la apoptosis, la invasion y la
metastasis de las células tumorales (Colonese, F., et al., 2015). Esta accion del calcitriol
gue ocurre a través de su unién al VDR para modular la transcripciéon génica se la conoce
como efectos gendmicos del calcitriol. A través de la via gen6mica, la hormona induce la

expresion de, por ejemplo, el inhibidor del ciclo celular p21P"*

, el receptor de insulina, la
24-hidroxilasa, la fibronectina y el TGF. Ademas, se ha descripto que el calcitriol regula la
transcripcién de varios oncogenes y genes supresores de tumores en tejidos normales y
tumorales, aunque en la mayoria de los casos no se han encontrado elementos de
respuesta al VDR en los mismos (Beer T.M., &Myrthue, A. 2004) (Trump, D.L., et al.,
2010).

Ademas de sus acciones gendmicas, también se han descripto efectos rapidos o no
gendmicos, que no requieren de la transcripcién génica, mediante los cuales se activan
vias de transduccion de sefales que pueden o no terminar en la modulacién de la
transcripcién génica (Haussler, M.R., et al., 2011) (Guessous, ., 2015). La figura 12
muestra las vias gendémica y no gendémica del calcitriol y su interrelacion.

Mas del 85% de la vitamina D que circula en plasma lo hace enlazada a la proteina de
unién a vitamina D (VDBP). Esta proteina es una alfa globulina (58 kDa), producida en el
higado (Speeckaert, M., et al., 2006) y entre sus funciones se destacan: prolongar la vida
media de la vitamina D al protegerla de la degradacién, modular su ingreso en las células
blanco y mantener los niveles plasmaticos de la vitamina D a través de la reabsorciéon
renal (Brown, A.J., & Coyne, D.W., 2012) (Nykjaer, A., et al.,1999) (Kalousova, M., et al.,

2015).
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Figura 12. Vias de accién gendémica y no gendmica del calcitriol y su crosstalk. Tomado de
Campbell, F.C., et al., (2010).

Deficiencia e insuficiencia de vitamina D

La deficiencia de este compuesto es un problema sanitario comun, a menudo no tratado,
gue se vincula con complicaciones esqueléticas y extraesqueléticas como raquitismo,
caries dentales, retraso del crecimiento en nifios, osteomalacia, osteopenia, osteoporosis,
disminucion de la fuerza muscular, caidas, mayor riesgo de fracturas. La insuficiencia se
asocia con obesidad, diabetes mellitus, colesterol HDL bajo, edad avanzada, mayor
distancia del ecuador, piel oscura, temporada de invierno, contaminacién atmosférica,
tabaquismo, mala absorcion, enfermedad renal y hepdtica, y el consumo de cierta
medicacién como anticonvulsivos y glucocorticoides (Lee, J.H., et al., 2008) (Al Mheid, |

et al., 2013) (Somjen, D., et al., 2005) (Zhou, C., et al., 2008) (Adams, J.S., & Hewison,
M., 2012) (Chowdhury, R., et al.,2014) (Norman, P.E., & Powell, J.T., 2014) (Wang, L., et
al., 2013) (Lee, J.H., et al., 2011) (Patel, R., & Rizvi, A.A., 2011) (Kunadian, V., et al.,
2014) (Mozos, ., & Marginean, O., 2015). La prevalencia de la deficiencia de vitamina D

es alta a nivel mundial. Se estima que mil millones de personas sufren de deficiencia de
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vitamina D (Holick, M.F., & Chen, T.C., 2008), afectando al 40% de la poblacién
norteamericana y europea (Holick, M.F., 2007).

A pesar de los mdltiples debates acerca de cual es la concentracion de vitamina D
deseable para el mantenimiento de la salud, no se ha llegado a un consenso general para
definir deficiencia e insuficiencia de vitamina D. Los niveles de vitamina D se miden a
través de su metabolito, el 25(0OH)D; dado que este es considerado el biomarcador que
mejor refleja el estatus de vitamina D, especialmente en invierno (Feldman, D., et al.,
2008). Mientras que la deficiencia de vitamina D se define como una concentracion sérica
de 25(OH)D3; menor a 20 ng/ml (50 nmol/L), la insuficiencia se define entre 20 y 29 ng/ml
(50-75 nmol /L). Los debates acerca de cada definicion se incrementaron luego de que en
el 2011 el Instituto de Medicina (IOM) perteneciente a la Academia Nacional de Medicina
de Estados Unidos elaborara su informe en relaciéon a los requerimientos de vitamina D y
sus beneficios para la salud. En definitiva, se consideran como adecuados los niveles
séricos de vitamina D cuando la concentracion de 25(OH)D; es superior a 30 ng/ml; los
niveles entre 15 a 30 ng/ml se consideran como insuficientes y los valores inferiores a 15
ng / mL definen a la deficiencia de vitamina D (Guessous, |., 2015) (Holick, M.F., 2007)
(Nigwekar, S.U., et al., 2012) (Kalousova, M., et al., 2015) (Lee, J.H.,et al.,2008) (Holick,
M.F., & Chen, T.C., 2008) (Mozos, I., & Marginean, O., 2015). De acuerdo con un informe
del IOM, una dosis de vitamina D de 600 Ul / dia seria beneficiosa para los huesos, pero
no es seguro si las dosis mas altas podrian reducir el riesgo de enfermedades croénicas,
incluyendo el cancer y la patologia cardiovascular (Del Valle, H. B., et al., 2011) (Hilger, J.,
et al., 2014).

En relacién a nuestra regién, sélo se publicaron unos pocos estudios sobre el estatus de
la vitamina D en América del Sur. La mayoria de estos estudios utilizaron pocos individuos
y pertenecen a unos pocos paises. En un estudio realizado en Argentina se hall6 un
gradiente norte-sur con niveles mas altos de vitamina D cerca del ecuador, tal como es
esperable (figura 13) (van Schoor, N.M., & Lips, P., 2011).

51.8 Figura 13. Niveles plasmaticos de 25 (OH) D en Argentina. Se
evidencia un gradiente Norte-Sur, disminuyendo a medida que la
TR latitud aumenta. Tomado y adaptado de Van Schoor, N. M., &

e Lips, P. (2011).
aatd Ps. P (2011
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Vitamina D v la prevencién del cancer

La primera evidencia, en seres humanos, de la existencia de una relacion entre la
vitamina D y la prevencion del cancer provino de estudios ecoldgicos y geogréaficos que
sugirieron que una buena exposicion a la luz solar (UV) o el hecho de vivir en latitudes
menores, se relacionaba con una menor incidencia de cancer de colon (Garland, C.F., &
Garland, F.C., 1980). Posteriormente, otros estudios mostraron correlaciones similares
para el cancer de prostata (Schwartz, G.G., & Hulka, S., 1990) (Hanchette, C.L., &
Schwartz, G.G., 1992). Estos estudios estimularon el desarrollo de nuevas investigaciones
sobre la existencia de asociacion entre los niveles circulantes de 25(0OH)D; y la incidencia
y mortalidad de diferentes tipos de cancer (Giovannucci, E., 2011). Varios meta-analisis
demostraron una reduccion estadisticamente significativa de entre un 30 a un 40% en el
riesgo de contraer cancer de colon en personas con altos niveles de 25(0OH)D; en
comparacion con aquellas que poseen bajos niveles (Lee, J.E., et al., 2011). En cambio,
para otros tipos de cancer no se han encontrado asociaciones significativas y para el
cancer de mama las asociaciones encontradas han sido contradictorias. Posteriores
estudios, algunos de los cuales estan aun en curso, incluyen el testeo de compuestos de
vitamina D en ensayos clinicos con el objetivo de evaluar si el consumo de dichos
compuestos disminuye la incidencia de cancer. En general, algunos de estos estudios ya
finalizados sugieren que la vitamina D o el calcitriol podrian ser terapéuticamente
beneficiosos (Feldman, D., et al., 2014). Estos ensayos clinicos se han disefiado y se
llevan a cabo guiados por los resultados obtenidos en los numerosos ensayos preclinicos
gue demuestran que los compuestos de vitamina D ejercen potentes efectos

antitumorales, tal como se describird a continuacion.

Efectos antitumorales de compuestos de la vitamina D

El calcitriol, ademas de su participacién en la homeostasis del calcio y del fésforo, modula
la mayoria de las capacidades que la célula tumoral adquiere en su progresion hacia el
estado maligno y posterior diseminacion metastasica, capacidades que se han
denominado “hallmarks” del cancer (Hanahan, D., & Weinberg, R. A., 2000). Se
describieron, como ya hemos mencionado, seis capacidades, dos caracteristicas

facilitadoras y dos capacidades emergentes (Hanahan, D. & Weinberg, R.A., 2011). El
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calcitriol, por ser capaz de modular varias de las capacidades detalladas es que se
convierte en un buen candidato para la terapia antitumoral (figura 14).
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Figura 14. Capacidades que la célula tumoral adquiere en su progresion hacia el estado maligno y
gue se han demostrado estar moduladas por el calcitriol. Tomado de Salomén, D.G., et al., (2014).

A continuacion, se describiran algunos de los principales trabajos que han reportado

efectos de compuestos de la vitamina D en cada una de estas capacidades.

Efectos sobre la proliferacion y diferenciacion celular

En 1981 Colston y col. reportaron por primera vez un efecto del calcitriol sobre la
proliferacion de células de melanoma (Colston, K., et al., 1981) y, a partir de este reporte,
numerosos trabajos demostraron efectos anti-proliferativos de la vitamina D sobre células
malignas y no malignas (Colston, K.W., & Hansen, M., 2001) (Stewart, L.V.,& Weigel,
N.L., 2004) (Bouillon, R., et al., 2006) (Gombart, A.F., et al., 2006) (Deeb, K.K., et al.,
2007) (Krishnan, A.V., et al., 2007) (Welsh, J. et al., 2007). Ese mismo afio fue publicado
un trabajo que demuestra que el calcitriol induce la diferenciacion en células de leucemia
mieloide (Abe, E., et al., 1981). Posteriormente, se demostré el efecto de la hormona
sobre la diferenciacion de varios tipos celulares diferentes (Diaz, G.D., et al., 2000)
(Huerta, S., et al., 2002) (Cross, H.S., & Kéllay, E., 2005). Es importante resaltar que se

observd que dichos efectos antitumorales eran especificos del tipo celular y de su
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contexto (Gocek, E., & Studzinski, G. P., 2009). Sin embargo, en la mayoria de las células
el mecanismo celular de accion del calcitriol parece ser comdn y consistir en un arresto
del ciclo celular en G¢/G; (Stewart, L.V., & Weigel, N.L., 2004) (Bouillon, R., et al., 2006).
Analizando los mecanismos moleculares a través de los cuales el calcitriol ejerce efectos
antiproliferativos, se encontré que produce inhibicion de ciclinas y de quinasas
dependientes de ciclinas (Yang, E.S.,& Burnstein, K.L., 2003) ya sea modulando su
expresion o mediante la induccién de los inhibidores p21**" (aumenta los niveles tanto del
ARNm como de la proteina) y p27"* (disminuye su fosforilacién, evitando su
reconocimiento por el sistema ubiquitin-ligasa SKP2 y prolongando la vida media de esta
proteina) (Liu, M., et al., 1996) (Freedman, L.P., 1999) (Yang, E.S., & Burnstein, K.L.,
2003) (Bouillon, R., et al.,, 2006). Ademas, el calcitriol estimula la expresion de E-
cadherina (Palmer, H. G., et al., 2001), inhibe la actividad transcripcional de -catenina
(Shah, S., et al., 2006), modula la activacion de las vias del TGF-B, el IGFBP3, el EGFR y
reduce los niveles de c-myc y c-jun (Bouillon, R., et al., 2006) (Fleet, J.C., 2008).

En relacion a su efecto sobre la diferenciacion celular es importante aclarar que es muy
raro que la diferenciacion de las células tumorales conduzca a células completamente
normales; sin embargo, el objetivo final de la diferenciacién es detener la proliferacion de
esas células al arrestar el ciclo celular (Coffman, F.D., & Studzinski, G.P., 1999) (Harrison,
L.E., et al.,1999) (Wang, Q.M., et al., 2000) en fase Gy/G; (Yang, E.S., & Burnstein, K.L.,
2003) (Stewart, L.V., & Weigel, N.L., 2004) (Bouillon, R., et al., 2006) (Krishnan, A.V., et

al., 2007) vy reducir la supervivencia de las células dferenciadas.

Efectos sobre la muerte celular

El calcitriol promueve la apoptosis en células de diferentes tipos de tumores tales como
carcinoma mamario, celular escamoso, colorrectal y de prostata, en mieloma,
retinoblastoma y leucemias (Vandewalle, B., et al., 1995) (Guzey, M., et al., 2002)
(Simboli-Campbell, M., et al., 1994 y 1997) (Diaz, G.D., et al., 2000). Se ha descripto que
la induccion de apoptosis se debe a la disminuciéon de la expresidon de proteinas anti-
apoptdticas (Bcl-2 y Bcl-XL) e induccion de la expresion de proteinas pro-apoptéticas
(Bad, Bax y Bak) (Welsh, J. et al., 2007) (Blutt, S.E., et al., 2000) (Chen, T.C., & Holick,
M.F., 2003) con la consecuente liberacion del citocromo C, seguido del clivaje de PARP
(Flanagan, L.,et al.,, 2003); ademds, induce la expresion de las caspasas 3, 4, 6 y 8

(Swami, S., et al., 2003). Por otra parte, también se asocio el efecto del calcitriol sobre la
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muerte celular con la reduccion de la expresion de IFGR (Xie, S.P., et al.,1997), la
induccion de MEKK1 (McGuire, T.F., et al., 2001), la activacion de la via de sefializacion
de la esfingomielina-ceramida-gangliésido GD3 (Bektas, M., et al., 2000), la reduccién de
la expresion de Akt (Bernardi, R.J., et al, 2001) (Bernardi, R.J., et al., 2002) y el
incremento de TNFa (Rocker, D., et al.,1994).

También se ha descripto que el calcitriol y varios de sus analogos inducen autofagia
indirecta en células cancerosas (Tavera-Mendoza, L., et al., 2006) (Wang, J., et al., 2008)
(Hayer-Hansen, M., et al., 2005). Por otro lado, se observé que los agentes movilizadores
del Ca®* (como lo es el calcitriol) incrementan el nimero de autofagosomas (Hgyer-
Hansen, M., et al., 2010) (Bristol, M.L., et al., 2012); el calcio activaria a CaMKK- 3 —un
inductor de autofagia— que activa a AMPK (Hgyer-Hansen, M., et al., 2007)° el cual inhibe
el complejo mTORC1, regulador de la autofagia (Corcelle, E.A.,. et al., 2009). También se
ha demostrado que el calcitriol incrementa la sensibilidad de las células tumorales al

tratamiento con varias drogas citotdxicas y con radiacion (Weitsman, G.E, et al., 2005).

Efectos sobre la angiogénesis vy la metastasis

La formacion de nuevos vasos es esencial para el crecimiento del tumor primario y para la
migracion de la célula neoplasica a sitios distantes (Folkman, J., 1995). Se ha reportado
gue el calcitriol puede inhibir la angiogénesis mediante la disminucién de la expresién del
factor inducible por hipoxia 1-a (HIF 1A), del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF-B) (Ben-Shoshan, M., et al., 2007) o de la interleuquina 8 (IL-8) (Bao, B.Y.,et al.,
2006). In vivo se ha demostrado que disminuye la vascularizacién de los tumores de
mama (Mantell, D.J., et al., 2000) y colon (Iseki, K., et al., 1999). En relacién a la invasion
y la metastasis se ha reportado que el calcitriol reduce el potencial metastasico de las
células tumorales mediante la inhibicion de serin-proteasas, la disminucién de la secrecion
de las metaloproteinasas MMP2, MMP9 y/o MMP13, y mediante el incremento de la
actividad del inhibidor de TIMP-1(metaloproteinasa -1) y TIMP2 (Schwartz, G.G., et al.,
1997) (Bao, B.Y., et al., 2006) (Ma, Y., et al., 2013), (Chiang, K. C., et al.,2014) (Lin, R., et
al., 2002) (Koli, K., & Keski-Oja, J., 2000) (Bao, B.Y., et al., 2005) (Chiang, K. C., et al.,
2014)°. El cambio de expresién de E-cadherinas por N- cadherinas se considera un
hallmark de la EMT (Cavallaro, U., et al., 2002). En relaciéon a esto, se ha demostrado
que el calcitriol reprime la expresion de N -cadherina y aumenta la expresion de E-

cadherina en varias lineas celulares de cancer de mama humano (Campbell, M.J., et al.,
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1997) (Beer T.M., & Myrthue, A. 2004). Ademas, inhibe la expresién de a6-integrina y 4-
integrina (Sung, V., & Feldman, D., 2000) (Pendéas-Franco, N., et al., 2007) que participan
en el proceso de transformacion epitelio-mesenquimatico que la célula tumoral sufre

durante el proceso invasivo (Friedrichs, K., et al., 1995) (Mukhopadhyay, R.,et al., 1999).

Efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores

Como vimos, una de las caracteristicas facilitadoras que desarollan las células tumorales
es la activacion de procesos inflamatorios (Hanahan D. & Weinberg R.A., 2011) y esto
contribuye al desarrollo tumoral al activar multiples vias de sefalizacion en dichos tejidos
(Allavena, P., et al., 2008) (Lucia, M.S., & Torkko, K.C., 2004) (Mantovani, A., et al., 2008).
Se ha reportado que el calcitriol disminuye la expresion de COX-2 (enzima responsable
de sintetizar PGs que favorecen la proliferacién celular, promueven la angiogénesis e
inhiben la apoptosis) e incrementa la de 15-PGDH (responsable de catabolizar a las PGs)
en varios tumores (Moreno, J., et al., 2005) (Narayanan, B. A., et al., 2006) (Yan, M., et
al., 2004) (Myung, S.J., et al., 2006). El calcitriol, ademas, disminuye la producciéon de
citoguinas pro-inflamatorias como IL-8 mediante el aumento de la expresion de MAP
guinasa fosfatasa 5 (MKP5) (Peehl, D. M., et al., 2004). El factor de transcripcion NF-kf3
es clave tanto en la respuesta inmune como en la inflamacibn ya que activa la
transcripcién de citoquinas pro-inflamatorias, quemoquinas y factores anti-apoptéticos
(Karin, M., & Lin, A., 2002) (Catz, S.D.,& Johnson, J.L., 2001), factores que promueven la
progresion del ciclo celular (c-myc y ciclina D1), enzimas proteoliticas (MMP9) y factores
angiogénicos (VEGF e IL-9) (Suh, J., & Rabson, A. B., 2004). El calcitriol bloquea la
actividad de NF-kB mediante un incremento de IkB (Stio, M., et al., 2007) (Cohen-Lahav,
M. et al., 2006); ademas, reduce la traslocacién nuclear de la subunidad p65 de dicho
factor, suprimiendo la transcripcion de IL-8 (Bao, B.Y., et al., 2006). Se ha demostrado
gue el calcitriol modula tanto la inmunidad innata como la adaptativa (Hart, P. H., et al.,
2011) (Chen, Y., et al., 2013). Mas especificamente, se reportd que el calcitriol inhibe la
activacion de linfocitos T efectores y la produccion de citoquinas mediante la estimulacion
de los linfocitos T reguladores (Adams J.S., & Hewison M., 2008). Ademas, se demostrd
gue inhibe a los linfocitos B productores de anticuerpos, promueve la diferenciaciéon de las
células CD34+ inmaduras en células presentadoras de antigenos (Kulbersh, J.S., et al.,
2009) y revierte los mecanismos inmunosupresores en pacientes (Walsh, J.E., et al.,
2010).
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Efectos sobre la reprogramacién del metabolismo energético

Las células cancerosas reprograman el metabolismo de la glucosa y su produccion
energética conduciendo a un estado denominado glucélisis aerébica. Esto lo consiguen,
en parte, por aumento de expresion de transportadores de glucosa como Glut-1 el cual
incrementa la concentracion del hidrato de carbono dentro del citoplasma (Jones, R.G., &
Thompson, C.B., 2009) (Hsu, P. P., & Sabatini, D.M., 2008). Se ha demostrado que el
calcitriol modula al transportador Glut-1 en varias lineas tumorales humanas (Ben-
Shoshan, M., et al., 2007).

Efectos sobre la respuesta al dafio al ADN

El calcitriol incrementa la expresion de varios genes que reparan el ADN, como Rad50,
ATM, XPC (xeroderma pigmentosum complementation group C) y DDB2 (damage-specific
DNA binding protein 2) (Chiang, K. C., & C Chen, T., 2013) (Demetriou, S.K., et al., 2012)
(Moll, P.R., et al., 2007). Por oro lado se demostré que los queratinocitos de la epidermis
de ratones carentes de VDR son deficientes en la respuesta al dafio en el ADN (DDR,
DNA damage response), mostrando una disminucion en el clearence de ciertos aductos
de ADN (dimeros de pirimidina), producidos luego de irradiacién con UVB (Demetriou,
S.K., et al,
incrementa el clearence de los dimeros de primidina y los niveles de p53 (Dixon, K.M., et
al., 2005) (Gupta, R., et al.,

de dafio al ADN inducido por productos del metabolismo oxidativo en linfocitos hormales,

2012). En cambio, en ratones conteniendo un VDR intacto, el calcitriol

2007). Tambien se report6d que el calcitriol atenud los niveles

en carcinoma pulmonar y en células tumorales linfoblasticas (Halicka, H.D., et al., 2012).
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Aplicaciones terapéuticas del calcitriol y analogos en cancer

Tal como hemos detallado, existen numerosos reportes sugiriendo la potencialidad de los
compuestos de la vitamina D en la prevencion o en el tratamiento del cancer. Si bien el rol
del calcitriol en la quimioterapia tumoral esta en sus albores, el hecho de que se trate de
una sustancia fisiolégica lo vuelve atractivo, ya que dificilmente provoque muchas
reacciones adversas. Uno de los efectos secundarios del calcitriol puede ser el desarrollo
de hipercalcemia, el cual se produce a dosis supra-fisiol6gicas y limita su empleo (Jung,
S. J, et al., 1994) (Jones, G., 2008). Por esto, la estrategia empleada es desarrollar
analogos del calcitriol que emulen sus efectos beneficiosos y posean reducida la
capacidad hipercalcemiante (Bouillon, R., et al., 1995) (Ji, Y., et al., 2002) (Collins, E.D., et
al., 2005) (Aparna, R., et al., 2008) (Gocek, E., & Studzinski, G. P., 2009). La mayoria de
estas moléculas sintéticas poseen modificaciones en la cadena lateral, en el anillo A (a
veces combinado con cambios en la cadena lateral), en los anillos C y D y en el sistema
triénico. Los ligandos deben producir, al unirse, un cambio conformacional del VDR
produciendo una disociacion eficiente de las proteinas co-represoras del receptor, asi
como una unién especifica de las proteinas co-activadoras, para conducir a la activacion
transcripcional, es decir, para actuar como agonistas (Carlberg, C., 2003). Las
modificaciones planificadas en los analogos procuran, por un lado aumentar la afinidad de
los compuestos por el sitio de unién del ligando (VDR-LBD) sustituyendo atomos de
hidrogeno por otros mas electronegativos o adicionando atomos de carbono y por otro
lado modular la estabilidad metabdlica de los compuestos introduciendo atomos de
oxigeno o enlaces dobles o triples (Carlberg, C., & Mourifio, A., 2003). Hay algunos
analogos del calcitriol que ya se utilizan en la clinica aunque, hasta la fecha, es para el
tratamiento de patologias no malignas (DeLuca, H. F., & Plum, L. A., 2016). Sin embargo
hay muchos otros que se han disefiado y sintetizado y se encuentran en alguna etapa de
ensayos preclinicos o clinicos para el tratamiento del cancer. En la tabla 5 se detallan
algunos analogos del calcitriol sintetizados hasta la fecha, con su correspondiente

modificacion estructural, y un comentario acerca de sus efectos.
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al C20

Alquilacionde la cadena
lateral, le confiere rigidez

Lacadena lateral comienza
enelCl2ynoenel C17

Lacadenalateralcomienza
enelCl8ynoenel C17

Fluoracién de lacadena
lateral

Modificacién dela cadena
lateral

Modificacion en el Anillo A
(metanolen 1-a),
insaturacionenelCl6e
incorporacion de 2 &tomos
de Flior en C24

Fluoracién en el Anillo D
Modificacion en el sistema

triénico

Dos cadenas lateralesen el
Cc20

Actla como un superagonistaen cultivo. Es pro
diferenciadory antiproliferativo. Muestra efecto
calcemiantein vivo.

Posee una actividad biolégica similar al calcitriol
aunque con una afinidad menor por VDR.

Tiene un 70% de afinidad por VDR respecto al
calcitriol, pero media solo un 20% de la
actividad transcripcional del receptor.

Significativo efecto antiproliferativoy
prodiferenciador en cultivo de lineas tumoralesy
disminuidaactividad calcemiante.

Posee resistencia a la degradacion por parte de
la enzima 24-hidroxilasa.

Hiperacetila tubulina, acetila histonasy presenta
actividad antiproliferativa y citotdxica mas eficaz
que el calcitriol en cultivo de células tumorales.

Altamente antiproliferativo, de baja actividad
celcemiante. Inhibe el crecimiento de
neuroblastomain vivo.

Incrementa la diferenciacion celular en cultivo.

Similar afinidad de enlace por VDR que el
Calcitriol, pero menor potencia en las actividad
biolégica.

In vitro se comporta como un agonistadébil; sin

embargo, in vivo demostré mayor potencia que
el calcitriol.

Tabla 5. Ejemplos de analogos del calcitriol. Tomado y adaptado de Carlberg, C., et al., (2012).

Analogos del calcitriol en ensayos clinicos

Algunos andalogos del calcitriol han llegado a ser evaluados en ensayos clinicos en
algunos tipos de cancer ya sea solos o combinados con otros agentes citotdxicos.
Algunos analogos tienen efectos variados sobre diferentes tipos de cancer por lo que es
necesario desarrollar estudios en cada caso para definir fehacientemente su utilidad
terapéutica. Por ejemplo, aunque el analogo EB1089 fue beneficioso en pacientes con
carcinoma hepatocelular (ensayo clinico, fase Il) (Dalhoff, K., et al., 2003), ensayos
posteriores mostraron resultados negativos para el cancer pancreético (Evans, T.R., et al.,
2002), adenocarcinoma mamario y cancer colorrectal (Gulliford, T..et al.,, 1998). Un

estudio de fase I/ll del analogo 19-nor-1a-25-dihidroxivitamina D, (paricalcitol) en
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pacientes con cancer de prostata avanzado mostré que, aunque la droga fue bien
tolerada, no hubo una respuesta significativa (Schwartz, G.G., et al., 2005). El 1a-hidroxi
vitamina D3 fue testeado en ensayos clinicos en fase | y Il en pacientes con céancer de
préstata, solo o combinado con docetaxel, y generé una limitada respuesta antitumoral
(Liu, G., et al., 2002) (Liu, G., et al., 2003) (Attia, S., et al., 2008). Este analogo también
fue testeado en ensayos de fase Il en glioma y se observé respuesta favorable en el 20%
de los pacientes (Trouillas, P., et al., 2001). El Inecalcitol (19 nor-, 14 epi-, 23-yne, 1a, 25-
dihidroxivitamina D3) es un reciente analogo que combinado con docetaxel fue
administrado a pacientes con cancer de préstata avanzado y mostro actividad antitumoral
sin generar hipercalcemia (Medioni, J., et al., 2009). En algunos de los ensayos clinicos
realizados hasta la fecha la administracion diaria de los anélogos del calcitriol ha
generado hipercalcemia; en otros ensayos no se evidenciaron efectos téxicos aunque
tampoco se observaron efectos beneficiosos. La ausencia de la respuesta favorable
podria deberse a que es dificultoso conseguir in vivo las dosis eficaces del compuesto
debido a la baja biodisponibilidad de él (Trump, D.L., et al., 2004). También podria
deberse al hecho de que las células tumorales expresan altos niveles de la enzima
catabdlica CYP24A1 lo que limita la concentracién de la droga en el tumor. Por ello la
sintesis de nuevos analogos de la vitamina D y su analisis en ensayos preclinicos

continua.

Estudios de calcitriol y analogos en Carcinoma Celular Escamoso de Cabeza y Cuello y

en Glioma

Se han llevado a cabo algunos estudios de la potencialidad terapéutica del calcitriol o de
sus analogos en CCECC y en gliomas. La mayoria de estos fueron realizados utilizando
células en cultivo pero algunos de ellos han llegado a ensayos clinicos (Trouillas, P., et al,
2001; Mulpur, B. H., et al., 2015). Nuestro grupo de trabajo demostré que un analogo
alquinilfosfonato del calcitriol (C10) poseia efectos sobre la viabilidad de lineas de CCECC
(Salomén, D. G., et al. 2011); sin embargo, al realizar ensayos in vivo en dos modelos
animales de CCECC no se observd actividad antitumoral (resultados no publicados).

La tabla 6 muestra los resultados reportados hasta la fecha de estudios de calcitriol y
analogos en carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello y la tabla 7 detalla los

estudios efectuados en glioma.
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Calcitriol

Aumenta la expresion de p27 (ARNm y proteina) en
cultivo, anfiregulina

Induce anfiregulina, en cultivo, colaborando con la
inhibicién del crecimiento celular.

Disminuye la expresién de p21 (ARNm y proteina)
en cultivo.

Suprime la expresion de ARNm y la produccion de
la proteina relacionada con la hormona paratirdidea
(PTHIP).

Vol. Tumoral in vivo, con | de la expresion de p21
intratumoral. El nivel de p27 no se modificé.

Se observo, en cultivo, que evita la desorganizacion
del citoesqueleto que ocurre en las células
endoteliales expuestas a los productos derivados de
CCECC.

Se observo, en cultivo, arresto del ciclo en G0/G1
con aumento de la expresion de p27.

Desfosforilacion de MEK y ERK 1/2. Se inhibe la
fosforilacion y expresion de Akt en cultivo. La
apoptosis podria ser mediada por p38 MAPK.

tVDR, |angiopoietina-2 en cultivo.

tpl8en cultivo.

Retrasala carcinogénesisin vivo.

tcélulas T CD4(+) y CD8(+) en pacientes. Ademas,
el tiempo de recurrencia del tumor es mayor en
pacientes tratados con calcitriol.

1|CD34+ 1células dendriticas maduras en pacientes.

TCYP2R1 y la expresion de ARNm de VDR. tla
expresion c-Fos, p-c-Jun y la actividad de c-Jun N-
terminal quinasa (JNK) en tejidos tumorales.

(Hershberger, P.A. et
al., 1999)

(Akutsu, N. et al.,
2001)

(Hershberger, P.A. et
al., 1999)

(Abe, M. et al., 1998)

(Hershberger, P.A. et
al., 1999)

(Witt, C.J. et al., 2000)

(Kornfehl, J. etal.,
1996;
Hager, G. et al., 2001)

(McGuire, TF. et al.,
2001)

(Bernardi, R.J. et al.,
2002)

(Gedlicka, C. et al.,
2006)

(Meier, J.D. et al.,
2007)

(Walsh, J.E. et al.,
2010)

(Kulbersh, J.S. et al.,
2009)

(Sundaram, K. et al.,
2014)

Tabla 6. Efectos observados en cultivo e in vivo para el tratemiento de CCECC con calcitriol. Se
informa la referencia correspondiente a cada observacion.

55



22-oxa-1,25- Se observo en cultivo: { proliferacion celular, (Satake, K. et al.,
(OH)2D3 (OCT) /1 apoptosis y detiene el ciclo celular, TMa 2003)
sensibilidad hacia los farmacos

guimioterapéuticos y down regularé varios
factores de la angiogénesis y un factor de
apoptosis; survivina.

MC1288y Redujeron la proliferacion celular vy (Hager, G.et al.,, 2004)
CB1093 detuvieron el ciclo celular en GO/G1 en

cultivo.
PRI-1906 y Se determind efecto antiproliferativo en (Wietrzyk,J. etal.,
PRI-2191 cultivo, y combinado con citostaticos se 2007)

observé sinergismo u aditividad de efectos.
PRI-1906 es mas efectivo como potencial
agente antitumoral.

Calcitriol + Se potenciaron in vitro e in vivo a través de la  (Ma, Y. et al., 2008)
cisplatino induccién dep73y de la apoptosis.
MART-10 Redujo el crecimiento tumoral in cultivo e in (Chiang, K.C. et al.,

vivo, no produjo hipercalcemia. Arresté el 2013)
ciclo celular en GO/G1, | la expresion de Ki-
67,Tp21y p27, y suprimio la expresion de la
telomerasain cultivo.

Calcitriol + Se ensayd in vivo, inhibié el crecimiento (Bothwell, K.D. etal,
erlotinib tumoral, fue bien tolerado y no provocd 2015)
(inhibidor de cambios en el peso corporal, redujo el grado
EGFR) de displasia y down reguld fosfo-akt y fosfo-
EGFR.
Calcitriol + Sinergia en la citotoxidadin vitro e in vivo (Hershberger, P.A. et
paclitaxel al, 2001)
C10 Redujo la viabilidad celular in cultivo. Sin (Salomén, D.G. et al,,
efecto hipercalcemiante in vivo. 2011)

Tabla 6 (continuacién). Efectos observados in cultivo e in vivo para CCECC tratados con analogos
del calcitriol y con calcitriol en tratamientos combinados.
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Calcidiol y Calcitriol

KH 1060

MC 1288 y CB 1093

Colecalciferol

Alfacalcidiol

Calcitriol

Suplemento de
vitamina D

Calcitriol +
Temozolomide

C10

Reduce el crecimiento e induce apoptosis en cultivo

Induce apoptosis mas poderosa que la del calcitriol y
fragmentacion de ADN e induccién de c-myc en
cultivo.

Induce apoptosis semejante a la del calcitriol y
fragmentacion de ADN e induccidn de c-myc en
cultivo.

Induce apoptosis, a través de la via de la
esfingomielina que produce incremento de la
concentracion intracelular de ceramidas, en cultivo.

Regresion progresiva y perdurable de gliomas
malignos en pacientes. Rediferenciacion celular en
cultivo

La modulacién de las vias de sefializacion de Notch
por calcitriol no regularia el crecimiento de lineas
celulares de GBM.

1 c-myc, GADDA45, p53, evidencia que apoyala idea
de que el calcitriol induce muerte celular programada
en cultivo. 1 IL-6 en cultivo.

Reduccidn de la mortalidad de los pacientes
consumidores.

Efectos antitumorales sinérgicos en cultivo entre
ambos agentes. La apoptosis se efectuaria mediante
autofagia.

Reduce laviabilidad celular en cultivo. Sin efecto
hipercalcemiante in vivo.

(Magrassi, L. et
al., 1995)

(Baudet, C. et
al., 1996)

(Baudet, C. et
al., 1996)

(Magrassi, L. et
al., 1998)

(Trouillas, P. et
al., 2001)

(Reichrath, S. et
al., 2010)

(Baudet, C. et
al., 1996 )

(Mulpur, B.H. et
al., 2015)

(Bak, D.H. et
al., 2016)

(Salomoén, D.G.
etal., 2011)

Tabla 7. Efectos observados in cultivo e in vivo para gliomas tratados con analogos del calcitriol y

con calcitriol.

57



Hipotesis y Objetivos

“La realidad no tiene la menor obligacion de ser interesante...,
Pero no las hipétesis.”
La muerte y la brujula — Jorge Luis Borges
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Hipotesis y objetivos

Tal como se detallé en Introduccién, el cancer se ha convertido en una de las
enfermedades de mayor impacto socio-econédmico en el mundo occidental.
Lamentablemente, a pesar de los avances realizados en las terapias oncolégicas, la
sobrevida de los pacientes se ha mejorado levemente en algunos tipos de cancer, tal es el
caso de los carcinomas celulares escamosos de cabeza y cuello (CCECC) y el
glioblastoma multiforme (GBM). Por ello resulta importante profundizar la basqueda y el
desarrollo de terapias novedosas, evaluando nuevas drogas o combinacion de agentes

nuevos o ya utilizados.

Tal como describiéramos, el calcitriol posee actividad antitumoral en varios tipos de
cancer. Algunos ensayos clinicos realizados a la fecha, ya sea en forma individual o en
combinacion con agentes citotéxicos han mostrado resultados alentadores, aunque en la
mayoria de los casos se ha observado una importante hipercalcemia como efecto
secundario. Este efecto colateral dificulta la administracion de la dosis necesaria para
inducir una respuesta antitumoral y por ello se estan disefiando racionalmente nuevos
analogos del calcitriol que posean iguales 0o mayores efectos antitumorales pero que
carezcan de la actividad hipercalcemiante. El objetivo general de esta primer parte del
trabajo de tesis es estudiar la potencialidad terapéutica de dos analogos del calcitriol

sintetizados por nuestro equipo de trabajo para el tratamiento del CCECC y de gliomas.

La hipotesis de trabajo es que los analogos del calcitriol AM-27 y ML-344, modificados
en la cadena lateral con la adicion de un grupo oxolano y de un grupo amida,
respectivamente, ejercen efectos antitumorales en CCECC y GBM, presentando escasa o
nula actividad calcémica y con altas probabilidades de ser efectivos en futuros ensayos

clinicos para estos tipos de cancer.

Objetivos especificos

Debido a que el calcitriol o algunos de sus analogos poseen fuertes efectos
hipercalcemiantes que imposibilitan su administracion en las dosis necesarias para la
accion antitumoral, es capital evaluar la capacidad calcemiante de los nuevos anélogos

sintetizados, asi como su toxicidad. Por lo tanto, el primer objetivo fue:
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1. Evaluar la toxicidad y los efectos hipercalcemiantes de los nuevos analogos AM-27 y
ML-344 en ratones, comparandolos con los de la hormona natural.

Dado que es necesario comenzar a evaluar si los analogos poseen actividad antitumoral
en células en cultivo, el segundo objetivo que nos propusimos fue:

2. Estudiar los efectos de AM-27 y ML-344 sobre la proliferacion, apoptosis y migracion de
células de lineas tumorales de CCECC y GBM, comparandolos con los ejercidos por

calcitriol.

El comportamiento de las células en cultivo puede ser diferente al de las células cuando
se encuentran formando parte integral de los tejidos en el organismo. Por esta razén, las
potenciales drogas antitumorales deben testearse también en modelos animales. Por lo
tanto, el siguiente objetivo fue:

3. Investigar la actividad antitumoral de los analogos en modelos animales de CCECC y
GBM.

Los ensayos preclinicos pueden trasladarse a ensayos clinicos mas efectivamente si se
conocen los mecanismos de accién de las drogas. Uno de los mecanismos de accion del
calcitriol es el genémico, que requiere de su unién al receptor VDR. Es conocido que los
diferentes analogos poseen diferente afinidad por el VDR, la cual es una de las
explicaciones de la accion diferencial de los mismos. Con el fin de comenzar a evaluar la
afinidad por el VDR de los nuevos analogos sintetizados, el siguiente objetivo fue:

4. Desarrollar estudios computacionales, partiendo desde la estructura cristalografica del
complejo calcitriol-VDR con el objeto de comparar el tipo y fuerza de interaccion

intermolecular que se establecen entre cada uno de los analogos con el VDR.
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Materiales y Méetodos

“Give us the tools and we will finish the job”
Winston Churchill (1874-1965)
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Materiales

Células utilizadas

Linea celular T98G, derivada de un glioblastoma multforme humano, facilitada
gentilmente por el Dr. Silvio Gutkind.

Linea celular U251, derivada de un glioblastoma multforme humano, facilitada
gentilmente por el Dr. Silvio Gutkind.

Linea celular GL26, derivada de un glioblastoma murino aparecido en la cepa C57BL/6,
cedida gentilmente por la Dra. Marianela Candoffi.

Cultivo primario de astrocitos humanos, obtenido de Science Cell Research Laboratories.
Derivado de cerebro humano y criopreservados en el primer pasaje.

Linea celular HN12, de carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello derivada de una
metastasis nodal humana, facilitada gentilmente por el Dr. Silvio Gutkind.

Linea celular HN13, derivada de carcinoma celular escamoso de lengua humana,

facilitada gentilmente por el Dr Silvio Gutkind.

Cepas de raton utilizadas

El trabajo con los animales se desarrollé6 en conformidad con la Guia para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio y todos los estudios contaron con protocolos aprobados
por el CICUAE de la Universidad Nacional del Sur. Los ratones macho CF1 fueron
gentilmente cedidos por el Bioterio del Departamento de Biologia, Bioguimica y Farmacia
de la Universidad Nacional del Sur. Los ratones machos N:NIH(S)-Fox1™ SPF (Specific
Pathogen Free) cuyos progenitores proceden del National Institute of Health (USA) fueron
obtenidos de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de la Plata.
Los ratones macho C57BL/6 se adquirieron de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

Universidad Nacional de la Plata.
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Métodos

Sintesis del calcitriol y sus analogos

En colaboracion con dos laboratorios de Quimica Organica (Universidad Nacional del Sur,
Bahia Blanca, Argentina y Universidad de Vigo, Vigo, Espafia), hemos disefiado y
sintetizado los dos analogos del calcitriol que se utilizaron en esta seccion del trabajo de
tesis. El analogo AM-27 posee un grupo oxolano en su cadena lateral, y el ML-344

presenta un grupo amida en su cadena lateral.

Sintesis del calcitriol

La sintesis del calcitriol se llevé a cabo siguiendo el protocolo descripto por Mourifio y

colaboradores (Mourifio, A., et al., 1997), y por Fall y colaboradores (Fall, Y., et al., 2000).

Sintesis del analogo AM-27

Recientemente se ha descripto la sintesis de analogos del calcitriol con un grupo oxolano
en su cadena lateral (Martinez, A., et al., 2013). Empleando la misma metodologia, el
analogo oxolano AM-27 [Nombre IUPAC: (1S,3R)-Dihydroxy-(20S)-[(5'S)-(2”-hydroxy-2"-
propyl)-(2'R)-tetrahydrofuryl]-22,23,24,25,26,27-hexanor-1a  hydroxyvitamin D3] fue
preparado desde la lactona 1, como se muestra en el esquema 1. Por consiguiente se
hizo reaccionar la Lactona 1 con DIBAL-H y se acetild in situ, obteniéndose la
correspondiente mezcla de acetatos 2, los cuales se convirtieron en cianohidrinas ciclicas
3 al tratarse con TMSCN y BF3OEt2 a -78 °C en CH2CI2.
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wiii

PPh,0

TBSO" OTBS

Esquema 1. Sintesis del analogo oxolano AM-27. Reactivos y condiciones: (i) (a) DIBAL-H, CH,ClI,,
-78°C, (b) Py, Ac,O, DMAP, DCM,; (ii) BF3;OEt,, TMSCN, DCM, -78°C; (iii) MeONa, MeOH; (iv)
MelLi, THF, -78 °C, 16 h, (65 %, from 1, 5 pasos); (v) . HF, THF, r.t., 16 h, (92%); (vi) NMO, TPAP,
MS4A, DCM, r.t., 2 h, (90 %); (vii), TMS-Imid, THF, 8 (56%), 9 (25%); (viii) 10, n-BuLi, THF, -78 °C
(70%); (ix) TBAF, THF, r.t. (95%).

Los nitrilos 3 se convirtieron a metilésteres 4, los cuales por reaccidn con MelLi
proporcionaron los alcoholes 5 (el rendimiento global desde la lactona 1 fue del 65%). El
grupo protector TBS de 5 fue removido con HF dando como resultado una mezcla de
dioles 6 (80%), los cuales se sometieron a oxidacién TRAP rindiendo un 90% de cetonas
7. La proteccion por TMS del grupo 25-hidroxi de 7 proporciona las cetonas 8 (56%) y 9
(25%) los cuales pueden separarse por columna cromatografica. Con la cetona
9disponible se procedié con la reaccion de Wittig-Homer con oxido de fosfina 10, que

continda con una destilacion final que genera el analogo del calcitriol deseado, el AM-27.
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Sintesis del andlogo ML-344

Recientemente se ha descripto la sintesis de analogos del calcitriol con un grupo amida
en su cadena lateral (Rivadulla, M.L., et al., 2013). El andlogo ML-344 [5-(((R)-6-
((1R,3aS,7aR,E)-4-((2)-2-((3S,5R)-3,5-dihydroxy-2-methylenecyclohexylidene)

ethylidene)-7a-methyloctahydro-1H-inden-1-yl)-2-methylheptan-2-yl)amino)-5-

oxopentanoic acid] fue preparado desde el nitro derivado 2, al cual se le retiré el grupo
protector éter de sililo y se obtuvo 3. EI compuesto 3 se oxido, obteniéndose de esta
manera la cetona 4. La cetona fue acoplada con 6xido de fosfina 5, dando como producto
el compuesto 6. A continuacién se procedi6 a convertir el grupo nitro en amina, por lo que
se obtuvo el compuesto 7. A la amina resultante se le acoplé 8, lo que nos proporcioné el
grupo amida enlazado al C25, compuesto 9. Mediante la reaccion del compuesto 9 con
LiOH.H20, THF/H20 se obtiene el compuesto 10 con el grupo functional buscado al final
de la cadena lateral. La posterior desproteccion de los grupos hidroxilos del anillo A rinde

el anédlogo deseado, el ML-344.

65



NO,

SBTO" 5 QTBS

SBTO"

vi

vii

SBTO"

Esquema 2. Sintesis del andlogo amida ML-344. Reactivos y condiciones:i) ver (Rivadulla, M.L., et
al., 2013). ii) TBAF, THF (80%); iii) PDC, CH2CI2 (92%); iv) n-BuLi, THF, -78 °C, 5 (83%); V)
LiAIH4, THF, -78 °C (78%); vi) 8, CH2CI2, Et3N, 0 °C (92%); vii) LIOH.H20, THF/H20, (76%); Viii)
TBAF, THF (75%).

Previo a los ensayos biolégicos se purificaron los analogos AM-27, ML-344 por sucesivas
cromatografias preparativas en placa. La pureza se determiné mediante espectroscopia

de resonancia magnética nuclear de 1H y 13C, y por HPLC analitico (> 95%).

Preparacion de la solucién stock de calcitriol y analogos

El calcitriol y sus analogos fueron resuspendidos en isopropanol (calidad HPLC). Se
protegieron de la luz, se gasearon con N, y se conservaron a -20 °C en viales de vidrio. La

concentracion de los mismos fue determinada por espectrometria UV realizando un
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espectro de absorcion entre 200 y 300 nm (Jasco V-630) y determinando la concentracion
mediante el empleo de la siguiente formula:

Concentracion = dilucion x DO maxima /18300 (oeficiente de extincién molar).

La concentracién de las soluciones madre fueron las siguientes:

Calcitriol = 2,13 10" M; AM-27 = 5,17 10° M; ML-344 = 2,89 10° M

Andlisis de la actividad calcemiante

Se utilizaron ratones macho, de la cepa CF1, de entre 8-10 semanas de vida y con un
peso aproximado de 40 g. Los estudios de los niveles de calcio se llevaron a cabo tras
una serie de inyecciones por via intraperitoneal, durante 4 dias. Se utilizaron 5 animales
por condicion a los cuales se los trat6 con una dosis de 5 pg/kg de peso corporal de
calcitriol o, sus analogos (AM-27 y ML-344) o vehiculo (isopropanol). Esta concentracion
se eligié en base a material bibliografico en los cuales se demuestra que el calcitriol en
esa concentracion es suficiente para ejercer efectos antitumorales (Muindi, J.R., et al.,
2010), obteniéndose en estudios farmacocinéticos una concentracion maxima (C max.) >
10,0 ng/ml y un area debajo de la curva (AUC) > 40,0 ng h/ml (Muindi J.R., et al., 2004).
Ademas, existen estudios adicionales en los cuales se ha utilizado calcitriol u analogos del
mismo en dosis menores a 5 ug/Kg de peso corporal que han logrado demostrar una
reduccién en la carga tumoral (Kumagai, T., et al.,, 2003) (Light, B.W., et al., 1997)
(Prudencio, J., et al., 2001). Nuestro equipo de trabajo ya ha utilizado esta dosis en el
estudio de la actividad antitumoral y calcemiante de otros analogos del calcitriol (Salomén,
D.G,, et al,, 2011) (Ferronato, M.J., et al., 2015)a'b. Se tomaron muestras de sangre para
analizar los niveles de calcio, a las 0 (niveles basales), 24, 48, 72 y 96 h posteriores a la
administracion de las drogas. Para ello, los animales fueron anestesiados con una
combinacion de Ketamina y Acedan ® (Holliday Scott, Argentina) en una dosis combinada
de 50 mg de Ketamina y 1 mg de Acedan/kg de peso corporal y posteriormente se colectd
sangre del seno retro-orbital utilizando capilares heparinizados. Las muestras fueron
procesadas, protegidas de la luz y se mantuvieron en hielo. Se separé el plasma por
centrifugaciéon a 5000 rpm durante 5 min y se almacend a -20 °C hasta su procesamiento.
Se obtuvieron aproximadamente 10-30 ul de plasma por raton.

La concentracion de calcio se determind utilizando el kit colorimétrico Ca-Color Arsenazo
Il AA kit (Wiener Lab, Argentina), segun las indicaciones del fabricante. En tres tubos: un

blanco (B), un standard (S) y la muestra a analizar (D) se procedié de la siguiente manera:
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T o | stindar | wuestra

Muestra 10 pl
Estandar - 10 pl -
Agua destilada 10 - -
Reactivo A 1ml 1ml 1ml

Se incubd la mezcla de reaccién durante 2 min a temperatura ambiente (15-25 °C) y se
leyé la absorbancia (Abs) en espectrofotometro a 650 nm. El calcio plasmatico se

determiné utilizando la siguiente formula:

Calcio Sérico (mg/dl) = abs D x f; dénde f =10 (mg/dl) /S; y S = abs estandar.

Para ajustar las diferencias debido a la posible hemdlisis en las muestras, se prepararon
blancos y su lectura de absorbancia se rest6 de la lectura de las muestras. Los niveles de
calcio plasméatico se consideraron normales en el rango de 8,8 a 10,4 mg/dl (Spina, C., et
al., 2005). Previo a la determinacion del calcio plasmatico se midié el hematocrito para
cada ratén antes y después de los tratamientos, sabiendo que los niveles normales del
mismo varian entre 39 y 47% (Windberger, U., et al., 2003) y que niveles elevados del
mismo son un sintoma de intoxicacion (OECD, 1995). Los ratones fueron observados
durante el tratamiento chequeando la aparicion de conjuntivitis, escalofrios y sed que son
sintomas que han sido asociados a la hipercalcemia (Hathcock, J.N., et al., 2007). Los
datos fueron analizados utilizando el software GraphPad Prism 5 y luego se graficaron los
niveles de calcio plasmatico obtenidos a distintos tiempos de tratamiento con los

analogos, comparandolos con los niveles obtenidos por el calcitriol.

Tratamientos con calcitriol y analogos

Los cultivos de las lineas celulares T98G, U251, GL26, HN12, HN13 y cultivo primario de
astrocitos humanos fueron tratados con calcitriol, AM-27, ML-344 e isopropanol (control)

durante los tiempos y las dosis indicadas en cada experimento.
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Cultivos Celulares

Mantenimiento de los cultivos celulares

Se utilizaron las lineas celulares de glioma humano T98G y U251, murino GL26 y el
cultivo primario de astrocitos humanos. Se utilizaron las lineas de carcinoma celular
escamoso de cabeza y cuello humano HN12 y HN13. Las células HN12, HN13, T98G,
U251 vy el cultivo primario de astrocitos se mantuvieron a 37 °C, 5% CO, en DMEM
supplementado con 100 U/ml penicilina, 100 U/ml estreptomicina, 4 mM glutamina y 10%
de suero fetal bovino (FBS). Las células GL26 se mantuvieron en medio RPMI (Sigma)
suplementado con 10% (v/v) de FBS (Gibco), L-gltamina (5 mM, Gibco), penicilina (100
U/ml, Gibco) y estreptomicina (100 ug/ml, Gibco). Las células de todas las lineas fueron

plagueadas cada 3—-4 dias.

Ensayos Celulares

Andlisis de la viabilidad celular: conteo manual de células en camara de Neubauer y
ensayo WST-1

En primera instancia, se estudié el efecto de los compuestos mediante conteo celular
manual en cdmara de Neubauer y posteriormente se analizaron los efectos empleando el
ensayo WST-1. A tal fin, se sembraron las lineas celulares con una densidad de 500 a
2000 células por pocillo en placas de 96 pocillos dependiendo de la linea celular utilizada,
en 100 ul de medio de cultivo completo. Se prepararon las dosis para los tratamientos
celulares a partir de la soluciébn madre eligiéndose concentraciones entre 0,01 a 100 nM
de calcitriol, analogos (AM-27 y ML-344) o vehiculo (isopropanol), preparadas de la
siguiente manera: se prepararon diluciones 1 uM (10°® M) en medio estéril partiendo de las
soluciones madre, luego se tomaron 100 pl y se lo agregd a un tubo eppendorf estéril
conteniendo 900 ul de medio completo, obteniéndose de este modo una solucién de 100
nM (10" M). Se realizaron diluciones seriadas hasta llegar a la diluciéon de 0,01 nM (10™**
M). A las 24 h de sembradas las células se comenzd el tratamiento con 0.01 a 100 nM de
calcitriol, AM-27, ML-344 o vehiculo (isopropanol). El medio fue reemplazado cada dos
dias y el ensayo se prolongd por 120 h. Luego, se lavaron las células con PBS, se

tripsinizaron y se resuspendieron en 100 pl del medio correspondiente a cada linea. A
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posteriori, se procedié al conteo empleando un hemocitometro. La informacion obtenida
se analizo empleando ANOVA de dos vias. El test de Bonferroni se uso6 para determinar la
significancia estadistica entre los conjuntos de muestras. Los graficos se hicieron usando
el programa Prism 5.0 (GraphPad Prism Software). Por otro lado, una vez finalizados los
tiempos de incubacion de las células, se afiadié a todos los pocillos el reactivo WST-1
(1:10) durante 1 h. Las placas se mantuvieron durante este tiempo a 37 °C y 5% CO,. Se
extrajeron los 100 ul de cada pocillo y se colocaron en tubos individuales para leer las
absorbancias en el espectrofotometro (Jasco V-630). Cada tratamiento se realiz6 por
triplicado para cada linea celular. El isopropanol se utilizé6 en una cantidad maxima de 0,1
% v/v por pocillo, no encontrdndose que esta cantidad de alcohol tuviera un efecto
significativo sobre la viabilidad de las lineas celulares utilizadas. Se graficé el nimero de
células utilizando el software Graph Pad Prism 5 y se compar6 la cantidad de células
obtenidas luego del tratamiento con los analogos con las obtenidas luego del tratamiento
con calcitriol. Se determinaron también las concentraciones inhibitorias al 50 % (ICso) de

las lineas que respondieron a los analogos y se compararon con las ICs, del calcitriol.

Determinacion de la concentracion inhibitoria media (ICso)

El log de la dosis de cada andlogo se representd graficamente frente al porcentaje de
inhibicion, y se utilizé el registro de analisis de regresion de la curva de dosis-respuesta
para el calculo de ICso por medio del software GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA).

Analisis de la migracion celular

Se realiz6é el ensayo de “wound healing” (Petit, V., et al., 2000). Este método imita la
migracion celular durante la cicatrizacién in vivo. Se genera una herida en una monocapa
celular, se toman imagenes al comienzo y a intervalos regulares durante el tiempo de
experimentacién —que varia en funcién del tiempo de duplicacion de cada linea-. Se
compara el area de la herida, empleando las fotografias adquiridas, para cuantificar la
tasa migratoria de las células.

Para esto, se sembraron las células en placas de Petri de 35 mm de diametro y se
cultivaron por 24 h hasta que formaron una monocapa. Luego se realizd una injuria con un

tip de una micropipeta de 200 pl, lo que generd una seccion descubierta de la monocapa
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celular. Se retir6 el medio de cultivo y se afiadié nuevo medio de cultivo con analogo (AM-
27 0 ML-344) en una concentracion de 0,01 nM, calcitriol o el vehiculo (isopropanol). Las
células fueron observadas y fotografiadas con un microscopio Nikon Eclipse TE 2000S
con camara digital Sony Coolpix 14 a las 0 h y a diferentes intervalos de tiempo segun la
linea. Se utiliz6 el programa 1.37v ImageJ (NIH) para medir el area descubierta para cada
tratamiento, a las distintas horas, y se compararon los tratamientos. Los graficos
representan el porcentaje de herida no cubierta en los distintos intervalos de tiempo. Los
resultados representan el promedio de tres experimentos independientes + SD (con 4
réplicas cada uno). El test t se emple6 para determinar la significancia entre los conjuntos
de muestras. Los resultados se analizaron con ANOVA de dos vias con posterior test de
Bonferroni. *** p< 0.001, ** p < 0.01, * p <0.05.

Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo

Se sembré en placas de petri de 100 mm una cantidad tal de células para que al momento
de finalizar el tratamiento con los diferentes compuestos, la placa tuviera un 80% de
confluencia. Entonces se sembraron las placas y 24 h después se cambi6 el medio de
cultivo y se agregd medio de cultivo con el tratamiento (vehiculo, calcitriol o analogo). El
medio con cada droga se renovd cada dos dias. A las 120 h las células se tripsinizaron,
se lavaron con 1 ml de PBS frio y se centrifugaron a 1200 rpm por 5 min. Luego las
células se re-suspendieron en PBS y se centrifugaron, nuevamente, a 1200 rpm por 5
min. Los pellets se re-suspendieron en un tubo mediante el agregado gota a gota de 1 ml
de etanol 70% (v/v) a -20 °C, donde fueron fijadas por 30 min a 2 °C (las células se
almacenaron a -20 °C previo a la tincién y hasta el momento del andlisis por citometria de
flujo por un periodo no mayor a 15 dias). Las células suspendidas en etanol se
centrifugaron a 1200 rpm por 5 min, se lavaron con PBS frio, se re-suspendieron en 0,5
ml de PBS que contenia 10 pg/ml de ioduro de propidio (IP) y 250 pg/ml ARNasa. Se las
conservo en oscuridad a 37 °C por 60 min. Se realizé el analisis en un citdmetro de flujo
FACSCalibur usando una longitud de onda de excitacion de 488 nm y de 585 nm de
emision. Se emple6 un programa para histogramas de deconvolucion de la frecuencia del
contenido de ADN (ModFit LT cell cycle analysis software) y se graficé el porcentaje de
células en cada una de las distintas fases del ciclo celular. Se realizaron tres

experimentos independientes por duplicado.
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Andlisis de TUNEL

Se sembraron 50.000 células en cubreobjetos dentro de una caja de 35 mm. A las 24 h se
trataron con vehiculo, calcitriol o AM-27 (100 NM) por 120 h. Una vez finalizado el
tratamiento, las células se fijaron con formaldehido 4% en PBS, durante una hora a
temperatura ambiente. Se realizaron dos lavados y se incubaron con solucién de bloqueo
(H202 3% en metanol) durante 10 minutos. Los cubreobjetos se lavaron nuevamente y se
cubrieron con la solucién permeabilizante (0,1% tritdbn X-100 en 0,1% de citrato de sodio).
Se empled el In Situ Cell Death Kit de deteccion, POD (Roche) para detectar las células
apoptéticas. Se tomaron fotografias de los cubreobjetos, diez campos por condicién, con

un microscopio de fase invertida Nikon Eclipse TE 2000S. Magnificacién 200X.

Andlisis del potencial de membrana mitocondrial

Las células se sembraron en cubreobjetos dentro de cajas de petri de 35 mm. A las 24 h
comenzo el tratamiento por 6 h con vehiculo o con la ICs, de cada analogo. Concluidos
los tratamientos, se retird el medio y las células se incubaron por 30 minutos con la sonda
fluorescente a una concentracién de 200 nM (0.1 g/mL; MitoTracker; Molecular Probes) la
cual marca con un color fluorescente rojo brillante a las mitocondrias activas, o sea a las
gue retienen su potencial de membrana. Luego, se lavaron y se fijaron con
paraformaldehido 4% por 20 minutos. Después se colocaron sobre un portaobjetos con
medio de montaje apropiado para fluorescencia (VectaShield®, Vector Labs). Se
analizaron en un microscopio de fase invertida Nikon Eclipse TE 2000S a una
magnificacion de 200X. Se tomaron fotografias de, al menos, 10 campos al azar y se
analizaron con el software ImageJ (Rotstein, N.P., et al.,, 2003) (Miranda, G.E., at al.,
2011).

Analisis de la liberacion de lactato deshidrogenasa

La enzima citosélica lactato deshidrogenasa (LDH) es liberada al medio frente a un
aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica. Se emplea como marcador de
dafo oxidativo y para el analisis del proceso de necrosis. Analizamos la actividad de LDH

espectrofotométricamente y empleando el kit LDH-P UV AA (Wiener Lab). Este método
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cinético mide la conversién de la forma reducida del dinucleétido de nicotinamida y
adenina (NADH) a su forma oxidada (NAD").

LDH

Piruvato + NADH + H* |::> L-Lactato + NAD*

Se tomaron alicuotas de 20pl del medio de cultivo donde se sembraron y trataron las
lineas celulares y 20 ul del plasma extraido de los ratones tratados y se procedié a
realizar el ensayo de acuerdo con lo descripto en el kit. En espectrofotometro se
comprobd que 1 ml de la mezcla de los reactivos poseia una lectura de absorbancia, a
340 nm, dentro del rango que asegura linealidad (0,8-1,4). A cada alicuota de medio de
cultivo o de plasma, segun corresponda, se agregé 1 ml de la mezcla de uso y este
momento se considerd como el tiempo cero (t0) de la reaccion. Se registraron los valores
de absorbancia a 340 nm a los 30, 90, 150 y 210 segundos desde el t0, obteniéndose una
curva de pendiente negativa. Luego se calcularon los diferenciales de absorbancia por
minuto, los cuales fueron promediados y multiplicados por un factor provisto por el
fabricante para la temperatura de reaccion utilizada (35 °C). Como control positivo se
empledé H,O, 300 uM. Los resultados se expresaron en unidades por litro (U/L). La

evaluacion estadistica fue realizada con un test t de student.

Ensayos in vivo

Modelo de xenotrasplante subcutaneo de células HN12 en ratones inmunosuprimidos

Se empleé la cepa de ratones atimicos nude (N: NIH(S)-Fox1™) de 6 semanas de edad y
con un peso aproximado de 20 g. Los animales fueron alojados en jaulas apropiadas en el
bioterio del INIBIBB (Instituto Nacional de Investigaciones Bioquimicas de Bahia Blanca),
con acceso irrestricto al alimento y al agua y bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 horas
cada uno.

Empleamos 10 ratones macho, los cuales fueron divididos en dos grupos de 5 animales
cada uno. A los 70 dias de edad se les administraron por via subcutanea 7 x 10° de
células HN12 (Patel, V., et al., 1998) (Kawakami, K., et al., 2004) en el flanco derecho
utilizando una jeringa monoject 200. A las dos semanas de inocular las células tumorales,
los animales presentaron tumores palpables, se dividieron aleatoriamente en dos grupos y
se comenzo con el tratamiento con el analogo AM-27 (50 pg/Kg de peso), o vehiculo,

ambos disueltos en solucién fisiologica para su inyeccion subcutanea en el flanco derecho
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(Marinissen, M.J., et al., 2006) (Martin, M.J., et al., 2007) (Ferronato, M.J., et al., 2015)2.
Los tratamientos con AM-27 se realizaron dia por medio llegando a 9 dosis totales. De la
misma manera se proceso el grupo control. En cada aplicacién se midié el tamafio del
tumor con calibre para estimar su volumen utilizando la formula /6 x a x b2, donde ay b
son las 2 dimensiones del tumor, se asume una forma elipsoidal (Geran, R.I., et al., 1972),
y se controlé el peso y estado general de los animales. Luego de las aplicaciones, los
animales fueron sacrificados bajo una atmésfera de CO, segun recomendaciones de la
Guia de Buenas Practicas con Animales de Experimentacion
(http://mwww.upei.ca/humanres/files/humanres/ExperimentalAnimals_ GDL.pdf). Los tumores disecados
se volvieron a medir, se pesaron, se fotografiaron y se destinaron para su posterior
procesamiento por las técnicas histolégicas. Para analizar el volumen de los tumores
obtenidos en ambos grupos se empled la formula /6 x a x b x ¢, donde a, b y ¢ son las 3
dimensiones del tumor (se asume una forma elipsoidal) (Geran, R.l., et al., 1972).
También fueron recolectados rifién, bazo e higado para evaluar, mediante técnicas
histologicas, posibles efectos adversos del andlogo sobre los mismos. Se utiliz6 la prueba

t de Student para determinar si existian diferencias entre el grupo tratado y el control.

Modelo singeneico subcutaneo de células de GBM en ratones C57BL/6

La linea GL26, que deriva de un neoplasma intracraneal de ratones hembra de la cepa
C57BL/6, es altamente tumorigénica en esta cepa (Ausman, J.l., et al., 1970). Por lo tanto,
se adquirieron del bioterio de La Plata ratones hembras de la cepa C57BL/6, de 6 a 8
semanas de edad. Las células GL26 se cultivaron en medio completo RPMI en las
condiciones ya descriptas. Los ratones fueron inoculados subcutaneamente con 1 x 10°
de células GL26 en el flanco izquierdo afeitado. Las aplicaciones de analogo y vehiculo
comenzaron y se realizaron de la manera descripta para el modelo animal de CCECC. El
tamafo del tumor se evalud tres veces a la semana y se registré el area del tumor
mediante la medicién de los diAmetros mayores perpendiculares, tal como se detall6 para

el modelo anterior. De la misma manera se procesaron los tumores y los 6rganos.
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Ensayos Histoldgicos. Procesamiento de érganos vy tumores para histologia

Los érganos y tumores removidos de los ratones se colocaron en cassettes individuales y
se fijaron en formol 10% por 24 h. Luego, fueron enjuagados bajo agua corriente durante
15 min, escurridos y colocados en concentraciones crecientes de alcohol (70-96-100-100
%); posteriormente se colocaron en xilol por 2 h y, una vez transcurrido ese tiempo, se
secaron y pasaron a frascos que contenian parafina a 56 °C; transcurridas 3 h se procedio
a armar los tacos y rotularlos. Se realizaron cortes de 0,5 um de espesor con un
micrétomo Leica RM 2145 y se colocaron en portaobjetos. Una vez secos, los vidrios se
sumergieron en xilol y se colocaron en estufa a 60 °C por 30 min para fundir la parafina.
Posteriormente los tejidos fueron re-hidratados por medio de una secuencia de
inmersiones alcohdlicas consecutivas de 5 min de duracion que consisten en bafios de
concentraciones decrecientes de alcoholes (100, 96, 80 y 70%). Luego se colocaron en
agua destilada por 5 min, se pasaron por hematoxilina 15 segundos y por alcohol 70% por
2 min. Posteriormente, se sumergieron en eosina 30 segundos y se pasaron por
concentraciones crecientes de alcohol (70, 96 y 100%), 30 segundos cada uno.
Finalmente, se colocaron en xilol y se realiz6 el montaje utilizando el medio Permount. Al
dia siguiente, los preparados fueron observados con un microscopio Olympus CX31
equipado con una cémara Lumera Infinity Microscopy USB 2.0 para observar
caracteristicas histopatolégicas. Ademas, cada corte fue evaluado por el Médico

Patologo, integrante y colaborador del laboratorio, Julidn Arévalo.

Hematoxilina Segl:ln Harrys “

Hematoxilina 5g Eosina 1g
Alcohol 100 50 ml Agua destilada 100 ml
Alumbre de K 100 g Alcohol 96 780 ml
Agua destilada 920 ml Floxilina B (1g/100ml H20d) 10 ml
Oxido rojo de Hg 2,5¢g Acido acético 4 ml
Acido acético 30ml

Estudios computacionales

Los estudios computacionales se desarrollaron empleando como referencia la estructura
cristalogréfica del complejo VDR-Calcitriol (codigo PDB: 1DB1) (Rochel, N., et al., 2000).
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Las estructuras iniciales del calcitriol y de AM-27 se construyeron empleando el software
MarvinSketch (MarvinSketch v.16.2.15.0, 2016); luego, los andlisis energéticos y
estructurales se desarrollaron empleando el software Gaussian03 (Frisch, M.J., et al.,
2003).

Los ensayos de docking molecular se llevaron a cabo empleando los paquetes de
software desarrollados por OpenEye Scientific Software. Los procedimientos de Docking
consisten en tres etapas secuenciales: a) generacion de una biblioteca de conférmeros
del ligando, que se llevé a cabo en un umbral de energia de 10 kcal/mol usando el
software OMEGA (Hawkins, P.C. & Nicholls, A., 2012); b) las corridas de docking, las
cuales se desarrollan aplicando un método exhaustivo de docking como el implementado
en el software FRED3 (McGann, M., 2011), con la funciéon de puntuacion ChemGauss3
utilizandose para evaluar y clasificar las poses resultante. La pose de menor energia fue
considerada para posteriores andlisis. c¢) involucra la visualizacion tridimensional y
prediccién de interacciones intermoleculares, los cuales se desarrollan empleando los
paquetes de software VIDA (VIDA 4.2.1 OpenEye Scientific Software) y LigPlot+
(Laskowski, R.A., & Swindells, M.B. 2011), respectivamente.

Con el objetivo de obtener y analizar las trayectorias de dinAmica molecular se empleé el
paquete de software AMBER14 (Salomon-Ferrer, R., et al., 2013). Las cargas atémicas y
los parAmetros moleculares correspondientes al calcitriol y a AM-27 fueron asignados
desde el campo de fuerza GAFF (Wang, J., et al., 2004), mientras que las
correspondientes a la macromolécula fueron asignados desde el campo de fuerza 99SB,
AMBER (Hornak, V., et al., 2006).

Los complejos predecidos por dinamica molecular fueron usados como las estructuras
iniciales, solvatadas con una caja octaédrica pre -equilibrada TIP3P de moléculas de
agua, y se sometieron a la minimizaciébn energética. Los sistemas minimizados se
calentaron a 298 °K por 100 ps, el uso de un lapso de tiempo de 2 fs en condiciones de
presién y temperatura constantes. El algoritmo SHAKE se aplicé a limitar enlaces que
implican 4&tomos de hidrégeno. Después de concluir la fase de calentamiento, se realizé
una etapa de equilibrado (1 ns) y seguido de las etapas de produccion correspondientes
(80 ns). Los analisis de las trayectorias DM se llevaron a cabo utilizando el médulo Cpptraj
de AMBER14, los analisis energéticos y de descomposicion por residuo se realizaron
mediante la aplicaciébn de la mecénica molecular superficie Poisson -Boltzmann (MM-
PBSA) método como el aplicado en la herramienta de MMPBSA.py (Miller, I., et al., 2012).

Los resultados de las trayectorias fueron visualizados empleando el software VMD v.1.9
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(Humphrey, W., et al., 1996). En todos los casos, las trayectorias de DM fueron obtenidas
empleando el cbdigo designado CUDA (pmemd.cuda), con las facilidades
computacionales provistas por el grupo computador GPGPU de la Facultad de
Matematica, Astronomia y Fisica (FAMAF), Universidad Nacional de Cérdobg Argentina.

Analisis estadistico

La evaluacion estadistica de los datos se realiz6 en base a los valores promedio y desvio
estandar (SD) de “n” experimentos independientes. Para los ensayos de calcemia y
hematocrito, citometria de flujo, TUNEL, potencial de membrana mitocondrial y peso
relativo de los 6rganos se utilizé el test de Student. Para los ensayos de viabilidad celular,
migracion celular, LDH, peso corporal en funcién del tiempo y volumen tumoral en el
tiempo se realiz6 un ANOVA (de dos vias) con posterior test de Bonferroni para la
comparacion de los grupos. Para los ensayos en los que se midié peso y volumen tumoral
final se utilizo el test de Mann Whitney. Todos los analisis fueron realizados utilizando el

software GraphPad Prism 5 (San Diego California USA).
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Resultados

“Hay derrotas que tienen mas dignidad que una victoria.”
Jorge Luis Borges

“Aun después de confirmada por varios experimentos, la hipétesis puede considerarse como verdadera sélo
para las condiciones bajo las cuales se efectuaron las pruebas.”
William lan Beardmore Beveridge
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- Estudio de la actividad hipercalcemiante v la toxicidad de los analogos
AM-27 v ML-344 en ratones CF-1

Con la sintesis de analogos de la vitamina D se procura obtener compuestos que puedan
suministrarse en las dosis necesarias para que manifiesten la actividad anitumoral, pero
con escaso o nulo efecto sobre el aumento de calcio en sangre. Por lo tanto, es necesario
gue antes de estudiar la potencialidad antitumoral, se analice la actividad calcémica de los
compuestos sintéticos, asi como también su toxicidad (objetivo 1). Para estudiar si el AM-
27 y el ML-344 producen hipercalcemia, se inyectaron intraperitonealmente a ratones CF-
1 diariamente. La dosis de partida de los compuestos se seleccion6é en funcién de
bibliografia previa y de trabajos de nuestro laboratorio. Un ensayo farmacocinético
demostr6 que 5 ug/kg de calcitriol administrado en una Unica dosis de manera
intraperitoneal, manifiesta una Cmax > 10 ng/ml y deja un area bajo la curva (AUC) mayor
de 40 ng/ml. Estas concentraciones son superiores a las necesarias para que se
manifieste la actividad antitumoral (Muindi, J.R., et al., 2004) (Muindi, J.R., et al., 2010).
Ademads, otros trabajos (Light, B.W., et al., 1997) (Prudencio, J., et al., 2001) (Kumagai,
T., et al., 2003) también demostraron reduccién de la carga tumoral en ratones tratados
con calcitriol o anélogos de este en dosis menores a la de 5 ug/kg de peso.

Por todo lo mencionado en el péarrafo anterior, comenzamos los estudios de calcemia
evaluando la dosis de 5 ug/kg de peso. Se realizaron extracciones de sangre del seno
retro-orbital seguidas de la inyeccion de los analogos AM-27, ML-344 o de calcitriol a las
0, 24, 48, 72 y 96 h, con posterior analisis de los niveles de calcio plasmaticos de acuerdo
a lo descripto en la seccién de Materiales y Métodos. Se tomaron como valores normales
de referencia de calcio plasmatico entre 8,8 y 10,4 mg/dl (Spina, C., et al., 2005). La
figura 16 muestra que los nuevos analogos AM-27 (A) y ML-344 (B) no son
hipercalcemiantes a la concentracién y tiempos ensayados. Sin embargo, y como era de
esperar, el calcitriol si produjo hipercalcemia ya a las 24 h (10,88 mg/dl + 2,38 mg/dI; ***p
< 0.001), y mantuvo el efecto hasta la muerte de los ratones que ocurrié a las 72 h de
comenzados los tratamientos. Ademas de presentar hipercalcemia, los animales tratados
con calcitriol presentaron conjuntivitis, escalofrios y sed, signos que se asocian con
hipercalcemia (Hathcock,J.N., et al., 2007) asi como también presentaron signos de dolor
(letargo, contraccion de los musculos orbitales, aplanamiento de la parte superior de la
nariz y aplanamiento de las almohadillas de los bigotes, cambios en la posicion,

orientacion y forma de las orejas y, por ultimo, cambios en la disposicion de los bigotes)
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(Sotocinal, S.G.,et al., 2011). Ademas, a las 72 h de tratamiento se increment6 el
hematocrito por encima de los valores normales (calcitriol: 54,11% + 1,41% vs vehiculo:
42,04% + 4,98%; **p= 0,0021), evento relacionado con intoxicacion (OECD, 1995) (figura
16 Ay B). Por otro lado, ninguno de los dos analogos demostrd producir en los ratones
los mencionados signos de intoxicacién. Los hematocritos de los animales también se
mantuvieron dentro de los rangos normales (AM-27: 47,09% + 4,71% y ML-344: 47,25% +
3,48%).
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Figura 16. Niveles plasmaticos de calcio y hematocritos, en respuesta a inyecciones
intraperitoneales diarias delos analogos AM-27 y ML-344 o calcitriol. Cada barra representa el
promedio £ SD de los valores plasmaticos de calcio de 5 animales luego de la administracion de 5
pg/kg de peso de AM-27 (A) o ML-344 (B), calcitriol o vehiculo. El ensayo fue repetido 3 veces. Se
realiz6 un test de Student, ***p<0,001 y **p<0,01.

[l- Efecto de los anadlogos AM-27 v ML-344 sobre la viabilidad de células
de CCECCy GBM

Luego de comprobar la ausencia de efectos hipercalcemiantes de los analogos AM-27 y

ML-344 comenzamos a desarrollar el segundo objetivo, que incluia evaluar el efecto de
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los analogos sobre la viabilidad celular. A tal fin se llevaron a cabo ensayos de dosis-
respuesta en las lineas de CCECC (HN12 y HN13), de GBM humano (T98G y U251) y
murino (GL26) y de células de cultivo primario de astrocitos humanos, luego del
tratamiento con diferentes dosis de los analogos. Se analizaron concentraciones de los
analogos que corresponden a dosis fisioldgicas y supra-fisioldgicas del calcitriol. Debido a
gue trabajos previos de nuestro laboratorio con otros analogos habian demostrado que la
reduccion de la viabilidad celular comienza a observarse a partir de las 72 h de
tratamiento, comenzamos estos estudios utilizando tiempos mas prolongados (120 h). Se
comparo el efecto de cada uno de los analogos con el efecto producido por el calcitriol y
se calculé cada concentracion inhibitoria media (ICsp) para cada tipo celular.

En la figura 17 se puede observar que luego del tratamiento con una concentraciéon 107 M
de AM-27 hay una importante disminucion en el conteo celular de las lineas de carcinoma
celular escamoso de cabeza y cuello HN12 y HN13, y de las lineas de glioblastoma
multiforme GL26, T98G y U251. En cambio no se observé efecto sobre la viabilidad de las
células no malignas, es decir aquellas provenientes del cultivo primario de astrocitos. El
calcitriol también produjo una disminucién en el conteo de todas las lineas, excepto de la
linea U251. Sin embargo, a diferencia del AM-27, redujo la cantidad de células del cultivo
primario de astrocitos. El ensayo con WST-1 mostré resultados similares a los observados
en el conteo manual para cada linea celular. En la tabla 8, se detallan las concentraciones

inhibitorias medias (ICso) para el AM-27 y para el calcitriol en todas las lineas ensayadas.
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Figura 17. Ensayos dosis-respuesta del andlogo AM-27 (verde) ydel calcitriol (rojo) sobre la
viabilidad celular de diferentes lineas celulares de cancer. A. HN12, B. HN13, C. GL26, D
Astrocitos, E. T98G, F. U251. Las células fueron tratadas con las dosis indicadas de AM-27,
calcitriol o vehiculo (isopropanol), por 120h. Cada punto representa el promedio de cuatro
repeticiones + SD. El ensayo fue repetido 3 veces para cada linea. Se realizé ANOVA (de dos vias)
con posterior test de Bonferroni, *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05.

Linea celular

HN12
HN13
GL26
Astrocitos
T98G
U251

Calcitriol
76.31
18.14
10.87
48.88
17.80

AM27
180.5
64.54
393.8
174.1
306.9

Tabla 8. Valores ICs, (NM) del AM-27 obtenidos para cada linea, comparados con los valores de

ICso del calcitriol.
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Para el caso del analogo denominado ML-344 se comenz6 de la misma manera que con
el AM-27, estudiando el efecto del compuesto sobre el nimero de células (viabilidad
celular). En la figura 18, se puede observar que el analogo ML-344 redujo el conteo
celular de HN12 y no afect6 el conteo de las lineas humanas HN13, T98G y U251,
aunque fue significativo su efecto sobre la linea murina de GBM GL26. A diferencia de lo
gue ocurrié con el analogo anterior, ML-344 afectd significativamente la viabilidad del

cultivo primario de astrocitos.
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Figura 18. Ensayos dosis-respuesta del andlogo ML-344 (azul) y del calcitriol (rojo) sobre la
viabilidad celular de diferentes lineas celulares de céncer. A. HN12, B. HN13, C. GL26, D.
Astrocitos, E. T98G, F. U251. Las células fueron tratadas con las dosis indicadas de ML-344,
calcitriol o vehiculo (isopropanol), por 120h. Cada punto representa el promedio de cuatro
repeticiones + SD. El ensayo fue repetido 3 veces para cada linea. Se realiz6 ANOVA (de dos vias)
con posterior test de Bonferroni, *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05.

83



En la tabla 9, se detallan las concentraciones inhibitorias medias (ICs) para el ML-344 y
para el calcitriol en todas las lineas ensayadas

Calcitriol ML-344
HN12 22,08 183,5
HN13 38,38 63,87
GL26 16,09 2,437

Astrocitos 77,94 10,22
T98G 70,68 463,88
U251 = 88,45

Tabla 9. Valores ICsy (nM) del ML-344 obtenidos para cada linea, comparados con los valores de
ICgo del calcitriol.

[1l- Efecto de los analogos AM-27 v ML-344 sobre la migracion de células de
CCECCvy GBM

Dentro de las “capacidades” que adquiere una célula en su transformacién hacia una
célula tumoral, se encuentra la invasividad. Se ha documentado con anterioridad, incluso
nuestro laboratorio lo ha hecho (Salomén, D.G., et al., 2011) (Ferronato, M.J., et al.,
2015)*" que el calcitriol y algunos de sus analogos consiguen modular este proceso. Por
estas razones, y como parte del objetivo 2, comenzamos evaluando si los analogos AM-
27 y ML-344 poseen algun efecto inhibitorio sobre la migracion celular, que es una de las
capacidades celulares involucradas en la invasion. Los tiempos del ensayo de migracion
celular nunca fueron superiores al tiempo de duplicacion correspondiente para cada linea
celular. En la figura 19 puede observarse que el anadlogo AM-27 retarda levemente la
migracion celular de las lineas de glioblastoma multiforme humano T98G (AM-27: 33,05%
vs. vehiculo: 19,97%) y U251 (AM-27: 66,32% vs. vehiculo: 58,25%), pero no altera la
migracion de la linea de glioblastoma multiforme murino GL26. Por otra parte, no se
observaron diferencias en la migracion de las lineas de carcinoma celular escamoso de
cabezay cuello HN12 y HN13 luego del tratamiento con AM-27.

En la figura 20 puede observarse que el andlogo ML-344 se comporté de manera similar
al AM-27 dado que no afectd la migracion de las lineas de carcinoma celular escamoso de
cabeza y cuello HN12 y HN13 ni tampoco la de glioblastoma multiforme murino GL26 y si
retardé la migracion de las lineas de glioblastoma multiforme humano T98G (ML-344:
31,90% vs vehiculo: 6,04%) y U251 (AM-27: 67,36% vs vehiculo: 58,25%).
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Figura 19. Estudio de la migracion celular luego de la exposicion de las distintas lineas celulares a
AM-27 (verde). A. HN12, B. HN13, C. GL26, D. T98G, E. U251. Las células fueron expuestas a 100
nM de AM-27, calcitriol o vehiculo por un tiempo no mayor al tiempo de duplicacion de la linea
correspondiente. Se representa el promedio de cuatro heridas * SD. El ensayo fue repetido 3
veces para cada linea.Se realizO ANOVA (de dos vias) con posterior test de Bonferroni, *** p<
0,001;** p< 0,01;* p<0,05.
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Figura 20. Estudio de la migracion celular luego de la exposicion de las distintas lineas celulares a
ML-344 (azul).A. HN12, B. HN13, C. GL26, D. T98G, E. U251. Las células fueron expuestas a 100
nM de ML-344, calcitriol o vehiculo por un tiempo no mayor al tiempo de duplicacion de la linea
correspondiente. Se representa el promedio de cuatro heridas + SD. El ensayo fue repetido 3
veces para cada linea.Se realiz6 ANOVA (de dos vias) con posterior test de Bonferroni, *** p<
0,001;** p< 0,01;* p<0,05.
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V- Estudio de los mecanismos de accidon subyacentes al efecto del

andlogo AM-27 sobre la viabilidad celular: andlisis del ciclo celular v

muerte celular.

El andlogo AM-27 demostr6 disminuir la viabilidad de todas las lineas celulares
estudiadas y carecer de efectos sobre células normales (astrocitos). Por otra parte, el
ML-344 no tuvo efecto sobre las lineas de GBM humanas y si redujo la viabilidad de las
células normales. Por esta razon, se decidié continuar con los ensayos preclinicos de AM-
27 en CCECC y GBM comenzando a analizar los mecanismos celulares que podian estar
implicados en los efectos sobre la viabilidad celular. Para ello, y con el fin de verificar si el
AM-27 afecta la progresion del ciclo celular, realizamos estudios de distribucion de la
poblacién celular usando la tincion con ioduro de propidio con analisis por citometria de
flujo. Como es conocido, resulta habitual encontrar desregulado el ciclo celular en células
tumorales; por lo tanto, incluir compuestos que inhiban la progresion del ciclo es de suma
importancia dentro de la estrategia del tratamiento oncolégico (Singh, R.P., et al., 2002).
Se eligié seguir trabajando con la linea celular de CCECC HN12 y con la de GBM GL26,
dado que el laboratorio tiene puesto a punto modelos animales de CCECC y GBM con
sendas lineas celulares. Como se muestra en la figura 21, el tratamiento de HN12 por 120
h, con una dosis de AM-27 100 nM produce una elevaciébn muy significativa de la
poblacion celular en fase subGy/G; con respecto al vehiculo (65,97% + 13,62% para AM-
27 vs 2,9% + 0,46% para las células tratadas con vehiculo; p < 0.001). El gran incremento
de la poblacién celular en dicha fase se asocia a un detrimento de la poblacién celular en
el resto de las fases del ciclo, siendo muy significativo el descenso en G,/G, con respecto
al vehiculo (20,20% vs 65,03%) (Tabla 10). Estos resultados sugieren que la disminucién
en la viabilidad celular originalmente observada luego del tratamiento con AM-27 podria

deberse a un aumento de la muerte celular.
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Figura 21. Andlisis de ciclo celular luego del tratamiento de HN12 con AM-27. El histograma de
ioduro de propidio (IP) muestra las diferentes fases del ciclo celular. El grafico de la derecha
muestra la cuantificacion de las subpoblaciones de la linea celular HN12 luego del tratamiento con
AM-27 o vehiculo (100 nM; 120 h). El ensayo se realiz6 por triplicado. Los resultados se analizaron
mediante ANOVA (de dos vias) con posterior test de Bonferroni *** p <0.001.

Poblacién % * SD de células adquiridas
celular

Vehiculo AM-27
Sub Gy/G; 2.903 £ 0.46 65.97 £ 13.62

Gy/G, 65.03 + 2.15 20.20 + 9.53
S 18.00 = 2.06 10.17 + 3.38
G,/M 13.27 +1.00 2.737 +1.22

Tabla 10. Porcentaje (+ SD) de células de la linea HN12 en cada fase del ciclo celular luego del
tratamiento con AM-27 o vehiculo (100 nM; 120 h).

Para comprobar si el incremento de la poblacion celular en sub Gy/G; se debia a la
induccién de apoptosis, se desarrollé el ensayo de TUNEL luego del tratamiento de la
linea HN12 con el analogo o el vehiculo (120 h, 100 nM). Como puede observarse en la
figura 22, el tratamiento con AM-27 produjo un incremento de las células TUNEL positivas
con respecto al control (10,75% + 0.75% vs 2,017% = 0.03%; p = 0,0005). Estos ensayos
sugieren que AM-27 induce una disminucion de la viabilidad celular de las células HN12

mediante la induccién de apoptosis.
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Figura 22. Andlisis de TUNEL luego del tratamiento de HN12 con AM-27. El grafico muestra el
porcentaje de células HN12 TUNEL positivas. Las imagenes son fotomicrografias representativas
de células de la linea HN12 tratadas con AM-27 o vehiculo (100 nM; 120 h). Los datos se
analizaron empleando test de student. *** p <0.001.

Asimismo, el tratamiento de la linea celular de glioblastoma GL26 por 120 h, con una
dosis de 100 nM produjo una elevacion significativa de la poblacion celular en fase
subGy/G; (10,11% + 1,70% vs 5,71 % * 0,25%, p < 0,05) (figura 23). El incremento de la
poblacion celular en dicha fase se asocia a una disminucién en la cantidad de células en
el resto de las fases del ciclo, siendo significativo el descenso en Gy/Gy, con respecto al
vehiculo (37,39% * 1,73% vs 42,96% + 1,55%; p< 0,01) (tabla 11).
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Figura 23. Andlisis de ciclo celular luego del tratamiento de GL26 con AM-27. El histograma de
ioduro de propidio (IP) muestra las diferentes fases del ciclo celular. Los resultados detallan la
distribucién de la poblacion de la linea celular GL26, en las distintas etapas del ciclo, luego del
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tratamiento con AM-27 o vehiculo. El ensayo se realiz6 por triplicado. Los resultados se analizaron
mediante ANOVA (de dos vias) con posterior test de Bonferroni *** p <0.001.

Poblacién % % SD de Células adquiridas
celular Vehiculo AM-27

Sub Gy/G,  5.706+0.256 10.11 + 1.705

Go/G, 42.96 + 1.557 37.39+ 1.737
S 18.48 + 0.764 18.16+ 1.238
G,/M 22.13+1.485 19.90+ 1.709

Tabla 11. Porcentaje (x SD) de células de la linea GL26, en cada fase del ciclo celular, luego del
tratamiento con AM-27 o vehiculo (100 nM; 120 h).

Para comprobar si el incremento de la poblacion celular en sub G¢/G; se debia a la
induccion de apoptosis, se desarrollé el ensayo de TUNEL luego del tratamiento de la
linea GL26 con el analogo o el vehiculo (120 h, 100 nM). Como puede observarse en la
figura 24, el tratamiento con AM-27 produjo un incremento de las células TUNEL positivas
con respecto al control (7,352% + 0,52% vs 3,26% + 0,57%; p = 0,0041). Estos ensayos
sugieren que AM-27 induce disminucién de la viabilidad celular de GL26 mediante la

induccién de apoptosis.
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Figura 24. Andlisis de TUNEL luego del tratamiento de GL26 con AM-27. El grafico muestra el
porcentaje de células GL26 TUNEL positivas. Las imagenes son fotomicrografias representativas
de células de la linea GL26 tratadas con AM-27 o vehiculo (100 nM; 120 h). Los datos se
analizaron empleando test de student. ** p< 0,01.
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V- Profundizacién de los mecanismos de accidon subyacentes al efecto del

andlogo AM-27 sobre la muerte celular: andlisis del potencial de

membrana mitocondrial y liberacién al medio de LDH

Continuamos procurando conocer mas acerca del proceso de muerte que produce el
analogo AM-27 en CCECC y en GBM. Para ello evaluamos si bajo el efecto del analogo
se conserva o se pierde el potencial de membrana mitocondrial, que nos habla acerca de
la permeabilidad mitocondrial. La alteracion de esta Ultima es uno de los dos mecanismos
de activacion de la via intrinseca de la apoptosis (Sola, S., et al., 2016). Los cultivos
fueron incubados por 30 minutos, previo a la fijacion, con la sonda fluorescente
MitoTracker Red (0.1 Ig/mL). Las mitocondrias marcadas con un color rojo brillante son las
gue conservan el potencial de membrana (Abrahan, C.E., et al., 2009). La figura 25,
muestra que las células de la linea HN12 tratadas con el analogo pierden de manera
significativa su potencial de membrana (AM-27: 22,29 UAF + 1,24 UAF vs vehiculo: 34,74
UAF + 3,30 UAF), sugiriendo la activacién por parte del AM-27 del proceso de apoptosis
por la via intrinseca.

Una observacion colateral que pudimos realizar al ver los cultivos microscépicamente y
gue llamd nuestra atencion fue la formacion de nanotubos (TNTs - Tunneling nanotubes)
con mitocondrias marcadas por la sonda que aumentaban en los tratados con AM-27. Los
nanotubos son, junto con las uniones gap, un sistema de comunicacién, descripto en 2004
(Rustom, A., et al., 2004), que permite el intercambio de factores entre los citoplasmas de
las células conectadas. Se componen de F-actina, pero no de microtabulos. Estos
nanotubos coordinan procesos bioldgicos como desarrollo, metabolismo, homeostasis y
respuesta inmune y, a diferencia de las uniones gap, alcanzan largas distancias y pueden
transportar pequefias moléculas, vesiculas y organelas tales como mitocondrias
(Koyanagi, M., et al., 2005) (Gerdes, H.H., et al., 2007). También se ha publicado el
intercambio entre células tumorales de glicoproteina P, un transportador ABC de la
membrana mitocondrial que media la resistencia a farmacos (Levchenko, A., et al., 2005).
El hecho de que células que no se estan dividiendo intercambien mitocondrias a través de
los mencionados nanotubos es importante porque se produce una transferencia de

material genético entre ellas.
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Figura 25. Evaluacién del potencial de membrana mitocondrial luego del tratamiento de HN12 con
AM-27. El gréfico muestra el descenso de las unidades arbitrarias de fluorescencia (medida con
ImageJ) de la linea HN12 luego del tratamiento con la ICsy del analogo AM-27 o vehiculo durante 6
h. Las imagenes son fotomicrografias representativas. Se aplicé el test de student. ***p = 0,0003.

De manera similar procedimos a evaluar el potencial de membrana mitocondrial de la
linea de glioma GL26 luego del tratamiento con AM-27, esperando encontrar un
comportamiento similar a la linea HN12 debido a los resultados que se venian
observando. Efectivamente, el tratamiento de células GL26 con AM-27 produjo una
disminucion significativa en el potencial de membrana mitocondrial (AM-27: 27,86 UAF +
1,84 UAF vs vehiculo: 30,58 UAF + 1,82 UAF) (figura 26).
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Figura 26. Evaluacién del potencial de membrana mitocondrial luego del tratamiento de GL26 con
AM-27. El gréfico muestra las unidades arbitrarias de fluorescencia (medida con ImageJ) de la
linea GL26 luego del tratamiento con la ICsy del analogo AM-27 o vehiculo durante 6 h. Las
imagenes son microfotografias representativas. Se aplico el test de student. *p = 0,0235.
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Estos resultados demuestran que el analogo AM-27 produce un significativo aumento de
la muerte celular en las lineas HN12 y GL26, que puede ser explicada, al menos en parte,
por un aumento de la apoptosis, presumiblemente por la via intrinseca.

Como parte de los estudios de los mecanismos de accion del analogo evaluamos si,
ademas, se produce un aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica,
midiendo la liberacién de la enzima LDH al medio de cultivo. La LDH es una enzima
citosélica que es liberada al medio extracelular al producirse la ruptura de la membrana
plasmatica, la cual puede ocurrir como resultado de un proceso necrético o en apoptosis
tardias. La actividad de dicha enzima se mide espectrofotométricamente mediante el
empleo del kit LDH-P UV AA (Wiener Lab.). En las condiciones experimentales detalladas,
el analogo AM-27 indujo permeabilidad de la membrana plasmatica en la linea de GBM
GL26 (140,49 U/l £ 3,56 U/l vs 97,67 U/l £ 2,67 U/l; *p < 0.01); sin embargo, no se
detectod efecto alguno sobre el pardmetro medido para la linea de CCECC HN12 (116,07
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U/l + 4,77 U/l vs 123,63 U/l £ 13,49 U/l). Estos resultados se observan en la figura 27 y
sugieren que en la linea GL26 el AM-27 podria inducir necrosis.
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Figura 27. Permeabilidad de la membrana plasmatica luego del tratamiento con AM-27. Evaluacién
de la liberacion de LDH al medio de cultivode las lineas HN12 (A) y GL26 (B) luego del tratamiento
con AM-27 (100 nM; 120 h). El ensayo se realiz6 por triplicado. Se aplic6 ANOVA (de dos vias) con
posterior test de Bonferroni, **p < 0,01.

VI- Actividad antitumoral del anadlogo AM-27 en un modelo murino de
CCECC

Teniendo en cuenta la ausencia de efectos hipercalcemiantes del AM-27 asi como
también la reduccién observada en la viabilidad luego del tratamiento de las lineas de
CCECC HN12 y HN13 con AM-27, nos propusimos continuar los estudios en modelos
animales de cancer (objetivo 3). Para ello utilizamos un modelo de xenotransplante
subcutaneo de HN12 en ratones inmunosuprimidos. Se inocularon subcutdneamente
7x10° células pertenecientes a la linea HN12, se monitorearon los ratones periédicamente
y cuando los tumores se volvieron palpables se comenzd con el tratamiento con el
analogo AM-27 (50 pg/kg de peso, dia por medio) o con vehiculo. Se decidi6 emplear esta
dosis elevada ya que en ensayos preliminares observamos que no se producian efectos
téxicos en los animales luego de la administracién de la misma. Durante todo el periodo
de tratamiento (18 dias) se observo el estado general de los animales, se pesaron los
ratones y se midieron in vivo los tumores con calibre digital. Al momento del sacrificio se
les extrajo sangre del seno retroorbital para la medicibn de parametros séricos, se
pesaron los ratones, se extrajeron y pesaron los 6rganos de interés (rifibn, higado y
bazo), se extrajeron los tumores y se tomaron las tres medidas de estos Ultimos.

El peso corporal entre los ratones del grupo control, tratados con el vehiculo y aquellos

pertenecientes al grupo tratado con el analogo no mostré diferencias significativas,
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aunque se observé una tendencia a que los ratones tratados con AM-27 incrementen su
peso (figura 28 A). El peso relativo de los 6rganos se determind de acuerdo a la siguiente
férmula: peso relativo del érgano = peso del érgano/peso del animal x 100 (Cobbina, S.J.,
et al., 2015). No se encontraron diferencias significativas en los pesos relativos de los
riiones, del higado o del bazo (figura 28 E-G), confirmando su nula capacidad de generar
toxicidad a tales 6rganos a la dosis y tiempos probados. Dentro de los parametros séricos,
observamos que tanto la calcemia como el hematocrito se mantuvieron dentro de los
rangos normales (figura 28 B y C), confirmando la ausencia de toxicidad a mediano plazo.
Cuando analizamos la enzima LDH en suero, indicadora de lesion celular o tisular,
notamos que se mantuvo, también, dentro de los niveles esperados; incluso la media se
ubicé por debajo de lo que indica la bibliografia para los valores de referencia en ratones
nude machos: 464 Ul (figura 28 D) [http://harlanisrael.com/nu.pdf].

Estos resultados corroboran y amplian (estos ultimos provienen de tratamientos mas
prolongados) aquellos obtenidos en los ensayos de calcemia y toxicidad originales,

llevados a cabo en los ratones CF1 (figura 16).
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Figura 28. Modelo de xenotransplante subcutaneo de células HN12 en ratones nude (N=12).
Evaluacion del efecto del tratamiento con 50 pg/kg de AM-27 o vehiculo sobre el peso corporal (A);
sobre el Hematocrito, al comienzo y al final de la experiencia (B); sobre los niveles plasméticos de
calcio, al comienzo y al final del ensayo (C); sobre la actividad de LDH (D); y sobre el peso relativo
de los érganos (ex vivo): Higado (E), Rifiones (F) y Bazo (G), donde pueden manifestarse los
signos de toxicidad. Se realizé test de Student al andlisis del hematocrito, de calcemia, de LDH y

de los pesos relativos de los 6rganos. Se aplicé ANOVA (de dos vias) para la medicion del peso en
funcién del tiempo.
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Del andlisis de las dimensiones tumorales in vivo, se observé una tendencia mostrando
gue los ratones tratados con el andlogo desarrollan un tumor de mayores dimensiones,
aunque la diferencia no lleg6 a ser estadisticamente significativa (figura 29 A). Una vez
sacrificados los ratones, se observd que el peso de los tumores y las dimensiones de
éstos, ex vivo, no variaron significativamente entre el grupo tratado con el anélogo y el
grupo tratado con el vehiculo (vehiculo: 0,12 g + 0,02 g vs AM-27: 0,13 g = 0,03 g;
vehiculo: 27,80 mm® + 8,94 mm® vs AM-27: 36,11 mm® + 9,35 mm?®; figura 29 B y C,

respectivamente).
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Figura 29. Modelo de xenotransplante subcutaneo de células HN12 en ratones nude (N=12).
Evaluacion del efecto del tratamiento con 50 pg/kg de AM-27 o vehiculo sobre el volumen tumoral
a lo largo del experimento (A); sobre el peso tumoral (B) y sobre el volumen tumoral (ex vivo) (C).
En el gréfico se representa el promedio del volumen tumoral de cada grupo + SD Se muestran
fotografias de un tumor representativo para cada condicién. Se realizd un test de Student a los
andlisis de peso y volumen tumoral. Se aplic6 ANOVA (de dos vias) para el analisis del volumen
tumoral en funcién del tiempo.
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VII- Actividad antitumoral del andlogo AM-27 en un modelo singeneico de
células GL26 en ratones C57BL/6

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos in cultivo que demuestran efectos
antitumorales del analogo AM-27 en células provenientes de glioma (con ausencia de los
mismos en astrocitos), decidimos proseguir con los ensayos preclinicos propuestos como
parte del objetivo 3, evaluando los efectos antitumorales in vivo en un modelo singeneico
de inoculacion de células de la linea GL26 en ratones C57BL/6.

Se inocularon subcutaneamente 1x10° células en el flanco derecho, se monitorearon los
ratones periédicamente y cuando los tumores se volvieron palpables se comenzé con el
tratamiento con el anadlogo AM-27 (50 ug/kg) o con vehiculo, dia por medio, durante 18
dias. Se prosiguié de manera similar a lo descripto para el modelo de CCECC.

No se observaron diferencias significativas entre el peso corporal de los ratones tratados
con el vehiculo y el peso de los animales tratados con el analogo (figura 30 A). Dentro de
los parametros séricos, observamos que tanto el hematocrito (vehiculo: 46,48 % +1,57 %
vs. AM-27: 45,25 % £ 1,72 %) (figura 30 B) como la calcemia (vehiculo: 5,95 mg/dL + 0,37
mg/dL vs. AM-27:6,23 mg/dL + 0,52 mg/dL) (figura 30 C) se mantuvieron dentro del rango
normal. Cuando analizamos la actividad de la LDH (figura 30 D) en suero, notamos que se
mantiene, también, dentro de los niveles esperados para ambos grupos experimentales
(vehiculo = 496,1U/l1 + 44,10 U/l; AM-27 = 474,2 U/l £ 46,70 U/l).No se encontraron
diferencias significativas en los pesos relativos de los rifiones, del higado ni del bazo
(figura 30 E-G) confirmando la ausencia de toxicidad a tales 6rganos a las dosis y tiempos

ensayados.
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Figura 30. Modelo subcutdneo singeneico de células GL26 en ratones C57BL/6 (N = 11).
Evaluacion del efecto del tratamiento con 50 ug/kg de AM-27 o vehiculo sobre el peso corporal a lo
largo de la experiencia (A); sobre el hematocrito, al comienzo y al final de la experiencia (B); sobre
los niveles plasmaticos de calcio, al comienzo y al final del ensayo (C);sobre la actividad de LDH
(D); sobre el peso relativo de los 6rganos: rifion (E), higado (F) y bazo (G), donde pueden
manifestarse los signos de toxicidad. Se realiz6 test de Student al andlisis del hematocrito, de
calcemia, de LDH y de los pesos relativos de los érganos. Se aplic6 ANOVA (de dos vias) para la
medicion del peso en funcién del tiempo.

99



Con respecto a la carga tumoral, no se produjeron diferencias significativas entre la carga
tumoral de los animales tratados con vehiculo y la carga tumoral de los ratones tratados
con AM-27, ya sea que se estudie el peso tumoral (figura 31 A), el volumen tumoral in vivo
(figura 31 B) o el volumen tumoral ex vivo (figura 31 C).
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Figura 31. Modelo subcutaneo singeneico de células GL26 en ratones C57BL/6 (N = 8).
Determinacién del peso tumoral (A); del volumen tumoral in vivo en mm?® (B); y del volumen
tumoral ex vivo (C). Se muestran fotografias de un tumor representativo para cada condicién. Se
realiz6 un test de Student a los andlisis de peso y volumen tumoral. Se aplicO ANOVA (de dos vias)
para el analisis del volumen tumoral en funcién del tiempo.

VIll- Estudios computacionales del nuevo analogo AM-27

Los efectos genémicos del calcitriol se llevan a cabo a través de la unién de este al
receptor de la vitamina D (VDR), el cual se halla en, al menos, 30 tejidos (Bendik, I., et al.,
2014). El calcitriol circula en sangre unido a una a-globulina (VDBP — proteina de union a
vitamina D), ingresa a las células blanco y se une al VDR presente en el citosol. Este
receptor estd conformado por 427 aminoacidos y contiene dos regiones funcionales

principales: el dominio de union a ligando (LBD) y la region de union al ADN. En la region
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LBD se une el calcitriol, ejerciendo un cambio conformacional de la hélice H12 de este
dominio, con la consecuente activacion del receptor. Esta modulacién alostérica
promueve la activacion funcional del dominio AF-2 (funcién de activacion 2), que media la
union de co-moduladores transcripcionales. Este complejo calcitriol-VDR heterodimeriza
con cualquiera de las tres isoformas de RXR (receptor X retinoide) y trasloca al nucleo.
Por ultimo, este heterodimero se une a secuencias especificas en las regiones
promotoras de los genes diana regulando asi la expresion de mas de 900 genes
(Carlberg, C., et al., 2012) (Guessous, |., 2015) (Campbell, F.C., et al., 2010).

Estos eventos en la activacion del VDR permiten explicar, al menos en parte, el hecho de
gue los diferentes analogos del calcitriol presenten diferentes propiedades antitumorales
y/o hipercalcemiantes entre ellos y con la hormona natural. Por ejemplo, un analogo
podria poseer una capacidad mayor que el calcitriol de inducir dimerizaciéon con el RXR o
podria reclutar mas fuertemente proteinas co-reguladoras. Un enfoque que pretende
dilucidar estas diferencias es aplicar tecnicas computacionales que permitan analizar las
interacciones entre un analogo determinado y el VDR. Con el fin de continuar con los
estudios de los probables mecanismos de accién de los analogos bajo estudio (objetivo
4), se aplicaron técnicas computacionales (acoplamiento molecular, dinAmica molecular —
MD- y la energia libre de los analisis de unién) para analizar comparativamente la union
de calcitriol y AM-27 a VDR, analizando su comportamiento farmacodindmico y la
capacidad de provocar la modulacion alostérica necesaria para la bioactividad.

Los estudios computacionales se desarrollaron utilizando como referencia la estructura
cristalografica del complejo calcitriol-VDR (Rochel, N., et al., 2000) (PDB code: 1DB1). El
software Marvin se emple6é para dibujar, visualizar y caracterizar las estructuras de
calcitriol y AM-27 (MarvinSketch v.16.2.15.0, 2016). Los andlisis estructurales vy
energéticos se llevaron a cabo con el software Gaussian03 (Frisch, M.J., et al., 2003) con
el fin de obtener la conformacién de energia minima mediante la aplicacién de métodos
semiempiricos (AM1) y ab initio (HF/6-311+G*).
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Figura 32. Célculos computacionales A) Docking molecular. Posicionamiento sobre VDR del
calcitriol y de AM-27. B) Componentes energéticos calculados para la interaccion intermolecular
entre calcitriol y AM- 27 con VDR por medio de simulaciones DM de disolvente explicitas. C)
Huellas digitales de la interaccién intermolecular por residuo decalcitriol (negro) y de AM-27 (rojo).
D) RMSF vs tiempo.

La figura 32 A muestra las interacciones intermoleculares entre VDR con calcitriol y AM-
27. Se desprende de la imagen que AM-27 es capaz de unirse al sitio de unién a ligando
(LBD) de VDR, estableciendo la mayoria de las interacciones intermoleculares
observadas con el calcitriol. Con el objetivo de analizar el espacio disponible para el
calcitriol y el andlogo AM-27, se enumeraron los conférmeros hallados estableciendo una
energia barrera. Se hall6 que ambas conformaciones bioactivas estuvieron presentes con
una energia barrera de 10 kcal/mol, encontrando 71 conférmeros para el calcitriol y 49
para AM-27. Esta observacién evidencia que AM-27 es capaz de establecer las
interacciones intermoleculares necesarias con VDR dentro de un espacio conformacional
restringido.
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" componente | Colarol | Aw-27

Van der Waals -63.5 -64.8
Electrostatica -27.2 -39.2
Gas -90.8 -104.1
Solvatacién polar 25.6 30.3
Solvatacién no polar -8.4 -8.7
Total -73.5 -82.5

Tabla 12. Componentes energéticos calculados para la interaccién intermolecular entre calcitriol y
AM-27 con VDR por simulaciones de MD.

Desarrollamos simulaciones de dindmica molecular de disolvente explicito para continuar
estudiando el comportamiento farmacodinamico de AM-27. A partir de estos estudios se
llevaron a cabo analisis estructurales y energéticos para el calcitriol y para AM-27. En la
tabla 12 se ve que el AM-27 posee una energia de interaccion total mayor en
comparacion a la del calcitriol (-82,5 y -73,5 kcal/mol, respectivemente), caracteristica que
se origina del fortalecimiento de las interacciones electrostaticas de AM-27 con VDR
comparado con el calcitriol. Del andlisis de la energia de interaccion por residuo (figura 32
B) se determina que esta interaccion electrostatica superior se origina de los contactos
intermoleculares con Arg274 y His397. Sin embargo, tanto el calcitriol como AM-27
establecen interacciones intermoleculares con esos aminoacidos como lo demuestran los
estudios de acoplamiento molecular (MD) (figura 32 A); por lo tanto, la interaccién
fortalecida para AM-27 deriva de una conformacion mas favorecida y sostenida que para
la hormona nativa. Para analizar este efecto, se controlaron las interacciones de enlaces
de hidrégeno entre los dos ligandos y Arg274 y His397. Como puede verse en la figura 32
C, AM- 27 fue capaz de establecer interacciones de enlaces de hidrogeno estables con
Arg274 y His397, con tiempos de vida media entre 50 y 60% durante toda la trayectoria de
DM. Cuando se analizaron simulaciones de DM obtenidos para calcitriol, las interacciones
de enlace de hidrégeno fueron muy transitorias a lo largo de las simulaciones, con un
tiempo de vida media de 11% y 10% para los grupos hidroxilo primarios y secundarios,
respectivamente. Estos andlisis demuestran que la mayor afinidad por VDR calculada
para AM-27 se origina principalmente en las interacciones eficientes de enlace de
hidrégeno establecidas con Arg274 y His397, caracteristica que es impulsada por la

restriccion conformacional de los cinco miembros de anillo presente en AM-27. La
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eficiencia de la interaccion del ligando unido a VDR con His397 parece ser determinante
para la interaccion estable con Arg274.

Finalmente, para evaluar el efecto de AM-27 en el mantenimiento de la conformacion
estructural de la hélice H12 del LBD observada para el ligando natural, se calculé la
RMSF (root mean square fluctuation) vs el tiempo para este bucle. Como puede verse en
la figura 32 D, AM-27 mantiene la conformacién estructural de H12. La misma posee un
papel significativo en la formacion de una conformaciéon activa de VDR (Kato, A., et al.,
2016). La union especifica del ligando induce el plegamiento de la H12 del VDR
generando la activacién de AF-2 lo que proporciona la plataforma para el reclutamiento de
los coactivadores. En este sentido, ya habia sido demostrada la importancia que tiene la
cadena lateral alifatica de los analogos del calcitriol para el reposicionamiento de la H12 y
el control de la actividad de VDR (Mizwicki, M.T., et al., 2010) (Yamamoto, K., et al., 2014)
(Lee, K.Y, et al., 2016).
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Discusion y
Conclusiones

“Es mejor debatir una cuestion sin llegar a concluirla,
que llegar a una conclusion sin debatirla”
Joseph Joubert

105



Los cénceres de la cavidad oral presentan una tasa de supervivencia global a 5 afios del
48%, no habiendo mejorado en los ultimos afios a pesar de los nuevos regimenes de
tratamiento (Guntinas-Lichius O., et al., 2010). Por su parte, el glioblastoma es el tumor
primario del sistema nervioso central mas frecuente y mas agresivo, siendo la sobrevida
media de entre 12 a 15 meses luego del diagnostico (Undabeitia, J., et al., 2016). El
tratamiento de primera linea del GBM consiste en la extirpacion quirirgica maxima posible
de la lesién, seguida de quimioterapia con temozolomida y de radioterapia (Wen, P.Y., &
Kesari, S., 2008). Sin embargo, la recurrencia local se produce con elevada frecuencia
(Ellison, D., et al., 2013).

Por ello es importante la busqueda de terapias novedosas o alternativas, las cuales
pueden incluir principios activos naturales o drogas sintéticas, o la combinacion de
estrategias terapéuticas (Moreno Ayal, M.A., & Candolfi, M., 2014), que permitan tratar
con mayor eficiencia estos tumores.

En relacion a la busqueda de potenciales drogas sintéticas, nuestro grupo de trabajo ha
disefiado analogos del calcitriol entre los que se encuentran el AM-27 y el ML-344 que
poseen en la cadena lateral un grupo oxolano y un grupo amida, respectivamente. En esta
parte del trabajo de tesis evaluamos la potencialidad terapéutica de estos analogos en
GBM y CCECC. En relacibn a la calcemia y los efectos tdxicos se observo,
alentadoramente, que ninguno de los dos analogos incrementa el calcio plasmatico,
modifica el hematocrito o produce dafio a los érganos mas comunmente afectados con
compuestos téxicos a las dosis (5 pug/kg) y tiempos (96 h) estudiados. Con el analogo AM-
27 se llevaron a cabo estudios de toxicidad adicionales ya que se obtuvieron resultados
promisorios en los ensayos en cultivo. En estos estudios adicionales se extendid el tiempo
de evaluacion (hasta 18 dias, toxicidad subaguda), se estudiaron dosis 10 veces mayores
y se utilizaron otras dos cepas de ratones. En estas condiciones tampoco se observo
toxicidad o hipercalcemia, sugiriendo la posibilidad que el AM-27 pueda ser administrado
a pacientes en grandes dosis sin efectos toxicos.

El AM-27 fue efectivo, con diferente potencia, en la reduccion de la viabilidad de todas las
lineas tumorales ensayadas (HN12, HN13, GL26, T98G Y U251) mientras que no tuvo
efecto sobre los astrocitos, que son la contraparte normal de las células de GBM. La
diferencia en la respuesta al analogo de las células malignas y su contraparte no maligna
es deseable a la hora de seleccionar un compuesto con buenas posibilidades
terapéuticas. Especificamente en las terapias de los GBM, el hecho que el potencial

compuesto antitumoral no dafie a los tejidos normales es una caracteristica beneficiosa,
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dado que las actuales terapias radiantes disponibles en este tipo de tumores tienen como
desventaja el hecho de dafar considerablemente los tejidos cerebrales aledafios al tumor.
Por otro lado, la quimioterapia adicional tiene un efecto modesto en gliomas debido a que
la llegada de los compuestos es limitada por la presencia de la barrera hemato-encefélica
(Sul, J., & Fine, H.A., 2010). La comparacion de los efectos del analogo AM-27 con el
calcitriol muestra que, a pesar de ser este Ultimo mas potente en las lineas que
respondieron (en general las ICs, fueron menores que las de AM-27), no tuvo efecto en
una de las lineas de GBM a la vez que si tuvo efecto sobre las células normales. Esto,
sumado al hecho que in vivo ocasiona hipercalcemia a la misma dosis que el AM-27 no lo
hace, demuestra una ventana terapéutica que puede ser explotada. Por su parte, el
analogo con el sustituyente amida en su cadena lateral (ML-344) no fue tan efectivo,
mostrando disminucién de la viabilidad solamente en la linea de CCECC HN12 y en la
linea murina de GBM GL26. Ademas tuvo efecto sobre la viabilidad de los astrocitos. Se
ha documentado, con anterioridad, la sintesis de analogos del calcitriol que presentan en
su cadena lateral un grupo amida. Se observé que, aunque los analogos no cuenten con
el OH en el C25 terminal, si poseen el nitrégeno del grupo amida en la posicion C24,
consiguen inhibir la proliferacién celular de queratinocitos de manera similar a como lo
hace el calcitriol. Sin embargo, se advirtié que cuando el nitrdgeno no se encuentra en la
posicibn C24, como por ejemplo en ML-344 que lo tiene en C26, la actividad
antiproliferativa es menor a la del calcitriol (Sinishtaj, S., et al., 2006). Por esto, podriamos
inferir que la razon por la cual el analogo ML-344 resulté ser poco efectivo en los ensayos
de proliferacion in vitro se deberia a que el atomo de nitrdgeno del grupo amida en ML-
344 se halla en el C26; sin embargo, resta analizar los efectos electrdnicos y estéricos
gue afectan al grupo amida por parte del grupo carboxilo terminal de su cadena lateral.

Las muertes por cancer se deben, en un 90%, a la capacidad del tumor primario de
metastatizar. Por lo tanto, migrar y colonizar otras regiones, lejos del tumor primario, es
una caracteristica que necesariamente debe controlarse en la terapia antitumoral. Como
se describid, el calcitriol tiene la capacidad de inhibir el proceso metastasico. Por lo tanto,
es fundamental analizar si los analogos bajo estudio inhiben esta capacidad adquirida por
las células tumorales. Es por eso que nuestros siguientes estudios consistieron en
analizar la capacidad de los analogos de inhibir in cultivo la migracién celular, la cual es
una de las capacidades de la célula necesaria para poder invadir tejidos. Pudimos
observar que ambos analogos retardaron la migracion de las lineas humanas de

glioblastoma T98G y U251. Seria interesante, a futuro, analizar si estos analogos generan
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alguna reorganizacion de las fibras de actina y evaluar si se activan las proteinas de la
familia de Rho GTPasa, involucradas en la reorganizacion de estos filamentos (Racl,
Cdc42 y RhoA) (Nobes, C.D.,& Hall, A., 1995), via sobreactivada en gliomas (Jansen, M.,
et al., 2010) (Fortin Ensign, S.P., et al., 2013) y modulada por calcitriol (Ord6fiez-Moran,
P., etal., 2008).

Ademas de estudiar los efectos de los analogos sobre algunos de los procesos
desregulados en cancer (viabilidad y migracion celular, en nuestro caso), es importante
conocer los mecanismos celulares y moleculares a través de los cuales actian estos
compuestos. Tal como describiéramos en la Introduccion, el calcitriol puede reducir la
viabilidad celular interfiriendo con la progresion del ciclo celular (generando un arresto del
ciclo en la fase Go/G;) o induciendo apoptosis (Picotto, G., et al., 2012) (Feldman, D., et
al., 2014). Es por ello que comenzamos a analizar los mecanismos de accién del AM-27 y,
para esto, elegimos trabajar con dos de las lineas celulares (una de cada tipo de cancer
estudiado) con las cuales se podian desarrollar modelos animales de cancer. Por otra
parte se decididé no continuar investigando los mecanismos de accién del ML-344 debido a
su baja efectividad para reducir la viabilidad celular y al hecho que afecta a las células
normales.

Los estudios demostraron que AM-27 produce un significativo incremento de la fase
subGy/G; en la linea de CCECC HN12, sugiriendo que actla sobre mecanismos de
muerte celular. El posterior andlisis de los mecanismos celulares dio como resultado que
el tratamiento con AM-27 induce apoptosis y que la activacion de este proceso se daria a
través de la via mitocondrial o via intrinseca. Realizamos la misma secuencia de
experiencias para la linea de glioma GL26. De la misma manera que para la linea HN12,
el AM-27 hizo aumentar la fase sub Go/G; y la cantidad de células TUNEL positivas,
sugiriendo que la linea de glioma también responde al AM-27 con induccion de apoptosis.
Sin embargo, a diferencia de lo observado en HN12, se alter6 la permeabilidad de la
membrana plasmaética celular. Estos resultados sugieren que a los tiempos de tratamiento
utilizados para hacer el analisis de permeabilidad de la MP se observa apoptosis tardia o
bien que el proceso de muerte celular inducido por AM-27 en GL26 podria llevarse a cabo
por necrosis. Hay algunos trabajos en la bibliografia que demuestran que el calcitriol
induce necrosis. Por ejemplo, en uno de ellos se demostr6 que este compuesto
administrado a ratones de un modelo de cancer de mama indujo necrosis en los tejidos
tumorales (Garcia-Quiroz, J., et al., 2014). Es posible que el calcitriol o sus analogos

induzcan necrosis al inducir la liberacion y promover la movilizacién de acido araquidénico
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por activaciéon de fosfolipasa A, (de Boland, A.R., & Boland, R.L., 1993) (Toniato, E., et al.,
2015), lo cual podria afectar la fluidez y permeabilidad de la membrana celular (Agudelo,
M.E.R., & Lopez, M.R., 2012). Por otro lado, es reconocido que el proceso necrético es un
hallmark de los GBM, de manera que la célula de glioma es propensa a morir por
necrosis, aunque las razones que esto sea asi no se han dilucidado completamente (Ahn,
S.H., etal., 2016) (Stegh, A.H., et al., 2008).

Estos resultados in cultivo nos impulsaron a seguir los ensayos preclinicos analizando la
capacidad del AM-27 de reducir el crecimiento de tumores establecidos.
Lamentablemente, no se pudo demostrar que el analogo bajo estudio produjera reduccién
del tamafio o volumen tumoral del modelo de CCECC o del modelo de GBM. Estas
discrepancias entre lo observado in vivo e in cultivo es habitual (Briggemann, W., et al.,
2010) (Eisman, J.A., et al., 1987). Una explicacién para esta observacion podria deberse
a que el medio extracelular circundante in vivo ejerce efectos moduladores de las vias y/o
mecanismos involucrados en el mecanismo de accién de AM-27. Dado que el modelo de
GBM utilizado involucra el implante de células de glioma en el tejido subcutaneo en el
flanco del animal y, conociendo la importancia del estroma circundante para el desarrollo
de tumores, procuraremos desarrollar, en un futuro préximo, un modelo intracraneal de
glioma para reproducir mas fehacientemente la enfermedad humana. Es importante
destacar que dado que los compuestos de vitamina D atraviesan sin problema la barrera
hemato-encefalica, esta seria una ventaja del analogo AM-27 sobre otros potenciales
agentes terapéuticos para los gliomas. Por otro lado, la respuesta diferencial de los
astrocitos normales y las lineas de glioma al AM-27 sefiala la posibilidad de obtener
buenos resultados en futuros ensayos pre-clinicos con este analogo.

Por altimo, con el objeto de analizar la interaccién del analogo con el receptor VDR,
demostramos, junto con Mario Alfredo Quevedo (Unidad de Investigacién y Desarrollo en
Tecnologia Farmacéutica (UNITEFA), CONICET y Departamento de Farmacia, Facultad
de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Co6rdoba) que el AM-27 es capaz de
interaccionar con el mencionado receptor. Mediante los estudios computacionales
observamos que AM-27 se une al sitio de unién a ligando de VDR, estableciendo la
mayoria de las interacciones intermoleculares que establece el calcitriol (hecho esperable
ya gue se trata de un analogo de él); sin embargo, la energia de interaccion que establece
el andlogo es mayor a la del calcitriol debido al fortalecimiento de las interacciones
electrostaticas en los contactos Arg274 e His397, que se deriva de una conformacion

mas favorecida y sostenida para el analogo. Las acciones diferenciales observadas entre
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los diferentes analogos del calcitriol, y entre estos con el calcitriol, podrian deberse a un
reclutamiento selectivo, dirigido por el ligando, de coactivadores transcripcionales. El
reclutamiento diferencial de los coactivadores es dependiente del contexto celular y del
promotor del gen que regula y esto podria explicar la respuesta diversa del calcitriol y sus
analogos (Issa, L.L., et al., 2002). Los ligandos (analogos) pueden exponer u ocultar un
residuo de aminoacido que puede ser incluido o excluido de la interfaz funcional y de esta
manera mejorar o disminuir la union de coactivadores (de la familia de p160 o de la familia
DRIP/TRAP) al receptor o modificar la preferencia del sitio de union para coactivadores
(Gardezi, S.A., et al., 2001). El anadlogo AM-27 conserva el 25-OH que es esencial para el
enlace con el aminoéacido Histidina 305 del VDR (Gardezi, S.A., et al., 2001). Por otra
parte, el AM-27 conserva los grupos metilos de los C26 y C27 del calcitriol, los cuales
establecen contactos de van der Waals con Valina 418 y Fenilalanina 422 de la hélice
H12, la cual es reconfigurada después de la activacion del ligando y es un importante
punto de contacto para SRC-1 (Issa, L.L., et al, 2002). Ademas, los ensayos
computacionales nos mostraron que el analogo AM-27 establece enlaces fuertes con dos
aminodcidos fundamentales del receptor de la vitamina D, Arginina 274 e Histidina 397.
Hay trabajos que demuestran la importancia de la interaccién del ligando con la Arginina
274. Por ejemplo, en uno de ellos se observé que la mutacién de Arg274 deriva en la
pérdida del puente de hidrogeno con el OH del C1 del calcitriol (conservado en nuestro
analogo) y un descenso de 1000 veces en la transactivacion de coactivadores (Swann,
S.L., et al., 2002). La Histidina 397, que pertenece a la hélice 11, interactla con la hélice
H12 y la estabiliza; pero ademas, como lo vemos con nuestro analogo oxolano, interactla
directamente con el ligando (Rochel, N., et al., 2000).

En conclusion demostramos que, a diferencia del ML-344, el analogo AM-27 fue efectivo
en ensayos in cultivo ya que afectd la viabilidad de las lineas de CCECC, HN12 y HN13, y
las de GBM (humanas y murina) sin afectar el cultivo primario de astrocitos, es decir,
ejerciendo un efecto diferencial entre células tumorales y no malignas. También redujo la
tasa migratoria de algunas de las lineas celulares ensayadas. El AM-27 indujo apoptosis
en la linea HN12, a través de la via intrinseca y apoptosis y/o necrosis en la linea GL26.
En ensayos in vivo, no elevd la calcemia ni produjo toxicidad en dosis elevadas; sin
embargo, no redujo la carga tumoral de los modelos de CCECC o de GBM utilizados.
Mediante andlisis in silico se observd que el AM-27 se une al sitio de unién a ligando de
VDR y que la energia de interaccion que establece es mayor a la del calcitriol. En base a

los resultados obtenidos se propone, para futuras investigaciones, administrar el analogo
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AM-27 a otros modelos animales de GBM y de CCECC y en dosis mayores a las
utilizadas en este trabajo de tesis.
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Segunda Parte: estudio de
estrategias terapeuticas para
CCECC vy GBM, basadas en el

extracto triterpénico de las esporas
del hongo Ganoderma lucidum

“El limite entre alimento y medicamento se ha hecho tenue”
Bernardo Houssay (Premio nobel de medicina y fundador del CONICET)

“Let food be your medicine and medicine your food”
Hipdcrates (460 a. C. - 370 a. C)

“Los arboles son la base de los bosques,

Pero un bosque es mucho mas de lo que ven... hay otro mundo.
Un mundo de infinitos caminos bioldgicos”

Suzanne Simard

Estructuraquimica
representativa
de los triterpenoides
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Generalidades

Los hongos y el hombre guardan una estrecha relacién desde el comienzo de los tiempos
y han sido participes del desarrollo de varias culturas. Ya eran considerados sagrados en
la Edad de Piedra (9000 a.C. 7000 a.C.) (Samorini, G., 2001) como lo revelan diferentes
artes rupestres del Sahara, region donde proliferé la vida debido a encontrarse llena de
agua (Figura 33). El estrecho vinculo se debe a sus efectos sobre el sistema nervioso
central ya que poseen propiedades neurotropicas como lo describe la siguiente narracion:
“La persona que ha ingerido hongos se sitia en el espacio, con una vision fuera del
cuerpo, invisible, incorporea, viendo sin ser observada, su cuerpo yace en la oscuridad,
tan pesado como plomo, pero el espiritu parece vagar, con la velocidad del pensamiento

para viajar ilimitadamente, en el tiempo y en el espacio” (Schultes, R.E., 1972).

Figura 33. Disefio de una pintura rupestre hallada en Algeria. Se observa a varios individuos
danzando. Cada participante sostiene un hongo.

El tiempo ha avanzado, inexorablemente, y con ello la relaciéon entre ambos. Cuenta una
leyenda griega que la civilizacion de Micenas debe su nombre gracias a que Perseo, al
momento de fundarla, calma su sed al exprimir una seta —Mykes- y beber el liquido que
brot6 de él (Habicht, C., 1998).

Por otro lado, Hipocrates y Euripides describen en sus observaciones las intoxicaciones

por hongos. Plantorum Teofrasto se refirid6 a los hongos en los siguientes términos "A
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pesar de no poseer raices, ni tallos, ni hojas, ni frutos, los hongos, pertenecen al reino
vegetal”. Y, en el libro Alexifarmaca, Nicander de Colofén, expuso su observacion "los
hongos se originan del suelo por accién de la lluvia". Tambien los hongos tuvieron la
responsabilidad de cambiar el curso normal de la historia humana al ser los protagonistas
de un magnicidio que tuvo como consecuencia un reinado de tirania. En el imperio
romano, Nerdn toma posesion del imperio con el asesinato de su padrastro Claudio, a
través del empleo de oronjas verdes (Amanita caeserea). Nerdn, tiempo después, ya
coronado Emperador, oye decir en un banquete a un comensal “los hongos son manjares
de dioses”, y el Emperador responde “Si, ellos son los que han hecho de mi padre un
Dios” (Lépez, J.A.S., 2000).

En América, la abundante evidencia arqueoldgica revela el empleo tradicional de hongos
desde tiempos prehispanicos en todo el continente (Guzman, G., 2012). La relacién no
diferia con aquella del viejo continente. Los indios mesoamericanos veian relacion entre
los rayos y los truenos con la aparicion de Amanita muscaria.

En la era del oscurantismo, cuando el cristianismo albergé gran parte del poder, se detuvo
la adquisicibn de conocimientos debido a que la busqueda de la verdad o el
cuestionamiento de los dogmas no estaban permitidos. So6lo Dios preocupaba al hombre.
Este evento fue el gran culpable del estancamiento de la ciencia, del arte, de la filosofia,
etc. Con el advenimiento del renacimiento, los hongos se convirtieron en objetos de
estudio de la ciencia. Se comprendié su manera de reproducirse, incluso antes de la
invencién del microscopio. Con la nueva concepcion del hombre y del Universo
aparecieron cientificos que de a poco fueron aportando avances en la materia que se
convertiria en una ciencia, la micologia. Hombres como Charles de I'Ecluse, Carolus
Clusius, Robert Hooke, Pier Antonio Micheli, Carl von Linné, Elias Magnus Fries y Anton
van Leeuwenhoek fueron los primeros referentes de la nueva ciencia (Larreategui, D.,
2011). En la era contemporanea, que atravesamos actualmente, la ciencia y la cultura se
han vuelto fecundas, siendo, quizas, dos personajes los mas emblematicos en la materia
gue estamos tratando: Raymond Sabouraud (1864 — 1938) quien inventé el medio de
cultivo diferencial para hongos de bajo pH y elevada concentracion de azlcar; Y,
Alexander Fleming, quien descubrid la penicilina en 1928, obtenido a partir del hongo
Penicillium notatum, evento que hizo ingresar a la medicina en la era de los antibidticos.
Incluso, quizés los hongos hayan sido participes necesarios en mantener al mundo libre
de la opresion NAZI. Se discute si la siguiente historia es real o un mito: Un agricultor

pobre - apellidado Fleming- de Inglaterra, estaba trabajando la tierra cuando escucho a
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alguien pidiendo ayuda desde un pantano cercano. Un nifio aterrorizado, gritaba y
luchaba tratando de liberarse del lodo. Fleming salvé al nifio de lo que pudo ser una
muerte lenta y terrible. Al dia siguiente, un carruaje llega hasta las propiedades del
agricultor. Un noble inglés se baja del vehiculo y se presenta como el padre del nifio que
Fleming habia salvado. El noble quiso recompensar al agricultor, pero Fleming no acepto.
Aparece en escena el hijo del agricultor y el noble le ofrece a Fleming que su hijo tuviera
la educacién de un noble; El agricultor aceptd, el hijo se gradu6 en la Escuela de Medicina
de St. Mary's Hospital en Londres y se convirti6 en miembro de la Royal Society en 1942,
recibiendo el titulo de Sir dos afios mas tarde y el premio Nobel en 1945 por descubrir la
penicilina. La historia cuenta que el apellido del noble era Churchill. Y que la penicilina
salvo al hijo — Winston Churchill- de aquel noble, que financié los estudios de Alexander
Fleming, cuando enfermé de neumonia.

Se estima que en la Tierra se desarrollan mas de 140.000 especies de hongos, de los
cuales soOlo se conocen un 10%. De éstas 14.000 especies alrededor del 5% poseen
propiedades farmacolégicas significativas (Lull, C., et al., 2005). Un relevo, realizado en
85 paises, muestra que existen 2.300 especies de hongos empelados como alimento o
medicina (Boa, E.R., 2004). Los hongos presentan una capacidad de produccion de
metabolitos biolégicamente activos poco investigada. La actividad bioldgica de estos
abarca desde agentes antimicrobianos, anti fungicos, antivirales y citostaticos hasta
enzimas reguladoras de crecimiento y aromas. Estos metabolitos se agrupan segln su
naturaleza quimica relacionando ésta con las diferentes actividades biolégicas. Los
metabolitos secundarios producidos por los hongos constituyen la interface quimica entre
éstos y el resto del mundo. Es asi, como el reino Fungi constituye una fuente inagotable
para la obtenciéon de metabolitos activos (Brizuela, M.A., et al., 1998) (Chatterjee, S., et
al., 2011).

Para la confirmacién cientifica y el reconocimiento de los metabolitos responsables de la
aparente actividad medicinal de los recursos naturales, la estrategia mas utilizada es la
bioprospeccién. La importancia de dicha técnica radica en la dificultad e/o imposibilidad de
emplear la sintesis quimica para obtener determinadas propiedades en las moléculas de
estructura compleja exhibidas por los productos naturales (vegetales, insectos y/o
vertebrados) tales como la quiralidad y la asimetria. Estas moléculas naturales con
asimetria presentan determinada distribucion espacial dando lugar a los enantidmeros (R
y S) que, aunque solo difieren en la direccién en que desvian la luz polarizada, poseen

diferente actividad biolégica siendo, generalmente, uno solo el que ejerce su efecto
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farmacologico, y el otro puede ser inocuo, téxico o teratogénico (Chatterjee, S., et al.,
2011).

Por otra parte, entre los métodos méas importantes de seleccién del material vegetal para
escoger extractos con potencial actividad biologica se encuentran

* La seleccién taxonGmica, que se basa en elegir plantas de una determinada familia o
género que son capaces de producir, dentro de su metabolismo secundario, determinado
tipo de compuestos.

* La seleccion Etno-Médica, basada en la eleccion de aquellas plantas que son utilizadas
tradicionalmente con fines terapéuticos. Este enfoque ha demostrado ser el mas efectivo
de todos para la deteccién de nuevos principios activos pudiendo incrementar en 10 veces
la probabilidad de éxito en la busqueda de nuevos medicamentos (Pomilio, B.; & Mongelli,
E., 2002). La comunidad cientifica internacional ha tomado conciencia sobre la
importancia de preservar el conocimiento tradicional asociado al uso de los productos
naturales.

Hongos tales como Grifola frondosa (Maitake), Ganoderma lucidum (Reishi), Lentinus

edodes (Shiitake), Inonotus obliquus (Chaga) y muchos otros han sido recolectados por
miles de afos en Jap6n, Corea, China y este de Rusia (Lull, C., et al.,, 2005). Sin
embargo, en la poblacién occidental se los esta aceptando en los Ultimos afios debido a la
creencia popular y desacertada de que carecian de valor nutricional y al temor de adquirir
alguna enfermedad por su consumo (Konno, S., 2009). En la actualidad, el Instituto
Nacional del Cancer (NCI) de USA estd abocado fuertemente a la busqueda de
metabolitos provenientes de la naturaleza para el descubrimiento de nuevas drogas
debido a la variedad de compuestos y estructuras que poseen sus moléculas (Ajith, T.A.,
& Janardhanan, K.K., 2007).

Ganoderma lucidum

Un importante nimero de principios activos empleados en la clinica son derivados de
plantas mayores (por ejemplo: vincristina, vinblastina, acido acetil-salicilico, etc). Los
hongos no son la excepcién siendo los basidiomicetes una importante fuente de agentes
biol6gicamente activos. (Ajith, T.A., & Janardhanan, K.K., 2007).

Ganoderma lucidum (vulgarmente llamado Lingzhi en China, aunque es mas reconocido
por su otro nombre vulgar otorgado en Japén, Reishi) es un reconocido hongo comestible

y medicinal, perteneciente a la Divisibn Basidiomycota, Clase Agaricomycetes, Orden
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Polyporales y Familia Ganodermataceae. Su color varia entre tonalidades que van del
blanco al negro y crecen en latitudes calidas en el tronco de arboles muertos. Ha sido
empleado por mas de dos mil afios por la medicina tradicional China, y en otros paises
asiaticos como India y Japén debido a creencia popular de su capacidad de incrementar
la expectativa de vida. Su gran empleo tradicional se debe a su excelente propaganda
como agente promotor de la salud, aunque todavia no estan del todo esclarecidos los
mecanismos moleculares por los cuales tendria efectividad en la prevencion y tratamiento
de varias enfermedades (Zhao, J.D., & Zhang, X.Q., 1994) (Liu, G.T., 1999).

Las preparaciones no se encuentran aprobadas como formulaciones farmacéuticas,
aunque si lo estan como suplementos dietéticos o nutracéuticos (Ajith, T.A., &
Janardhanan, K.K., 2007). Por ejemplo, un popular suplemento dietario se consume en
forma de infusién o polvo (Jiang, J., et al., 2011) (Thyagarajan, A., et al., 2006). Dentro de
los efectos farmacolégicos significativos reportados se documentaron sus propiedades
anti-tumorales, anti-inflamatorias anti-oxidantes, anti-diabéticas, antibacterianas y
hepatoprotectoras (Li, B., et al., 2013) (Kuo, H.P., et al., 2013) (Chen, C., et al., 2016)
(Gill, B.S., et al.,, 2016), ademas de ser efectivo en la prevencion de enfermedades
cronicas como hepatitis, hipertensién y cancer (Jiang, J., et al., 2011) (Wu, G.S., et al.,
2012).

Ganoderma lucidum contiene mas de 400 compuestos bioactivos representados por las
especies moleculares clasificadas dentro de los triterpenoides, polisacéaridos, nucleétidos,
y esteroides (Li, B., et al., 2013) (Yuen, J.W.M,, et al., 2012). La actividad antitumoral se le
atribuye, principalmente, a los triterpenoides (Jiang, J., et al.,, 2011) (Wu, G.S., et al.,
2012) y a los polisacaridos (Liang, Z.E., et al., 2015) (Krashopolskaya, L.M., et al., 2014)
(Ferreira, I.C., et al., 2015) (Sun, Z., et al., 2014) (Liang, Z., et al., 2013) (Liang, Z., 2014) (
Popovic, V., et al., 2013) (Boh, B., 2013) (Lin, Z.B., & Zhang, H.N., 2004). La actividad de
los triterpenoides es dependiente de su estructura y, como ocurre con todo extracto, es
dificil reconocer el elemento biolégicamente activo que es el mayor responsable de los
efectos farmacolégicos observados (Tang, W., et al., 2006). Los efectos citotdxicos varian
entre los diferentes sub tipos de triterpenos (Kao, C., et al., 2013). Las esporas de Reishi
son medicinalmente esenciales ya que los triterpenoides aislados de ellas mostraron

poseer potente actividad terapéutica y farmacoldgica en multiples enfermedades.
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Triterpenoides

Como hemos visto, periddicamente se acrecienta el interés por los metabolitos
secundarios de plantas superiores y hongos por presentarse con potencial como agentes
terapéuticos y como una alternativa a las drogas sintéticas que frecuentemente cuentan
con efectos adversos y pobre biodisponibilidad. Como se describié, las propiedades
antioxidantes, antitumorales y antimetastasicas de Ganoderma lucidum (Reishi) le son
adjudicadas a los triterpenoides (Zhong, J.J., & Xiao, J.H., 2009) (Jedinak, A., et al.,
2011).

Los triterpenoides son moléculas organicas de estructuras variadas, con un ndcleo comun
y con diversidad de sustituyentes que son los que permiten que se puedan encontrar en la
naturaleza mas de 20.000 compuestos diferentes. En términos generales, aunque se
deberia analizar individualmente cada uno, la actividad antitumoral se le atribuye a su
capacidad de bloquear la activacion de NF-KB, de inducir la apoptosis e inhibir la
angiogénesis (Petronelli, A., et al., 2009). Son mas de 140 los triterpenoides identificados
en Ganoderma lucidum. Una cuestidn interesante, que tiene importancia relevante, es que
la cantidad de activos a extraerse de un extracto de Ganoderma lucidum va a variar
dependiendo de la cepa empleada, del lugar de produccion del hongo, del origen
geografico, de las condiciones de cultivo (humedad, temperatura, sustrato, etc) y del
método de extraccion. Estas cuestiones, ser una mezcla compleja y dificultad o ausencia
de estandarizacién de los metabolitos activos, son las que limitan la aceptacién e
integracion de este tipo de activos en la medicina occidental (Moreno, P, H., et al., 2011)
(Thyagarajan, A., et al., 2006).

Accién antitumoral del Ganoderma lucidum

Es abundante la documentacion cientifica, basados en ensayos in vitro e in vivo (tanto en
animales como en humanos) donde se demuestra la accion antitumoral de Ganoderma en
tumores de diferentes origenes con diferentes grados de malignidad (Yuen, JW.M., et al.,
2012) (Chen, C., et al., 2016). Ademas, Ganoderma lucidum se ha combinado con
agentes antitumorales mejorando la eficacia antitumoral y disminuyendo los efectos
adversos generados por las terapias convencionales (Kao, C., et al., 2013) (Ajith, T.A., &
Janardhanan, K.K., 2007).
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Mecanismos de accién conocidos

A continuacion se resume lo descripto en la bibliografia acerca de los mecanismos de
accion de los extractos de Ganoderma lucidum o de sus principios activos aislados.

Arresto del ciclo celular

Se ha reportado que el extracto de triterpenoides de Ganoderma lucidum produce arresto
del ciclo celular en fase G; a través de una disminucion de los niveles de la ciclina D; por
modulacion de la B-catenina (Wu, G.S., et al., 2012) (Jedinak, A., et al., 2011) (Shtutman,
M., et al. 1999). Ademas, un extracto etandlico del hongo inhibi6 la transicion G2/M
mediante la supresion de la actividad de la protein-quinasa C (PKC) y redujo los niveles
de ciclina B (Lin, S.B., et al. 2003). También se reporté que el extracto suprimid la
fosforilacion y activacion de ERK1/2, en células de cancer de mama MCF-7 sometidas a
estrés oxidativo, a través de la disminucion de los niveles de c-Fos, una sub unidad de
AP-1, impidiendo asi la union de AP-1 al ADN (Thyagarajan, A., et al., 2006) (Martinez-
Montemayor, M.M., et al., 2011). En otra linea de carcinoma mamario, la MDA-MB-231, G.
lucidum inhibié la proliferacién (arresto del ciclo celular en G,/G;) mediante la inhibicion de
la via de Akt (Jiang, J., et al., 2004). Por otra parte, el 4cido ganodérico X produjo
inhibicion de la sintesis de ADN mediante la inhibiciéon de la topoisomerasa (Li, C.H., et
al., 2005) (Dudhgaonkar, S., et al., 2009).

Citotoxico

Se ha documentado que triterpenos, aislados de Ganoderma lucidum, indujeron apoptosis
a través de la via apoptética intrinseca, seguida por la activacion de la cascada de
caspasas (Liu, R.M., & Zhong, J.J., 2011) (Liu, R.M., et al., 2012). Ademas, incrementaron
la relacion Bax/Bcl-2 por aumento de la expresién de Bax y descenso de la expresion de
Bcl-2 (Liu, R.M., & Zhong, J.J., 2011). Por otra parte, los acidos ganodéricos, aislados de
Ganoderma lucidum, se unieron a la proteina 14-3-3, involucrada en la progresion del
ciclo celular y de la apoptosis, inhibiendo su actividad (Yue, Q. X., et al., 2008) (Liu, R.M.,
et al., 2012).
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Antiangiogénico

La angiogénesis es el proceso de formaciéon de vasos sanguineos por capilares que
brotan de vasos preexistentes. Este evento es una respuesta fisiolégica normal, pero es
un proceso que también se produce en el estado patoldgico de la enfermedad tumoral.
Esta formacién de nuevos vasos consta de una serie de pasos que incluye a células
endoteliales, matriz extracelular y factores angiogénicos como factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento transformante-p1 (TGF-B1) cuya
expresion es controlada por los factores de transcripcién AP-1 y NF-k3 que se encuentran
constitutivamente activos en ciertos tumores. Por lo tanto, inhibir estos factores seria una
potencial estrategia terapéutica. Se ha reportado qu la administracion de un extracto de G.
lucidum produjo inhibicion de eventos tempranos de la angiogénesis a través de la
inhibicién de AP-1, y la concomitante disminucién de la secrecion de VEGF y TGF-f1
(Stanley, G., et al, 2005).

Antimetastasico

Se ha reportado que el 4cido ganodérico de G. lucidum produjo inhibicién de la invasion
de células de tumores metastasicos a través de la inhibicion de la expresién de MMP-9
(Chen, N.H., et al.,, 2008) (Chen, N.H., et al.,, 2010). También, que un extracto de G.
lucidum redujo la expresion de IL-8 (molécula que se asocia con un fenotipo metastasico

porque induce angiogénesis) (Thyagarajan, A., et al., 2006).

Antioxidante

Existen abundantes trabajos que sugieren que los productos de origen natural pueden
proteger contra algunos canceres (Greenwald, P., et al., 2001), especialmente aquellos
gue poseen moléculas antioxidantes (Thyagarajan, A., et al., 2006). EIl oxigeno es una
molécula esencial para el desarrollo de la vida. Participa en el transporte de electrones
gue producen ATP y colabora en la utilizacibn de los nutrientes; sin embargo, su
desbalance puede producir dafio oxidativo (Ajith, T.A., & Janardhanan, K.K., 2007) (Wei,
Y.S., et al., 2009). Este ultimo es un factor importante y de gran influencia en la iniciacion,

desarrollo y progresion del cancer ya que induce injuria celular y tisular. Los radicales
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libres y las especies reactivas de oxigeno, generados en los procesos metabdlicos, tienen
la capacidad de dafar el ADN, proteinas estructurales y enzimas generando reacciones
en cadena descontroladas (peroxidacion lipidica u autooxidacion) conduciendo a la célula
al llamado estado de estrés oxidativo que puede ser contrarrestado por enzimas
antioxidantes y por mecanismos de reparacion. Sin embargo, cuando el estrés oxidativo
supera la capacidad fisiol6gica de la célula de controlarlo se pueden producir trastornos
con potencial de desarrollar cancer (Kao, C., et al., 2013) (Ajith, T.A., & Janardhanan,
K.K., 2007) (Thyagarajan, A., et al., 2006).

En relacion a esto, se ha reportado que un extracto de G. lucidum eliminé radicales libres,
redujo la peroxidacion lipidica e increment6 la actividad de enzimas antioxidantes in vitro
(Smina, T.P., et al., 2011)".

Antiinflamatorio

Se reporté la capacidad de un extracto de triterpenoides de Ganoderma lucidum de
suprimir la expresion de citoquinas inflamatorias TNF-a e IL-6 y de los mediadores
inflamatorios NO y PGE-2. El efecto se consiguié mediante la inhibicion del factor de
transcripcion NF-KB (Dudhgaonkar, S., et al., 2009). Los factores de transcripcién NF-Kf
y AP-1 son regulados por MAPK (proteinquinasas activadas por mitdbgenos) como
ERK1/2, p38 MAPK y JNK; y por IKKs (quinasa inhibitoria Kappa Beta), que regula la
translocacion a nucleo de NF-KB. En relacion a esto se demostrd también que el extracto
del hongo redujo la fosforilaciébn y activacion de ERK1/2 y JNK, pero no de p38
(Dudhgaonkar, S., et al., 2009) (Thyagarajan, A., et al., 2006).

Inmunoestimulador

Uno de los hallmark del cancer es la evasiéon del sistema inmune, y aunque se le adjudica
el fortalecimiento del sistema inmune al extracto polisacarido de Ganoderma lucidum,
también el acido ganodérico Me (GA-Me) ha demostrado incrementar la actividad de las
células Natural Killer y la produccion de IL-2 e IFN-y al producir sobreexpresion de NF-kp,
conduciendo esto a inhibir el crecimiento tumoral y las metastasis del carcinoma de

pulmén de Lewis en ratones (Radwan, F. F., et al., 2011).
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La Figura 34 muestra los principales efectos antitumorales de Ganoderma lucidum

atribuidos a los triterpenoides y/o a los polisacéaridos extraidos de este hongo.
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Figura 34. Mecanismos mediante los cuales Ganoderma lucidum ejerce sus efectos antitumorales.
Tomado de Kao, C., et al., (2013).

Todas estas funciones atribuidas a los triterpenoides, sumadas a su escasa 0 nula
toxicidad, los vuelven candidatos ideales para su potencial empleo en quimio e

inmunoterapias complementarias.
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Hipotesis y Objetivos

“Nunca tenga certeza de nada, porque
La sabiduria comienza con la duda”’- S. Freud.
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Hipotesis y objetivos

Tal como describiéramos en la Introduccion, en la actualidad se esta incrementando la
busqueda de principios activos provenientes de la naturaleza (bioprospeccién) debido a la
heterogeneidad y complejidad de las moléculas encontradas en estas fuentes naturales y,
ademas, por ser dificultosa o imposible la sintesis de dichos compuestos biolégicamente
activos (Chatterjee, S., et al., 2011). Dentro de los hongos, los basidiomicetes son fuente
de compuestos con diversos efectos, entre ellos anti-inflamatorios, anti-oxidantes y anti-
tumorales. Ganoderma lucidum (Reishi) es un basidiomicete comestible y medicinal que
presenta mas de 400 compuestos bioactivos, entre ellos triterpenoides, polisacaridos,
nucleétidos y esteroides. La actividad antitumoral se le atribuye principalmente a los

triterpenoides.

Por otro lado, ya hemos descripto en la Introduccion general de esta tesis las
caracteristicas de los CCECC y de los GBM, mostrando que son tipos de cancer que,
aunque no muy frecuentes, poseen un pronostico pobre, debido en parte a las
caracteristicas de estos tumores y a la ausencia de terapias exitosas. Por ello nos
propusimos investigar la potencialidad terapéutica de un extracto triterpénico obtenido de
esporas de Ganoderma lucidum en CCECC y GBM, que hasta donde alcanza nuestro

conocimiento todavia no se encuentra documentada.

La hipdtesis de trabajo es que el extracto, producido y provisto por el Laboratorio de
Hongos Medicinales y Comestibles, pertenecientes al CERZOS-CCT-Bahia Blanca, posee
actividad antitumoral en CCECC y GBM. Para comenzar a testear la hipoétesis realizamos
ensayos preclinicos tendientes a estudiar la actividad antitumoral del extracto en lineas

celulares y a evaluar la toxicidad del mismo en ratones.

Objetivos

Para comenzar a desarrollar los ensayos preclinicos del nuevo extracto alcohélico de las

esporas de Ganoderma lucidum, nos propusimos:

1. Investigar los efectos del extracto sobre la viabilidad celular y la capacidad migratoria
de células tumorales de CCECC y GBM.
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2. Comenzar a investigar los mecanismos implicados en la actividad antitumoral del

extracto, evaluando si tiene efectos sobre el ciclo celular o sobre la muerte celular.

3. Estudiar la toxicidad del extracto en ratones CF-1.
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Materiales y Méetodos

“La naturaleza es el gran médico
Y el hombre posee a éste en si mismo”—Paracelso

“Nunca se busco dotor

Pues se curaban con yuyos

O escuchando los murmullos

De un estilo de mi flor”

Atahualpa Yupanki — el payador perseguido
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Materiales

Reactivos y drogas

Se emplearon los siguientes reactivos: cloruro de hemina equina (Sigma Aldrich, USA), 4-
3-4-iodofenil-2-4-nitrofenil-2H-5-tetrazolio-1,3-benzeno  disulfonato (Cell  Proliferation
Reagent WST-1 Roche), cloruro de sodio (Cicarelli), cloruro de potasio (Biopack), sodio
fosfato dibasico anhidro (Biopack), potasio fosfato monobasico (Mallinckrodt), Amersham
ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare), acrilamida 99,9 %
reactivo de pureza para electroforesis (BIO-RAD), glicina reactivo de pureza para
electroforesis  (BIO-RAD), N,N’-metileno-bis-acrilamida reactivo de pureza para
electroforesis (BIO-RAD), N,N,N°, N'-tetra-metil-etilendiamina (TEMED) (BIO-RAD),
persulfato de amonio (BIO-RAD), Tritbn X-100 para electroforesis (SIGMA), Tween 20
para electroforesis (SIGMA), buffer muestra (Amersham), Bio-Rad Protein Assay (BIO-
RAD), hidroxido de sodio calidad analitica (Anedra), LB Agar Ampicilina, MBI Fermentas,
extracto de levadura (Britania), glicerol (SIGMA), ribonucleasa A de pancreas bovino
(SIGMA), solucién de ioduro de propidio (Roche), alcohol etilico medicinal (Porta), alcohol
etilico absoluto (Dorwil), xilol (Dorwil), metanol (Cicarelli), peréxido de hidrégeno 30 %
(v/v) (Cicarelli), portaobjetos Superfrost Plus (Thermo Scientific), cubreobjetos Patho
Glass, albumina sérica bovina Amersham (GE Healthcare) y kit de revelado de
inmunohistoquimica de Vector (Vectastain).Medios de cultivo para células: RPMI Medium
1640 y DMEM Gibco Life technologies, suero fetal bovino Natocor, tripsina 0,25 % Gibco y

antibiotico/antimicético 100X Gibco.

Preparacion de la solucién stock de Hemina

Hemina: 36 mg de cloruro de hemina se disolvieron en 0,4 ml de NaOH 0,5 N y se
agregaron 0,5 ml de tris-HCI 1 M pH 8. Se filtraron utilizando filtros de 0,2 pm y se
conservo alicuotado a -70 °C y al resguardo de la luz. Inmediatamente, antes de su uso,
se diluy6 en PBS 1:100 (Muppala, V., et al., 2000).
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Anticuerpos

Actina (C-11) policlonal goat (Santa Cruz Biotechnology). Anticuerpo policlonal primario de
conejo anti-HO-1 (SPA-896, Stressgen Bioreagents, Canadd).

Preparacion del extracto isopropanodlico de las esporas de Ganoderma

lucidum

Extraccién alcohdlica de las esporas de Ganoderma lucidum

El extracto de esporas de Ganoderma lucidum se obtuvo por maceracién con 20
volimenes de etanol 96% (10 gramos de esporas en 200 mL de etanol), durante 7 dias.
Luego de filtrar el extracto se llevo a sequedad en estufa a 55 °C. Se obtuvo un residuo
seco, de consistencia fluida y color marron-anaranjado. El rendimiento de la extraccion fue
4.5%. El residuo seco se redisolvié en isopropanol. Parte del residuo (aproximadamente el

44%) es insoluble y se elimind por centrifugacion.

Determinacion del contenido total de triterpenoides

Se determiné la concentracién de triterpenoides segun el protocolo detallado por Bidegain
y colaboradores (Bidegain, M.A., et al., 2015). Brevemente, el contenido total de este
grupo quimico se cuantific6 mediante un método colorimétrico utilizando una curva de
estandar de acido ursdlico. La solucion estandar de acido ursélico se preparé disolviendo
10 mg (U6753; Sigma) en 100 ml de etanol absoluto. Triplicados de diferentes alicuotas
(0; 0,4; 0,8; 1,0y 1,2 ml) de esta solucion se transfirieron a tubos de ensayo de 10 ml. Se
evapor6 el disolvente en un horno a 60 °C para afiadirseles 0,15 ml de una solucién al 5
% de vainillina (W310700; Sigma) en acido acético glacial (Anedra, Argentina)y 0,5 ml de
acido perclérico al 70 % (Cicarelli, Argentina). Esta mezcla se calenté a 60 °C por 45
minutos, se dejo enfriar a T° ambiente y se diluyé con 2,5 ml de acido acético. Se
determind la absorbancia de cada mezcla en espectrofotometro a 548 nm (Genesys 20;
Thermo Scientific). Se observé una buena relacién lineal dentro del intervalo que va desde
0,004 hasta 0,12 mg (y = 11.47x - 0,3606; R2 = 0,96).

Empleando este protocolo, el contenido total de triterpenoides en el extracto

isopropandlico de las esporas del hongo fue de 8,4 mg/ml £ 0,3 mg/ml.
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Lineas celulares empleadas

Linea celular GL26, derivada de un glioblastoma murino aparecido en la cepa C57BL/6,
cedida gentilmente por la Dra. Marianela Candolfi.

Linea celular HN12, de carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello derivada de una
metastasis nodal humana, facilitada gentilmente por el Dr. Silvio Gutkind.

Linea celular HN13, derivada de carcinoma celular escamoso de lengua humana,

facilitada gentilmente por el Dr. Silvio Gutkind.

Cepas de ratén utilizadas

El trabajo con los animales se desarroll6 en conformidad con la Guia para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio y todos los estudios contaron con protocolos aprobados
por el CICUAE de la Universidad Nacional del Sur.Los ratonesmacho CF1 fueron
gentilmente cedidos por el Bioterio del Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia
de la Universidad Nacional del Sur.Los ratones machos N:NIH(S)-Fox1™ SPF (Specific
Pathogen Free) fueron obtenidos de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de la Plata cuyos progenitores proceden del National Institute of
Health (USA).

Cultivo Celular

Mantenimiento de los cultivos celulares

La evaluacién bioldgica del extracto isopropandlico de Ganoderma lucidum se llevd a
cabo utilizando las lineas de CCECC HN12 y HN13 y la linea de GBM GL26. HN12, HN13
se mantuvieron a 37 °C, 5% CO, en DMEM supplementado con 100 U/ml penicilina, 100
U/ml estreptomicina, 4 mM glutamina y 10% de suero fetal bovino (FBS).GL26 se
mantuvo en medio RPMI (Sigma) suplementado con 10% (v/v) de FBS (Gibco), L-
glutamina (5 mM, Gibco), penicilina (100 U/ml, Gibco) y estreptomicina (100 ug/ml, Gibco).
Esta linea también se mantuvo en incubador a 37 °C y 5% de CO,. Las células de todas

las lineas fueron plaqueadas cada 3—-4 dias.

129



Ensayos Celulares

Andlisis de la viabilidad celular: conteo manual de células en cdmara de

Neubauer y ensayo WST-1

En primera instancia, se estudio el efecto del extracto sobre la viabilidad celular de las
lineas mencionadas mediante conteo celular manual en camara de Neubauer y
posteriormente se analizaron los efectos empleando el ensayo WST-1. El ensayo se llevo
a cabo tal como se detalld6 en la primera seccion de la tesis con las siguientes
modificaciones: se desarroll6 por el término de 12 h y el tratamiento se efectué con

diferentes diluciones del extracto de G. lucidum o vehiculo (isopropanol).

Andlisis de la migracién celular

Se realizé el ensayo de “wound healing” de la misma manera que se describid en la
primera seccion de la tesis, con la siguiente modificacion: luego de generarse la seccion
descubierta en la monocapa celular con el tip de una micropipeta se retira el medio de
cultivo y se afiade nuevo medio de cultivo con la concentracién inhibitoria media del

extracto de G. lucidum (ICs) o del vehiculo (isopropanol).

Andlisis del estrés oxidativo celular

El estrés oxidativo se determina empleando la sonda 5 o 6 carboxi 27 diacetato de
dicloro fluoresceina (DCDCDHF) que tiene la habilidad de atravesar la membrana y
oxidarse en un compuesto fluorescente. Se sembraron 25000 células por placa de 35 mm
y a las 24 h se comenzé el tratamiento por 12 h con el vehiculo o con el extracto de
Ganoderma lucidum. Una vez cumplido el plazo de tratamiento, se lavaron las placas con
PBS y se incubaron por 30 minutos en oscuridad y a 37 °C con medio que contiene 10 uM
de DCDCDHF (Molecular Probes, Eugene, Oreg., USA). Se lavo cada placa tres veces
con PBS y las células se lisaron con buffer de lisis. Se las someti6é a dos rondas, de 30
segundos cada una, de sonicacion. Luego, se midié la fluorescencia de los lisados
utilizando un fluorimetro SLM modelo 4800 (SLM instruments, Urbana, IL) a Aem = 590 y

Aex = 538 (Uranga, R.M., et al., 2007). Luego, se cuantificaron las proteinas del lisado y
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se normalizé la sefal obtenida de la fluorescencia con respecto a la cantidad de proteina
del lisado correspondiente. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias.

Analisis de proteinas. SDS - PAGE y Western Blot

Preparacion de lisados celulares

Por cada cultivo celular crecido en monocapa se adicionaron 75-150 pl de solucion de lisis
(2 % TRIS 1M, 1 % Triton-X 100, 0.5M EDTA 0.5M, 2 % NaCl 1M) a la cual se le agregé
previamente 1 UL de cocktail de inhibidores de proteasas en el momento de uso. Luego se
lisaron las células con espatula, sobre hielo, y se las colocé en tubos Eppendorf. La

mezcla se dejé reposar durante 30 min.

Medicién de la concentracién de proteinas

Para la determinacién de la concentracion proteica se confeccion6é una curva de calibrado
constituida por cantidades crecientes (2 ul, 4 ul, 5 pl, 7,5 pl, 10 pl, 15 pl 'y 20 yl) de un
estandar de BSA 1 mg/ml en un volumen final de 1 ml de RB (reactivo Bradford, BioRad)
1/4. Los viales se mezclaron vigorosamente y se leyeron las absorbancias de los
estdndares a 595 nm. Paralelamente se prepararon y trataron las muestras incégnitas de

igual manera por duplicado.

Preparacion de las muestras

Se realizaron los célculos necesarios para llevar el volumen del lisado a la concentracion
de proteinas deseada con solucién de lisis y buffer muestra 4X (2,4 ml de Tris 1M pH 6.8,
0,8 g de SDS, 4 ml de glicerol, 0,01 g Azul de Bromofenol, 1 ml BME, H,O destilada 2,8
ml). Finalmente, se calent6 la mezcla por 5 min a 90 °C. Los lisados se conservaron a -20

°C hasta su utilizacion.

Electroforesis

Para la separacion de proteinas por peso molecular se hicieron electroforesis en geles de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (al 5%,12% o 15% segun la proteina de
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interés). Para ello se prepararon geles de stacking y separacion a partir de las
proporciones detalladas en los cuadros que se muestran a continuacion. Se sembraron en
una calle 10 pl de estandar de peso molecular (See Blue Plus, Invitrogen) y en las
restantes 100 ug de proteinas. Se realizé la separacion en buffer de electroforesis a 0,04
A para proteinas migrando sobre el gel de stacking y a 0,06 A cuando penetran al gel de

separacion, hasta terminar la corrida.

Buffer Electroforesis 1X

Tris Base 3g
Glicina 14,4¢g
SDS 10 % 10mL
H20 Milli Q hasta completar 1L

Gel Stacking 5 % (10 ml) Gel Separacion 12 % Gel Separacion 15 %
(25ml) (25ml)

H20 6.8 ml H208.2 ml H205,7 ml

Tris 1M pH 6.8 1,25 ml Tris 1,5M pH 8.8 6,3 ml Tris1,5M pH 8.8 6,3 ml
Acrilamida/bis-acrilamida  Acrilamida/bis-acrilamida  Acrilamida/bis-

30% 1.7 ml 30 % 10 ml acrilamida 30 % 12,5 ml
SDS10 % 0,1 ml SDS 10 % 0,25 ml SDS 10 % 0,25 ml
TEMED 0,01 ml TEMED 0,01 ml TEMED 0,01 ml

APS 10 % 0,1 ml APS 10 % 0,25 ml APS 10 % 0,25 pl

Transferencia a membrana de PVDF

Una vez concluida la separacion electroforética, las proteinas fueron transferidas a un
soporte soélido. Una de las caras del gel fue apoyada sobre una membrana de PDVF
(Millipore), previamente activada con metanol por 1 min, y ambos fueron colocados entre
papeles de filtro (BioRad) previamente humedecidos en buffer de transferencia y éstos a
su vez colocados entre dos esponjas de poro grande y dentro de un soporte plastico.
Toda la construccion fue sumergida en el tanque electroforético, con buffer de

transferencia 1X, con la membrana de PVDF del lado anddico. La transferencia se llevo a
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cabo a 0,3 A, durante 1,30 dependiendo de la proteina de interés. Las membranas fueron
lavadas con PBS 1X, secadas y guardadas a 4 °C hasta su utilizacion.

Buffer Transferencia 1X

Tris Base 3,03g
Glicina 14,4g
Metanol 200mL
H20 Milli Q hasta completar 1L

Inmunodeteccion de proteinas

Las membranas fueron activadas en metanol por 1 min y colocadas en PBS 1X, luego
fueron bloqueadas con leche descremada al 5% en PBS, en agitacion continua, durante
30 min. Posteriormente, se realizaron 3 lavados y se procedié a incubarlas con una
dilucion adecuada de anticuerpo primario preparada en una solucién de BSA 0,4%
disuelta en PBS toda la noche en camara fria. Luego, se realizaron 3 lavados con PBS
conteniendo 0,01% de Tween-20 e inmediatamente se incub0 la membrana con una
dilucion 1/1000 del anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante
especifico, preparado en leche descremada al 5% disuelta en PBS, a T° ambiente y
durante 1 h. Finalmente se realizaron 3 lavados y se procedié a revelar las membranas.
Se empled para ello el reactivo de quimioluminiscencia ECL Plus (GE Healthcare), segun
las especificaciones indicadas por el proveedor. Para su uso posterior, las membranas
fueron lavadas 3 veces con PBS, secadas y guardadas a 4 °C. El anticuerpo policlonal de
cabra anti-B-actina (C-11) (Santa Cruz Biotechnologies, sc-1615) fue usado como control

de carga.

Analisis del ciclo celular por citometria de flujo

Se llevé a cabo tal como se detallé en la primera parte de la tesis, pero esta vez
realizando los tratamientos de las células con la ICs, del extracto de G. lucidum o del

vehiculo por el término de 12 h.
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Analisis de la induccién de apoptosis, TUNEL

Se llevo a cabo tal como se detalld en la primera parte de la tesis, pero con la siguiente
modificacion: los cultivos celulares fueron tratados con G. lucidum (ICso) 0 vehiculo por 12
h.

Analisis del potencial de membrana mitocondrial

Se llevo a cabo tal como se detalld en la primera parte de la tesis, pero con la siguiente
modificacion: los cultivos celulares fueron tratados con G. lucidum (ICsp) 0 vehiculo por 6
h.

Andlisis de la liberacion de lactato-deshidrogenasa

Se llevé a cabo tal como se detall6 en la primera parte de la tesis, pero con la siguiente
modificacion: los cultivos celulares fueron tratados con G. lucidum (ICsp) 0 vehiculo por 12
h.

Ensayos in vivo

Evaluacion de toxicidad sub-aguda en la cepa de raton CF-1

El ensayo se realizdé con ratones machos de la cepa CF-1, gentiimente cedidos por el
bioterio de la Universidad Nacional del Sur, luego de aprobarse el protocolo experimental
por la comisién del CICUAE del Departamento de Biologia, Bioguimica y Farmacia
perteneciente a la misma Universidad. Los animales se mantuvieron en el bioterio del
INIBIBB-CCT-Bahia Blanca, bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 h cada uno y con acceso
al alimento y al agua ad libitum. Empleamos 14 ratones que se dividieron, al azar, en dos
grupos de 7. A cada grupo, también al azar, se les asigné un tratamiento, vehiculo
(isopropanol) o extracto triterpénico isopropandlico de Ganoderma lucidum. El extracto y
el vehiculo se diluyeron en solucion fisiologica estéril y se les administr6, de manera
intraperitoneal, 9 dosis de 10 mg de triterpenoide/kg de peso, dia por medio. Todos los

dias se controlaba el peso y las condiciones generales de cada animal, con la finalidad de
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detectar cualquier signo de dolor y/o intoxicacién. Luego de las 9 aplicaciones los
animales fueron sacrificados bajo una atmésfera de CO, segln recomendaciones de la
Guia de Buenas Practicas con Animales de Experimentacion

(http://www.upei.ca/humanres/files/humanres/ExperimentalAnimals_GDL.pdf). Los Organos disecados

se midieron y se pesaron, se fijaron con formol al 10% para su posterior procesamiento
por técnicas histolégicas para evaluar posibles efectos adversos del analogo sobre los
mismos. Se recolecté sangre, al comienzo de la experiencia y al momento del sacrificio,
para determinar si el vehiculo o el extracto modificaban el hematocrito.Para ello, los
animales fueron anestesiados con una combinacion de Ketamina y Acedan ® (Holliday
Scott, Argentina) en una dosis de 50/1 mg/kg de peso corporal respectivamente y
posteriormente se colectd sangre del seno retro orbital utilizando capilares heparinizados.
Las muestras fueron procesadas, protegidas de la luz y se mantuvieron en hielo. Se
separé el plasma por centrifugacion a 5000 rpm durante 5 min y se midi6 el parametro en

cuestion.

Analisis estadistico

La evaluacion estadistica de los datos se realiz6 en base a los valores promedios y desvio
estandar (SD) de “n” experimentos independientes. Para los ensayos de viabilidad celular
y migracién celular, citometria de flujo, LDH y medicién del peso en funcién del tiempo se
realiz6 un ANOVA (de dos vias) con posterior test de Bonferroni para la comparacién de
los grupos. Se aplico test de student al esayo de TUNEL, de potencial de membrana
mitocondrial, de hematocrito y de los pesos relativos de 6rganos Se realiz6 ANOVA de
una via al ensayo de estrés oxidativo celular. Todos los analisis fueron realizados

utilizando el software GraphPad Prism 5 (San Diego California USA).
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Resultados

“Si ayudo a una sola persona a tener esperanza, no habré vivido en vano”
Martin Luther King.
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Una vez que se obtuvo el extracto y que se determind la concentracion de triterpenoides
totales en el mismo, por parte del Laboratorio de Hongos Comestibles y Medicinales del
CERZOS, se procedio con el desarrollo del primer objetivo de esta parte de la tesis que
proponia realizar ensayos in cultivo para investigar si el extracto presentaba propiedades
antitumorales (reducir la viabilidad y/o la migracion) en las lineas celulares bajo estudio. A
continuacion se describen los resultados obtenidos para este primer objetivo.

IX- Efecto del extracto triterpénico de G. lucidum sobre la viabilidad

celular

Comenzamos realizando ensayos de dosis-respuesta que consistieron en el conteo
manual en camara de Neubauer de las células HN12, HN13 y GL26 luego de su
exposicion a diferentes concentraciones del extracto isopropandlico de G. lucidum. Debido
a que era la primera vez que trabajdbamos en nuestro laboratorio con un extracto
triterpénico de esporas de Reishi, comenzamos ensayando diferentes tiempos de
tratamiento y, al observar que el efecto sobre la viabilidad se producia tempranamente, es
gue decidimos no extender los ensayos dosis-respuesta mas alla de las 12 h de
tratamiento. En la figura 35, se puede observar que hay un importante descenso en el
conteo celular de las lineas humanas de carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello
HN12 (A), HN13 (B) y de la linea murina de glioblastoma multiforme GL26 (C) luego del
tratamiento con diferentes concentaciones del extracto. En la tabla 13 se detallan las

concentraciones inhibitorias medias (ICsp) para el extracto en todas las lineas ensayadas.
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‘ Linea Celular IC5o (mg/ml)

HN12 7.691x 103
HN13 5.944 x 10’3
GL26 5.428 x 1073

Tabla 13. Valores ICsq (mg/ml) del extracto de G. lucidum obtenidos para cada linea.

X- Efecto del extracto triterpénico de G. lucidum sobre la migracién

celular

Como mencionaramos con anterioridad, dentro de las “capacidades” que adquiere una
célula durante su transformacién maligna se encuentra la invasividad, para lo cual debe,
en principio, aumentar su tasa migratoria. Procuramos entonces evaluar a través del
ensayo de la herida el efecto del extracto triterpénico de las esporas de G. lucidum sobre
la migracion celular. Se procedié de la manera descripta en la seccion “materiales y
métodos” empleando para el tratamiento la ICs, correspondiente para cada linea. Los
tiempos de determinacién de la migracibn nunca fueron superiores al tiempo de
duplicacién correspondiente para cada linea celular. Como se muestra en la figura 36, se
observé que, para las dosis ensayadas, el extracto retardé la migracion celular de las
lineas HN12 (A), HN13 (B) y GL26 (C).
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Figura 36. Estudio de la migracion celular luego de la exposicion de lineas celulares de CCECC y
GBM a G. lucidum (violeta). A. HN12, B. HN13, C. GL26. Las células fueron expuestas a la I1Cs, por
un tiempo no mayor al tiempo de duplicacion de la linea correspondiente. Se representa el
promedio de cuatro heridas + SD. El ensayo fue repetido 3 veces para cada linea.Se realiz6
ANOVA (de dos vias) con posterior test de Bonferroni, *** p< 0,001; ** p< 0,01; * p<0,05.
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Habiendo observado que el extracto de G. lucidum producia in cultivo reduccién de la
viabilidad y migracion celular de las lineas de CCECC y de GBM, proseguimos los
ensayos preclinicos con la evaluacion de los mecanismos por los cuales el extracto podria

estar ejerciendo estos efectos (segundo objetivo).

Xl- Estudio de los mecanismos implicados en los efectos antitumorales

del extracto triterpénico de G. lucidum: andlisis del ciclo celular vy

muerte celular.

El extracto demostroé ser eficaz en disminuir la viabilidad celular de las lineas HN12, HN13
y GL26. Para comenzar a avanzar en la determinacion de los mecanismos que subyacen
al efecto mencionado, se estudié a continuacion si el extracto producia arresto o muerte
celular. Para el caso de CCECC, se eligié seguir trabajando con la linea HN12, dado que
el laboratorio ha desarrollado un modelo animal de implante subcutaneo de dichas células
con el cual se pretende seguir trabajando en investigaciones futuras con el extracto. Para
el caso de GBM, se llevaron a cabo algunos de los ensayos en la linea GL26.

Las células HN12 fueron pre-tratadas con el extracto y se sometieron al analisis de la
distribucién de la poblacion celular por citometria de flujo usando la tincion con ioduro de
propidio. En la figura 37 se observa que el tratamiento de la linea celular HN12 por 12 h,
empleando la ICs, produjo una elevacién muy significativa de la poblacion celular en fase
subGy/G; con respecto al vehiculo (67,41% + 1,35% vs 36,67% + 10,16% p < 0.001). EI
poderoso incremento de la poblacion celular en dicha fase se asocié con reduccién del
resto de las fases del ciclo, siendo muy significativo el descenso en G¢/G;, con respecto al
vehiculo, (9,52% + 3,96% vs 36.75% + 5,98%) (Tabla 14).

Estos resultados sugieren que la disminucién en la viabilidad celular originalmente

observada en HN12 se debe a un aumento de la muerte celular.
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Figura 37. Analisis de ciclo celular luego de la exposicion de HN12 al extracto. El histograma
muestra las diferentes fases del ciclo celular. Los resultados detallan la distribucién de las
poblaciones de la linea celular HN12 en las distintas etapas del ciclo, luego del tratamiento con la
ICso del extracto de G. lucidum o vehiculo durante 12 h. El ensayo se realizé por triplicado. Los
resultados se analizaron mediante ANOVA (de dos vias) con posterior test de Bonferroni *** p
<0.001.

Poblacién % + SD de célulasadquiridas
celular

Vehiculo G. lucidum
Sub G,/G; 36,67+ 10,16 67,41+ 1,35

Go/G, 36,75+£598  9,52+3,96
S 14,85+2,16  8,36+3,12
G,/M 9,28+227  6,29+2,92

Tabla 14. Porcentaje (+ SD) de células de la linea HN12 en cada fase del ciclo celular luego del
tratamiento con la ICsg del extracto de G. lucidum o vehiculo.

Para comprobar si el incremento de la poblacién celular en subGy/G; se debia a la
induccién de apoptosis, se desarrollé el ensayo de TUNEL luego del tratamiento de la
linea HN12 con el extracto o el vehiculo (12 h, ICsp). Como puede observarse en la figura
38, el tratamiento con el extracto produjo un incremento de las células TUNEL positivas
con respecto al control (17,45% + 0,93% vs 7,562% + 1,89%; p = 0,0005).
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Figura 38. Analisis de apoptosis mediante ensayo de TUNEL luego de la exposicion de HN12 al
extracto. El grafico muestra el porcentaje de células TUNEL positivas. Las imagenes son
microfotografias representativas de células de la linea HN12 tratadas con la ICs, del extracto de G.
lucidum o vehiculo durante 12 h. Se aplicé el test de student. ***p= 0.0005.

XIll-  Profundizacion de los mecanismos de accion subyacentes al efecto

del extracto triterpénico de G. lucidum sobre la muerte celular: analisis

del potencial de membrana mitocondrial v liberacién al medio de LDH

Continuamos procurando conocer mas acerca del proceso de muerte que produce el
extracto triterpénico del hongo. Para ello evaluamos si luego del tratamiento de la linea
HN12 con el mismo se conserva o pierde el potencial de membrana mitocondrial, que nos
da informacion acerca de la permeabilidad (y por ende la integridad) mitocondrial. Tal
como sefaldramos en la primera parte de la tesis, la alteracién de la permeabilidad
mitocondrial es uno de los dos mecanismos de activacion de la via intrinseca de la
apoptosis (Sola, S., et al., 2007).

Para este analisis, se realiz6 el tratamiento de la linea HN12 con el extracto o el vehiculo
(6 h, ICs0) y previo a la fijacion, se incub6 durante 30 minutos con la sonda fluorescente
Mitotracker Red. Como se describié anteriormente, las mitocondrias que conservan el
potencial de membrana fluorecen de color rojo brillante. Con solo 6 h de incubacién con la
ICso del extracto alcohdlico de G. Lucidum el potencial de membrana mitocondrial
disminuyé de manera muy significativa con respecto al control (9,365 UAF £ 0,549 UAF vs
30,07 UAF + 2,379 UAF; p = 0,0001) (figura 39).
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Figura 39. Evaluacién del potencial de membrana mitocondrial luego del tratamiento de HN12 con
el extracto. El grafico muestra el descenso de las unidades arbitrarias de fluorescencia (medida con
ImageJ) de la linea HN12 luego del tratamiento con la ICsy del extracto de G. lucidum o vehiculo
durante 6 h.Las imagenes son microfotografias representativas. Se aplicé el test de student. ***p <
0.0001.

Este ensayo, que nos da informacion acerca de si el extracto induce alteracion de la
permeabilidad mitocondrial, se llevé a cabo también en GBM. Utilizando la linea GL26, se
observé un comportamiento similar al observado para la linea HN12. Solo 6 h de
incubacién con la ICsy del extracto alcohdlico de G. Lucidum fueron suficientes para que el
potencial de membrana mitocondrial disminuyera de manera muy significativa con
respecto al control (5,00 UAF £ 0,88 UAF vs 30,58 UAF £ 1,82 UAF; p = 0,0001) (figura
40). Estos resultados nos permitirian concluir, también para esta linea, que el tratamiento

con el extracto ocasiona pérdida del potencial de membrana mitocondrial.
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Figura 40. Evaluacién del potencial de membrana mitocondrial luego del tratamiento de GL26 con
el extracto. El grafico muestra el descenso de las unidades arbitrarias de fluorescencia (medida con
ImageJ) de la linea GL26 luego del tratamiento con la ICs, del extracto de G. lucidum o vehiculo

durante 6 h. Las imagenes son microfotografias representativas. Se aplico el test de student. ***p
< 0,0001.
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A continuacion, evaluamos si se producia alteracién de la permeabilidad de la membrana
plasméatica midiendo la liberacion de la enzima LDH al medio de cultivo. El aumento de la
permeabilidad de la membrana plasmatica puede ser indicativo de activacién del proceso
de necrosis. En la figura 41, se observa que el extracto no indujo permeabilidad de la
membrana plasmatica en la linea HN12 (117,90 U/l £ 7,49 U/l vs 140,79 U/l + 35,37 U/l; p
= 0,2894). Sin embargo, si se produjo alteracién de la permeabilidad en la linea GL26
(120,92 U/l £ 12,22 U/l vs 161,07 U/l + 9,22 U/I; p = 0,0107).
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Estos resultados en su conjunto sugieren que el extracto de esporas de Ganoderma
lucidum induce apoptosis en HN12, presumiblemente a través de la via intrinseca, y que
podria inducir apoptosis y/o necrosis en GL26.
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Figura 41. Permeabilidad de la membrana plasmaticaluego del tratamiento de HN12 y GL26 con el
extracto. Evaluacion de la liberacion de LDH al medio de cultivo de la linea HN12 (A) y GL26 (B)
luego del tratamiento con la ICsq del extracto por 12 h. El ensayo se realiz6 por triplicado. Se aplico
ANOVA (de dos vias) con posterior test de Bonferroni.

XllI- Analisis de la toxicidad del extracto de Ganoderma lucidum en la cepa
CF1

Como parte de los ensayos preclinicos tendientes a investigar la potencialidad terapéutica
de una droga o compuesto natural es necesario evaluar la toxicidad in vivo en animales.
Por ello, nuestro siguiente objetivo fue evaluar la toxicidad del extracto en un ensayo
piloto con ratones atimicos nude (N: NIH(S)-Fox1nu) (n = 4; dos por grupo experimental).
Los ratones fueron tratados intraperitonealmente con 3 mg de triterpenoides/kg de peso
corporal, dia por medio, por un periodo total de 34 dias. Se decidi6 comenzar el ensayo
de toxicidad con la concentracion de 3 mg de triterpenoides/kg de peso basados en un
reporte previo, hallado en la bibliografia, que estudi6 los efectos téxicos y adversos de la
administracion intraperitoneal de un triterpenoide aislado de Ganoderma lucidum (Gao,
J.J., et al. 2006). Los ratones fueron observados cotidianamente para observar posibles
alteraciones en el comportamiento y/o manifestaciones de dolor.

Durante el ensayo no se observaron modificaciones en el corportamiento de los animales

ni se evidenciaron muestras de dolor. Tampoco se encontraron alteraciones
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histopatoldgicas en rifién, higado y bazo. El peso corporal de los ratones tratados con el
extracto se incrementé significativamente hacia el final de la experiencia (90,18 + 1,78 vs
101,68 + 0,82; *p = 0,0194) (figura 42).
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Figura 42 .Estudio piloto de toxicidad del extracto de esporas de G. lucidum. Evolucién del peso

corporal de los ratones durante el tratamiento. Se aplico ANOVA (de dos vias) con posterior test de
Bonferroni. * p < 0,05.

Este estudio nos indicé que el extracto no producia toxicidad a nivel histolégico en los
organos estudiados y que no producia alteracion en el comportamiento de los animales
por lo que continuamos analizando la toxicidad del extracto en ratones machos de la cepa
CF-1 a dosis mayores (10 mg triterpenoides/kg de peso) y administrado de manera
intraperitoneal, dia por medio, en un total de 9 dosis. Los ratones fueron observados
cotidianamente para observar posibles alteraciones en el comportamiento y/o
manifestaciones faciales de dolor (contraccién de los musculos orbitales, aplanamiento de
la parte superior de la nariz y aplanamiento de las almohadillas de los bigotes, cambios en
la posicion, orientacién y forma de las orejas y, por ultimo, cambios en la disposicion de
los bigotes) (Sotocinal, S.G., et al., 2011).

Durante todo el periodo de estudio (17 dias), no se observaron ni alteraciones en el
comportamiento ni presencia de los signos de dolor mencionados. El peso de los
animales se mantuvo constante a lo largo de todo el tratamiento (figura 43 B) y los
valores del hematocrito se mantuvieron dentro de los pardmetros normales (figura 43 A).
El peso relativo de los 6rganos extraidos tampoco mostrd diferencias significativas entre
los tratamientos. Tampoco se encontraron anormalidades en rifién, higado y bazo a nivel
histol6gico. En los cortes histologicos renales (figura 43 C) se observd que el parénguima
conservaba la histoarquitectura y la relacion cértico/medular y que los glomérulos se
encontraban sin fibrosis. El intersticio no present6 alteraciones histolégicas evidentes. En

los cortes histoldgicos hepéaticos (figura 43 D) se observo que el parénquima conservaba
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la histoestructura, constituido por hepatocitos regulares, con nucléolos redondos y
citoplasma eosindfilo palido. Los espacios porta y la vena centro lobulillar no presentaron
alteraciones histolégicas evidentes. Los sinusoides no se hallaron dilatados. En los cortes
histolégicos esplénicos (figura 43 E) se observé el tejido con presencia de pulpa roja y
pulpa blanca y megacariocitos. No se apreciaron alteraciones histoldgicas evidentes.
Todos estos estudios indican que el extracto no produce toxicidad a nivel histologico en

los 6rganos estudiados, ni en el peso o comportamiento de los animales.
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Figura 43. Estudios de toxicidad del extracto de esporas de G. lucidum. (A) Peso de los ratones
durante el tratamiento. (B) Valores del hematocrito al comienzo y al final de la experiencia. Pesos
relativos e histologia del rifién (C), higado (D) y bazo (E) de los ratones luego del tratamiento (H&E,
amplificacion: 100X). Los animales fueron tratados con 9 dosis de 10 mg triterpenoides/kg o de
vehiculo (isopropanol). En los graficos se representa el promedio del peso, niveles hematocrito de
cada grupo + SD. Se realiz6é un test de Student para el analisis del hematocrito y de los pesos
relativos de los 6rganos. Se aplic6 ANOVA de dos vias para el andlisis del peso corporal a lo largo
del tiempo.

XIV- ;Es el extracto de esporas de Ganoderma lucidum antioxidante en
CCECCy GBM?

Como mencionaramos en la seccién “Generalidades”, Reishi ha sido empleado por
milenios por los efectos medicinales que se le han adjudicado (Zhou, X., et al., 2007),
entre ellos su gran capacidad antioxidante (Lee, J. M., et al., 2001) (Lin, J.M., et al., 1995)
(Wang, J.F. et al., 1985), es decir de poseer la capacidad de eliminar o suprimir las
especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS inducen cancer al actuar como agentes
iniciadores o promotores (Cerutti, P.A. 1985) (Klaunig, J.E., et al., 1998) (Kozumbo, W.J.,
et al., 1985). Por lo tanto, inactivar las ROS es una estrategia interesante en la prevencion
y/o reduccién del cancer. Por esto nos propusimos evaluar si el extracto de G. lucidum era
capaz de disminuir el nivel de ROS de las lineas tumorales. Para ello, tratamos a cada
linea con el extracto o vehiculo durante 12 h vy, finalizado el tratamiento, se hizo la
incubacién con la sonda DCDCDHF. Luego se lisaron las células, se sonicaron y se midio
la fluorescencia que se normalizé con la cantidad de proteina de cada lisado. Se utilizé el
pretratamiento con N-acetil-cisteina que es un precursor de L-cisteina y de glutatién
reducido y que disminuye los niveles de ROS, como control. Para nuestra sorpresa, lejos
de reducir los niveles de ROS, el extracto los incrementé de manera significativa a los
tiempos de tratamiento analizados (figura 44) en HN12 (127,62 sefal/ug proteina + 58,13
sefal/ug proteina vs 9,50 sefial/ug proteina + 2,12 sefial/ug proteina; *p < 0,05), HN13
(37,44 seial/ug proteina + 1,55 sefial/ug proteina vs 10,79 sefal/ug proteina + 3,28
sefial/ug proteina; *p < 0.05) y GL26 (487,90 sefial/ug proteina = 5 sefial/ug proteina vs
287,08 sefial/ug proteina + 5 sefal/ug proteina; ***p< 0,001) . Este aumento de ROS se
previno cuando se realizd el pretratamiento con N-acetil-cisteina, corroborando que la
fluorescencia observada era debido a ROS.

Cuando las ROS se producen en cantidades que desbalancean el potencial redox de la

célula, deben ser rapidamente eliminadas de las células, lo cual se lleva a cabo por una
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variedad de mecanismos antioxidantes de defensa, entre ellos la induccion de la enzima
hemoxigenasa-1. Por ello evaluamos si el extracto inducia los niveles de esta potente
molécula antioxidante en las lineas celulares estudiadas. Se traté a cada linea con su
correspondiente ICs, de Ganoderma lucidum o vehiculo por 6, 9y 12 h y se determinaron
los niveles de expresion de la proteina. Como se observa en la figura 44, las lineas de
CCECC aumentaron los niveles de HO-1 ante el tratamiento con el extracto mientras que
la linea de GBM no lo hizo.
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Figura 44. Determinacién de las especies reactivas de oxigeno empleando la sonda DCDCDHF por
espectro fluorofotometria y determinacion de la expresion de HO-1 por western blot en células (A)
HN12, (B) HN13 y (C) GL26. El ensayo se realizé por duplicado en dos experimentos
independientes para cada linea. Se aplicO6 ANOVA (de una via) con posterior test de bonferroni
para la determinacién estadistica de las ROS, ***p< 0,001; *p < 0,05.
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Dado que el aumento de ROS intracelular puede llevar a la celula a sufrir estrés oxidativo
y este Ultimo puede desencadenar muerte celular (Cramer, S. L., et al, 2016)
(dependiendo de las condiciones de la célula y de su entorno), estudiamos si el aumento
de las ROS, producido por el tratamiento con el extracto, podia ser el causante de la
disminuciéon en la viabilidad celular observada. Para ello, realizamos el ensayo de
viabilidad celular incluyendo una preincubacion con el antioxidante N-acetil-cisteina. El
tratamiento con el extracto produjo una disminucion de la viabilidad de HN12 y GL26, tal
como se esperaba por los resultados previos. Sin embargo, el pretratamiento con N-acetil-
cisteina no previno la reduccién de la viabilidad celular inducida por el extracto en ninguna
de las dos lineas celulares (figura 45). Estos resultados sugieren que el extracto de
esporas de Ganoderma lucidum induce un aumento de las ROS, pero que estas no son

responsables de la reduccion de la viabilidad celular observada.
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Figura 45. Participacion de las ROS en los efectos del extracto sobre la viabilidad celular:
pretratamiento con NAC. Las células fueron tratadas con la ICsy de G. lucidum o vehiculo
(isopropanol), por 12 h con y sin pretratamiento por 24 h con 10 mM de N-Acetil-cisteina (NAC).
Cada punto representa el promedio de cuatro repeticiones + SD. El ensayo fue repetido 3 veces
para cada linea. Se realiz6 ANOVA (de una via) con posterior test de Bonferroni, *** p<0,001. ns =
no significativo.
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Discusion y
Conclusiones

“Hemos perdido tanto como hemos ganado al ser inquisitivos con todo”
Mark Twain

“La ausencia de prueba no es prueba de ausencia’
Carl Sagan
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Tal como se describié anteriormente, los CCECC y los GBM, aunque de baja incidencia,
tienen un prondstico pobre y una alta recurrencia, de manera que es esencial encontrar
nuevos agentes quimioterapéuticos que pueden ser tanto sintéticos como provenientes de
la naturaleza. En relacion a estos Ultimos, nuestro laboratorio en conjunto con el
Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Comestibles y Medicinales (CERZOS-
CONICET) radicado en Bahia Blanca, obtuvo un extracto isopropandlico de triterpenoides
desde las esporas de Ganoderma lucidum con el fin de analizar su utilidad terapéutica en
CCECC y GBM. El contenido de triterpenoides varia entre los diferentes lotes y esto se
debe a muchas razones como el empleo de diferentes cepas de hongos y diferencias en
el método de produccién. En nuestro caso, se cultivd la cepa E47 de la University of
Guelph, Guelph, Ontario, Canada. El cultivo del hongo se efectué sobre la base de
cascara de girasol suplementado con aceite de oliva, para mejorar el rendimiento del
cultivo que tuvo una eficiencia biolégica [(kg de hongo fresco / kg de sustrato seco) x
100%] del 22%.

El estudio de los potenciales efectos antitumorales de este extracto triterpénico de Reishi,
comenz6 con el analisis sobre la viabilidad celular, observando que poseia potentes
efectos sobre la reduccion de la viabilidad de las lineas HN12, HN13 y GL26. El posterior
analisis de los posibles mecanismos antiproliferativos mostré que la reduccién en el
conteo celular de la linea HN12 se podia explicar a través de un incremento en la muerte
celular (aumento de la poblacion sub Gy/G;). Para comenzar a investigar cuales podian
ser los mecanismos de muerte celular inducidos por el extracto, estudiamos la
permeabilidad mitocondrial mediante el uso de la sonda Mitotracker y la integridad de la
membrana plasmatica mediante la liberacién de la enzima LDH al medio de cultivo.
Encontramos que el extracto produce una fuerte disminucion del potencial de
membrana mitocondrial en HN12 y que la integridad de la membrana plasmética no
estaba comprometida. Estos resultados sugieren entonces que la muerte celular inducida
por el extracto seria a través de activacidbn de la apoptosis que involucraria a la via
mitocondrial o via intrinseca.

De los basidiomicetes, G. lucidum ha mostrado ser de los mas efectivos al momento de
inducir arresto del ciclo celular y conducir a la apoptosis (Yuen, J., et al., 2011). Asi, ha
sido documentado que un extracto de G. lucidum, rico en triterpenoides, indujo apoptosis
en la linea celular pre maligna HUP-PC (Yuen, J.W., et al., 2007). También se demostrd
qgue los triterpenos pueden inducir apoptosis en lineas celulares de cancer humano

mediante la via dependiente de la mitocondria, seguida por la activacion de la cascada de
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caspasas (Liu, R.M., & Zhong, J.J. 2011) (Liu, R.M., et al., 2012). En un trabajo de
revision se ha descripto que varios subtipos de triterpenos de extractos de G. lucidum
inducen apoptosis en lineas celulares de cancer humano y que el efecto citotéxico puede
variar en funcién de los diferentes triterpenos (Yuen, JW., & Gohel, M.D.l., 2005). En un
trabajo se demostr6 que el tratamiento con triterpenos de G. lucidum incrementé la
relacion Bax/Bcl-2 en células de cancer humano mediante el aumento de la expresion de
Bax y la disminucién de Bcl-2 (Liu, R.M., & Zhong, J.J., 2011). Sin embargo, otro trabajo
reportd que el acido ganodérico T sobreexpresé a Bax, pero sin modificar la expresion de
Bcl-2 (Tang, W., et al.,, 2006). De manera que es posible que el extracto obtenido por
nuestro grupo de trabajo modifique los niveles de estas proteinas por lo que los préximos
estudios preclinicos incluiran la medicion de los niveles de expresion y actividad de
proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2 y de proteinas pro apoptéticas como Bax.

Por su parte, los ensayos realizados en GL26 muestran que el extracto produce una
fuerte disminucion del potencial de membrana mitocondrial y que ademas, y a diferencia
de la linea HN12, también altera la integridad de la membrana plasmatica. Estos
resultados sugieren que el extracto podria inducir muerte celular en la linea de GBM GL26
a través de una activacion del proceso de necrosis. La necrosis ha sido originalmente
considerada un proceso pasivo de la célula desencadenado por stress celular tal como
calor, shock osmotico, mecanico y alta concentracion de peréxido de hidrogeno; sin
embargo, Ultimamente se ha descripto que varios estimulos celulares pueden inducir
necrosis siguiendo pasos y vias de sefalizacion determinados. Dentro de las vias de
sefalizaciébn que pueden ser activadas se encuentran aquellas iniciadas a través de la
activacion de los receptores de muerte CD95, TNFR y TRAIL (Vandenabeele, P., et al.,
2010) (Vanlangenakker, N., et al.,, 2012). Por otro lado, ya se ha demostrado que
Ganoderma induce necrosis en lineas celulares tumorales (Chien, R.C., et al., 2015) asi
como también se demostré que modula la via de TNFR (Wang, S.Y., et al., 1997). La
necrosis es una caracteristica histolégica de los GBM que se utiliza para el diagnéstico de
los mismos (Louis, D.N., 2006). Sin embargo, la inducciéon de areas necroticas en los
GBM se asocia con mal prondstico, de manera que habria que analizar el efecto del
extracto in vivo ya que puede inducir muerte celular en las células en cultivo, pero ser
contraproducente en los tumores creciendo in vivo. Estos estudios del efecto del extracto
en modelos animales se proponen como continuacion de las investigaciones de esta tesis.
Es necesario mencionar también que la alteracion de la permeabilidad de la membrana

plasmatica puede ser por apoptosis tardia. Sin embargo, es dificultoso discernir entre esta
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Gltima y la necrosis y seria necesario realizar adicionales ensayos para discriminar entre
estas dos posibilidades (Kroemer, G., et al., 2009) (Henriquez, M., et al., 2008) (Degterev,
A., & Yuan, J. 2008).

Como mencionamos anteriormente, las muertes por cancer, en un 90%, se deben a la
capacidad del tumor primario de metastatizar. La migracion (junto con la adhesién celular
y la invasion) son claves en esta capacidad; por lo tanto, controlar la motilidad es un
mecanismo eficaz para evitar el desarrollo de metéastasis del tumor primario. Los GBM no
desarrollan metastasis en otros 6rganos pero si son altamente infiltrativos del parénquima
cerebral no maligno. Por otra parte, los CCECC si pueden metastatizar a ganglios
linfaticos regionales y a sitios distantes. Por ello analizamos si el extracto triterpénico
derivado de las esporas del hongo altera la capacidad migratoria de las células bajo
estudio. Pudimos observar que el extracto retardd la migracion de las tres lineas
ensayadas. En relacién a estos resultados, se reporté que un extracto acuoso y alcohdlico
del hongo modulé la relacién de actina F/G, lo que redujo las fibras de estrés y los
complejos de adhesion focal en células de cancer de vejiga (Lu, Q.Y., et al., 2004). Otro
estudio demostré que un extracto de esporas de Ganoderma lucidum suprimié los
cambios morfologicos inducidos por TGF-B1, los cambios en la expresion de E-cadherina
y también la formacion de las fibras de estrés (Li, L., et al., 2016).

Para seguir estudiando la potencial efectividad del extracto triterpénico de las esporas de
Ganoderma lucidum, analizamos si podia existir algin efecto adverso o toxicidad que
pueda limitar la aplicabilidad. De manera coincidente con la bibliografia (Smina, T.P., et
al., 2011), los animales tratados con el hongo durante 17 dias (ensayo de toxicidad sub-
agudo) no manifestaron ni signos de dolor, ni reduccion del peso ni alteraciones
microscopicas en los 6rganos estudiados. Estos ensayos deben ser ampliados con
estudios de toxicidad cronica, lo que se propone para las futuras investigaciones
relacionadas con este proyecto.

Los resultados obtenidos en esta tesis sobre la viabilidad celular, migracién celular y los
mecanismos de muerte, en general, no nos sorprendieron ya que se encuentran dentro de
lo esperado. Lo que nos sorprendidé fueron los resultados obtenidos en cuanto a la
generacién de ROS por parte del extracto de G. lucidum ya que lo que mayormente se ha
reportado es que el hongo reduce la produccion de las mismas y que por ello posee
potentes efectos antioxidantes (Li, B., et al., 2013) (Gerh&user, C., et al., 2000) (Choi, S.,
et al.,2014) (Hsieh, T.C., & Wu, J.M., 2011) (Oluba, O.M., et al., 2014) (Li, C., et al., 2015).

Asi, por ejemplo, se ha demostrado que los triterpenos reducen la formacion de ROS
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intracelular y fortalecen la actividad de enzimas antioxidantes enddgenas en linfocitos
esplénicos irradiados protegiendo a las células del dafio (Smina, T.P., et al., 2011)° asf
como también reducen la peroxidacion lipidica in vitro (Smina, T.P., et al., 2011). El hecho
de que el extracto de esporas de Ganoderrma lucidum provoque un significativo aumento
de las ROS podria deberse a que las setas hayan absorbido, y concentrado en sus
estructuras metales (por ejemplo, hierro, cobre o0 zinc), provenientes de la bio-
optimizacion de los sustratos. Por otro lado, una exhaustiva busqueda bibliografica mostré
la existencia de algunos trabajos en los cuales se observé un aumento de ROS por el
tratamiento con hongos. Por ejemplo, Chen y col (Chen, S. Y., et al., 2016) demostraron
gue Ganoderma colossum produjo apoptosis en una linea de cancer de pulmoén a través
de un aumento de ROS. En cancer de mama, Kim y col presentaron evidencia de que un
extracto de Ganoderma lucidum y Polyporus umbellatus produce apoptosis a través de un
aumento de calcio intracelular y de ROS (Kim, T.H., et al., 2016) y Liu y col (Liu, R.M., et
al., 2015) demostraron en la linea de cancer cervical HeLa que los acidos ganodéricos
extraidos de Ganoderma lucidum inducen apoptosis a través de un fuerte y rapido
incremento de ROS. El aumento de ROS observado en las lineas celulares HN12 y HN13
estudiadas por nosotros se acompafo de un incremento de los niveles de HO-1, molécula
inducible por diversas causas de estrés celular. Se ha reportado que la produccién de
altos niveles de ROS pueden inducir apoptosis 0 hecrosis, esta Ultima en los casos en que
ocurre inhibicion de la apoptosis ocasionada por diversas causas tales como virus, cancer
0 ciertas caracteristicas del contexto celular (Redza-Dutordoir, M., & Averill-Bates, D.A.,
2016). Sin embargo, las ROS inducidas por nuestro extracto no parecen ser responsables
del incremento de la muerte celular observada (ver figura 45). Es posible que los
triterpenos del extracto modulen a proteinas pro-apoptéticas (Bax) y antiapoptéticas (Bcl-
2) y que esto sea responsable de los efectos observados.

En conclusion, los resultados obtenidos luego del tratamiento de las células de CCECC y
de GBM con el extracto triterpénico de esporas de Ganoderma sugieren gue el mismo
ejerce efectos antitumorales in cultivo y no posee efectos tdxicos in vivo, en ratones. Los
efectos antineoplasicos involucran, al menos, la reduccion de la capacidad migratoria 'y la
disminucion de la viabilidad celular. Este ultimo efecto se daria a través de un aumento de
muerte celular que involucra la apoptosis en el caso de los CCECC y potencialmente la
necrosis en el caso del GBM. Esta induccion de muerte celular no seria secundaria al
fuerte aumento de ROS que produce el extracto en las lineas celulares estudiadas. Estas

investigaciones, aunque bastante preliminares dado el tiempo con el que se contaba para
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el desarrollo de esta segunda parte de la tesis, deben ser continuadas con ensayos in vivo
en modelos animales de céncer, ya que sugieren que el extracto triterpénico aislado por

nuestro grupo de trabajo tiene el potencial de ser efectivo en estos dos tipos de cancer.
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Conclusiones finales del trabajo de tesis

James Black (Premio Nobel de medicina en 1988) dijo en el afo 2000 que “la mejor
manera de descubrir una nueva droga era comenzar estudiando una vieja droga”. Este
trabajo de tesis, siguiendo el pensamiento de este farmacélogo britanico, se aboco a
estudiar la factibilidad terapéutica de dos analogos del calcitriol y del extracto triterpénico
de esporas de Ganoderma lucidum. Los primeros, aunque nuevos analogos, derivan del
calcitriol, el que lleva varios afios de ser estudiado en cuanto a su potencialidad
antitumoral. El segundo (Ganoderma lucidum) se viene estudiando desde hace ain mas
tiempo. Sin embargo, los trabajos realizados analizando estos compuestos en CCECC y
GBM han sido escasos. Por ello, la relevancia de este trabajo de tesis radico en comenzar
a identificar la potencial utilidad terapéutica del extracto de Ganoderma lucidum y de los
analogos del calcitriol.

Los resultados obtenidos nos permitieron concluir que tanto el analogo AM-27 como el
extracto de Ganoderma lucidum podrian tener alguna utilidad para el tratamiento de estos
tipos de cancer. Para poder confirmar esto se propone continuar las investigaciones del
analogo AM-27 utilizando adicionales modelos animales de CCECC y GBM o variaciones
con los modelos utilizados y continuar los estudios del extracto evaluando su actividad
antitumoral en modelos animales (que no se pudieron realizar por falta de tiempo).

Por otra parte, si bien los resultados con el andlogo ML-344, aunque carente de efecto
calcemiante, no fueron positivos, estos nos permiten continuar realizando el disefio y la
sintesis de analogos del calcitriol de una manera mas especifica ya que observamos que
la posicién del atomo de nitrégeno, del sustituyente amida, en el carbono 26 carece de

actividad antiproliferativa para las lineas ensayadas.
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