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RESUMEN

El avance logrado en los ultimos afios en el conocimiento de la biologia
del cancer ha permitido el desarrollo de diversas terapias oncoldgicas. Sin
embargo, dada la complejidad de esta patologia y la variabilidad de respuestas
halladas en los pacientes, es necesario continuar la basqueda y el desarrollo
de terapias dirigidas con el fin de mejorar el pronéstico y la calidad de vida de
los pacientes. El calcitriol, la forma activa de la vitamina D3, actia como una
hormona reguladora de la homeostasis fosfocélcica y las investigaciones
desarrolladas en las ultimas tres décadas avalan su potencial uso como agente
antineoplasico en la prevencion y tratamiento de varios tipos de cancer. Si bien
algunos ensayos clinicos realizados a la fecha han aportado resultados
alentadores, en la mayoria de los casos se han evidenciado efectos
colaterales, como hipercalcemia, a las dosis necesarias para lograr una
respuesta antitumoral efectiva. Tales razones han llevado al disefio y sintesis
de analogos del calcitriol con el objeto de hallar compuestos que conserven o
superen su actividad antitumoral y carezcan de los efectos hipercalcemiantes.
En este trabajo de tesis nos propusimos evaluar las propiedades antitumorales
y calcemiantes de un nuevo analogo del calcitriol de tipo gemini que hemos
disefiado y sintetizado en colaboracion con un laboratorio de Quimica
Organica. Demostramos que el nuevo analogo, denominado UVB1, posee
efectos antineoplasicos en varias lineas celulares de cancer. Especificamente,
el UVBL1 redujo la viabilidad celular mediante un mecanismo de accién que es
dependiente del tipo tumoral en cuestion, es decir, el analogo ejercid acciones
anti-proliferativas en células de carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello
y pro-apoptéticas en células de carcinoma colorrectal (CCR). Ademas, el
analogo exhibié propiedades anti-metastasicas, al disminuir la capacidad
migratoria e invasiva de lineas tumorales modulando la actividad de
metaloproteasas implicadas en estos procesos celulares. También, el UVB1
presentd caracteristicas pro-diferenciantes al aumentar la expresion de E-
cadherina en células tumorales mamarias y de CCR. En relacion a estos
efectos antitumorales, comenzamos a evaluar los mecanismos moleculares

implicados. Posteriormente, realizamos ensayos in vivo en distintos modelos
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animales de céncer, lograndose reproducir los efectos antitumorales del UVB1
obtenidos en células de CCR en el modelo animal correspondiente. La
importante inhibicién del crecimiento tumoral en los animales tratados con el
analogo fue resultado de la induccién de apoptosis, aumento de la expresion de
E-cadherina y disminucion de la expresion nuclear de (3-catenina. En relacion a
la actividad calcemiante, el analogo no provocé hipercalcemia a las dosis y
tiempos evaluados, ni tampoco detectamos signos de toxicidad como
disminucion del peso corporal de los ratones, cambios en el hematocrito o en la
histologia de los 6rganos. Por ultimo, dado que el calcitriol y sus analogos
ejercen la mayoria de sus efectos antitumorales a través de su receptor VDR,
se realizaron estudios computacionales que permitieron predecir que el UVB1
es capaz de unirse con gran afinidad al receptor VDR, sugiriendo su
participacion en las acciones biolégicas demostradas por el analogo. Los
resultados obtenidos en esta tesis aportan evidencia que indica que este nuevo
compuesto podria ser, solo 0 en combinacion con otros tratamientos, un

posible agente terapéutico contra el cancer.
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ABSTRACT

In recent years, progress in the knowledge of cancer biology has allowed
the development of various oncology therapies. However, owing to the
complexity of this pathology and the variability of responses found in cancer
patients, it is necessary to continue the search and development of targeted
drugs in order to improve the prognosis and quality of life of patients. The active
form of vitamin D3 calcitriol, acts as a hormone that regulates phospho-calcium
homeostasis, and the research over the last three decades supports its
potential use in the prevention and treatment of various types of cancer. So far,
some clinical trials have provided encouraging results; however, at the doses
necessary to achieve an effective antitumor response, side effects, such as
hypercalcemia, occur in most cases. To prevent this particular undesirable
effect, our research has focused on the design and synthesis of calcitriol
analogs in order to obtain compounds that retain or even increase the antitumor
activity but preclude the hypercalcemic effects. In this thesis we have aimed to
evaluate the antitumor properties and the calcemic activity of a new gemini
calcitriol analog that we have designed and synthesized in collaboration with a
laboratory of Organic Chemistry. We demonstrate that the new analog, called
UVB1, has antineoplastic effects on several cancer cell lines. In particular,
UVBL1 reduced cell viability by a mechanism of action that depends on the tumor
type; specifically the analog exerted anti-proliferative actions on head and neck
squamous cell carcinoma cells and pro-apoptotic effects on colorectal
carcinoma (CRC) cells. In addition, the analog exhibited anti-metastatic
properties by decreasing the migratory and invasive capacity of tumor cell lines
and modulating the activity of metalloproteinases involved in these cellular
processes. Also, UVB1 exhibited pro-differentiating features by increasing E-
cadherin expression in tumor mammary and CRC cells. In relation to these
antitumor effects, we began to evaluate the molecular mechanisms involved.
We subsequently performed in vivo assays using different animal models of
cancer, and the UVB1 antitumor effects obtained in CRC cells were
successfully reproduced in the corresponding animal model. The significant

inhibition of tumor growth in animals treated with the analog was a
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consequence of the induction of apoptosis, increase in E-cadherin expression,
and decrease in nuclear 3-catenin expression. In regard to calcemic activity, the
analog showed lack of hypercalcemia at the doses and times evaluated, and no
toxic effects, such as loss of body weight, changes in the hematocrit and in the
histology of the organs of mice were observed. Finally, since calcitriol and its
analogs exert their antitumor effects through their receptor VDR, we carried on
computational studies that allowed us to predict that UVBL1 is able to bind to
VDR with high affinity, suggesting its participation in the biological actions
demonstrated by the analog. The results obtained in this thesis provide
evidence that this new compound could be, alone or in combination with other
treatments, a potential therapeutic agent against cancer.

Certifico que fueron incluidos los cambios y correcciones sugeridas por los

jurados.

Directores de tesis

Dra. Maria Marta Facchinetti Dr. Alejando Carlos Curino
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INTRODUCCION

1. Cancer
1.1. Generalidades

El término genérico “cancer’ designa un amplio y complejo grupo de
enfermedades que pueden originarse practicamente en cualquier parte del
organismo. A grandes rasgos, se puede decir que el cancer es el crecimiento
anormal de células que tienden a proliferar descontroladamente y, en algunos
casos, metastatizar (National Cancer Institute: Comprehensive Cancer
Information (on line), 2016).

Existen mas de 100 tipos diferentes de cancer, denominados
generalmente en funcion al 6rgano o tejido en el cual se desarrollan (National
Cancer Institute: Comprehensive Cancer Information (on line), 2016). Pese a la
diversidad y complejidad de esta enfermedad se han podido establecer los
principios generales que gobiernan la transformacion de una célula normal en
una maligna. La célula va adquiriendo capacidades biologicas distintivas y
complementarias, conocidas como sellos o “hallmarks” del cancer, que le
permiten establecer un tumor y diseminarse metastasicamente (Hanahan &
Weinberg, 2000; Hanahan & Weinberg, 2011). Originalmente, se describieron
seis capacidades adquiridas (Figura 1): i) activacion y mantenimiento de
sefales proliferativas, ii) evasion de sefiales supresoras del crecimiento, iii)
resistencia a la muerte celular, iv) inmortalidad replicativa, v) inducciéon de
angiogénesis y vi) activacion de mecanismos de invasidon y metastasis
(Hanahan & Weinberg, 2000). Posteriormente, se propuso la incorporacion de
dos nuevas capacidades a la lista de los seis sellos del cancer: vii) la
reprogramacion del metabolismo energético, necesaria para soportar la
continua proliferacion celular y, viii) la evasion ante el ataque y destruccién por
parte del sistema inmune, mediante la activacion de mecanismos de escape
inmunoldgico (Hanahan & Weinberg, 2011). Estas dos ultimas capacidades se
las reconoce como los sellos emergentes del cancer dado que fueron

incorporadas con posterioridad a la lista de los sellos del cancer (Figura 1).
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Sellos emergentes]
del cancer

Proliferacion Evasién de los
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mutacion tumor
Induccioén Activacion de
dela lainvasion y
angiogénesis metastasis

( Caracteristicas
facilitadoras

Figura 1. Los “sellos” del cancer. Las seis capacidades distintivas adquiridas por las células
neoplasicas originalmente propuestas en el afio 2000, junto a las dos capacidades emergentes
y las dos caracteristicas facilitadoras propuestas en el afio 2011. Tomado y adaptado de
Hanahan & Weinberg, 2011.

Adicionalmente, existen dos caracteristicas facilitadoras de Ia
adquisicion de los ochos sellos del cancer (Figura 1). Una de ellas es la
inestabilidad gendémica y la mutacion de las células neoplasicas, fuente
creadora de las variantes genéticas responsables de producir las distintas
capacidades. La segunda caracteristica facilitadora es la inflamacion, estado
gue suplementa al microambiente tumoral con moléculas bioactivas: factores
de crecimiento, de sobrevida, pro-angiogénicos, entre otros; que promueven la

adquisicién de los sellos del cancer (Hanahan & Weinberg, 2011).

Es importante tener en cuenta que si bien las ocho capacidades
mencionadas anteriormente son adquiridas durante el proceso tumorigénico de
practicamente todo tipo de tumor, la diversidad y complejidad se presenta en
relacion a los mecanismos moleculares que promueven las capacidades

adquiridas y al momento en que ocurre dicha adquisicibn (Hanahan &
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Weinberg, 2011). Mas aun, para comprender correctamente la biologia del
cancer es necesario incorporar una nueva dimensién de complejidad. Para
esto, los tumores no deben ser vistos simplemente como un grupo
relativamente homogéneo de células cancerosas (visidn reduccionista), sino
deben ser considerados como tejidos complejos, compuestos por diferentes
tipos de células que interaccionan heterotipicamente dentro del microambiente
tumoral (Figura 2) (Hanahan & Weinberg, 2011).

Célulamadre
cancerosa
Fibroblasto
asociado al Célula
tumor cancerosa
Célula )
endotelial _ Celulas_
inflamatorias
Pericito inmunes
© | Células madrey Célula
(© | progenitoras estromales cancerosa
© | derivadas de médula invasiva
© | Oseay locales

Figura 2. Células del microambiente tumoral. Distintos tipos de células presentes en el
parénquima y en el estroma tumoral que colectivamente cooperan con el desarrollo y la
progresion del tumor. Tomado y adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011.

Es asi que actualmente se plantea que las células tumorales no actian
solas y que el crecimiento tumoral y la metastasis son el resultado de la
subsistencia tumoral en un microambiente enriquecido por células estromales
gue cooperan con la “sociedad de células que se encuentra fuera de la ley”.
Las células del estroma tumoral se convierten en activos miembros
colaboradores de las células cancerosas, contribuyendo con practicamente las
ocho capacidades adquiridas e influyendo sobre el fenotipo tumoral (Hanahan

& Coussens, 2012). Por lo tanto, en la dltima década, el microambiente tumoral
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ha adquirido cada vez mayor relevancia siendo actualmente un nuevo y

complejo campo de investigacion en el cancer.

La aparicion de metastasis es la principal responsable de la mortalidad
asociada al cancer. En el caso de los carcinomas, el proceso biolégico que
sigue la célula epitelial para llevar a cabo la diseminacion metastasica se
denomina transicion epitelio - mesenquimética (TEM) (Figura 3). En ella una
célula epitelial polarizada, que se encuentra fuertemente adherida a las células
vecinas y que normalmente interactia con la membrana basal a través de su
superficie basal, sufre multiples cambios bioquimicos que la conducen a un
fenotipo mesenquimal. De esta manera las células tumorales adquieren una
mayor capacidad migratoria e invasiva, siendo capaces de degradar la matriz
extracelular (MEC) mediante la secrecion de diferentes proteasas y abrirse
paso a través de ella hasta alcanzar la microvasculatura de los sistemas
linfatico y sanguineo (intravasacion), sobrevivir en los vasos y llegar a las
venas pequefas de tejidos distantes. Al salir de la circulacién (extravasacion)
son capaces de adaptarse al microambiente de los tejidos diana formando un
tumor secundario (colonizacion). En el ultimo paso ocurre la transformacion
mesénquima - epitelial (TME) donde las células revierten a un fenotipo epitelial
(Kalluri & Weinberg, 2009; Chaffer & Weinberg, 2011).

Células Células
Membrana  Célula neoplasicas -« o invasivasy Tumor epitelial
basal epitelial epiteliales 2 metastaticas secundario

& TN e -, NG

7@ — > ——> VA <

£ % 4
. . L ' » Vaso »

Epitelio normal Carcinomain situ TEM Intravasacion sanguineo Extravasacion TME
de células ylo linfatico de células

cancerosas cancerosas

Figura 3. Contribuciéon de la TEM a la progresion tumoral. Secuencia de pasos que
conducen a la metéstasis. Progresion de un epitelio normal a un carcinoma invasor, donde se
pierde la polaridad celular y la union a la membrana basal facilitando la adquisicion de
caracteristicas que conducen a la célula a realizar la intravasacién y extravasacion para formar
micro y macro metastasis con la consecuente reversién a un fenotipo epitelial. Tomado y
adaptado de Kalluri & Weinberg, 2009.
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1.2. Epidemiologia

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, del
inglés International Agency for Research on Cancer) en su proyecto
GLOBOCAN 2012 (IARC, GLOBOCAN 2012), estima que a nivel mundial
durante el afio 2012 se han producido 14,1 millones de casos nuevos de
cancer; 8,2 millones de muertes por cancer y que 32,4 millones de personas

viven con cancer (dentro de los 5 afios del diagndéstico).

Los datos de incidencia y mortalidad que se poseen para realizar las
estadisticas dependen de la disponibilidad y de la calidad de la informacién
recogida o aportada por los diferentes paises a los registros de céancer
poblacionales. Asi, al evaluar la incidencia y mortalidad mundial en funcion a
los distintos tipos de cancer (Figura 4) se observa que en las mujeres, el tipo
de cancer que se diagnostica con mayor frecuencia, y que a su vez es la
principal causa de muerte por cancer, es el cancer de mama. En el caso de los
hombres, el cancer de pulmén es el que presenta la mayor incidencia y
mortalidad (IARC, GLOBOCAN 2012).

Cancer MUJERES Céncer HOMBRES

Mama Pulmén
Colorrectal Prostata
Utero-cérvix Colorrectal
Pulmén Estémago
Utero-cuerpo Higado
Estémago Eséfago
Ovario Vejiga
Tiroides Linfoma no-Hodgkin
Higado Rifi6n
Linfoma no-Hodgkin Leucemia
Leucemia Labioy cavidad oral
Pancreas Pancreas
Eséfago Laringe

Rifién B Incidencia Cerebro, sistema nervioso B Incidencia

Cerebro, sistema nervioso B Mortalidad Melanomade piel B Mortalidad

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tasas por 100.000 habitantes Tasas por 100.000 habitantes

Figura 4. Tasas mundiales estimadas por la IARC de incidencia y mortalidad de cancer
en mujeres y hombres ajustadas por edad. NUmero de nuevos casos 0 muertes estimadas
por cada 100.000 habitantes durante el afilo 2012. Proyecto GLOBOCAN 2012. Tomado y
adaptado de http://globocan.iarc.fr/.
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La 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 obtenidas por la IARC para el afio 2012 (Figura 5).

>2429
172,3-242,9
137,5-172,3
101,3-137,5
<101,3

[ Sindatos

Todos los canceres excluyendo el cancer de piel no melanoma

Figura 5. Incidencia de cancer mundial en el afio 2012. Tasas estandarizadas por cada
100.000 habitantes durante el afio 2012. Proyecto GLOBOCAN 2012. Tomado y adaptado de
http://globocan.iarc.fr/.

Al igual que a nivel mundial, en la poblacién femenina de Argentina el
tipo de cancer que presenta la mayor incidencia (alejandose notablemente del
resto) es el cancer de mama, con una tasa estimada de 71,2 casos nuevos por
cada 100.000 mujeres durante el afio 2012 (Figura 6). El cancer de mama
también es el principal responsable de muerte por cancer entre las mujeres de
nuestro pais (19,9 / 100.000 habitantes). En cuanto a la incidencia, en segundo
y tercer lugar lo ocupan el cancer de cuello de utero (20,9 / 100.000 habitantes)
y el cancer colorrectal (19,1 / 100.000 habitantes), respectivamente. En relacion
a la mortalidad, el segundo lugar lo ocupan el cancer colorrectal junto con el de
pulmén (10,0 / 100.000 habitantes) y el tercer lugar el cancer de cérvix (8,4 /
100.000 habitantes).

En la poblacion masculina de Argentina, la mayor tasa de incidencia

corresponde al cancer de préstata (44,1 / 100.000), luego le siguen el cancer
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de pulmén (32,5 / 100.000) y en tercer lugar el cancer colorrectal (29,9 /
100.000). En cuanto a las tasas de mortalidad, el cancer de pulmon es el de
mayor mortalidad (30,9 / 100.000), luego se encuentra el cancer colorrectal
(17,0 / 100.000) y en tercer lugar el cancer de préstata (15,7 / 100.000) (IARC,
GLOBOCAN 2012) (Figura 6).

Céncer MUJERES Céncer HOMBRES

Mama Préstata
Utero- cérvix Pulmén
Colorrectal Colorrectal
Pulmén Rifion
Ovario Vejiga
Utero- cuerpo Estdmago
Tiroides Pancreas
Pancreas Linfoma no-Hodgkin
Linfoma no-Hodgkin Leucemia
Rifion Eséfago
Estémago Cerebro, sistema nervioso
Leucemia Testiculo
Cerebro, sistema nervioso Laringe

Vejiga B Incidencia Higado B Incidencia

Higado B vortalidad Labio, cavidad oral B Mortalidad

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tasas por 100.000 habitantes Tasas por 100.000 habitantes

Figura 6. Tasas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad para mujeres y
hombres en Argentina estimadas por la IARC. NUmero de nuevos casos 0 muertes
estimadas por cada 100.000 habitantes durante el afio 2012. Proyecto GLOBOCAN 2012.
Tomado y adaptado de http://globocan.iarc.fr/.

Para las tasas nombradas de incidencia y mortalidad de Argentina hay
gue tomar en consideracion la calidad de los registros disponibles. Nuestro pais
presenta registros de una calidad alta para el calculo de las tasas de incidencia,
mientras que los registros de datos de mortalidad de la Argentina son de baja
calidad debido a falta o errores en el completamiento de los mismos, por lo
tanto las estadisticas surgidas a partir de estos datos deben ser tomadas con la

precaucion pertinente (Ferlay et al., 2014).

2. Vitamina D
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2.1. Historia de la vitamina D

La historia de la vitamina D es paralela a la historia del raquitismo y de la
osteomalacia. En 1650 Francis Glisson (Glisson, 1650), profesor de la
Universidad de Cambridge, fue el primero en escribir un tratado sobre el
raquitismo realizando una descripcion de la enfermedad. Glisson pensaba que
era una patologia nueva pues en esa época era comun en varias regiones de
Inglaterra. Durante el siglo XX el conocimiento sobre las caracteristicas clinicas
y los detalles moleculares del raquitismo y de Ila osteomalacia fue
evolucionando. Hopkins en 1906 incluia a los pacientes con raquitismo en las
enfermedades relacionadas con la dieta por la carencia de un factor en los
alimentos. En 1919 Huldschinsky en Berlin, analizdé los posibles “efectos
curativos” de las radiaciones solares, la luz ultravioleta (UV) artificial y el aceite
de higado de bacalao en el tratamiento del raquitismo (Huldschinsky, 1919).
Este autor realizé un experimento innovador, ya que logré mejorar el raquitismo
en nifos utilizando la luz UV producida artificialmente. Casi simultaneamente
Edward Mellanby en Londres, utilizando cachorros de perro, establecié 4 tipos
de dietas y, mediante el estudio de los huesos por rayos X, correlaciono el
contenido de calcio en los alimentos después de revisar la histologia de los
huesos (Mellanby, 1919). Chick y sus colaboradores (col.) en Viena en 1922
también documentaron en un estudio epidemiolégico la importancia de la
exposicion a los rayos solares y el aceite de higado de bacalao en el
tratamiento del raquitismo (Chick et al., 1922). En el mismo afio, Dick plantea
los factores relacionados con la etiologia del raquitismo: la ausencia de las
radiaciones solares, la privacion del aire fresco y la falta de ejercicio (Dick,
1922). En 1918, McCollum y sus col. alimentaron a ratas con diferentes dietas,
ricas en cereales pero deficientes en vitamina A liposoluble y en calcio, y
observaron cambios esqueléticos y aspectos clinicos similares a los presentes
en los nifios con raquitismo. Posteriormente, estudiaron el aceite de higado de
bacalao usado para el tratamiento de la enfermedad desde el afio 1789 en
estas ratas raquiticas y consiguieron revertir el cuadro. Asi, McCollum postulé
la existencia de una nueva vitamina presente en el aceite de higado de bacalao
(McCollum et al., 1922), la cual posteriormente se conoceria con el hombre de

vitamina D.
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Por lo tanto, las dos formas de adquirir el compuesto eran a través de la
dieta, como es tipico de los compuestos vitaminicos, o por exposicion de la piel
a la radiacion UV proveniente del sol. Estos hallazgos estimularon la busqueda
del precursor de la vitamina D, detectdndose en primer lugar al ergosterol o
provitamina D, en levaduras y luego en otras especies de hongos y en plantas.
Mas tarde se aisl6 la vitamina D en forma pura y se la denominé ergocalciferol
o vitamina D,. Sin embargo, varios investigadores observaron que este
compuesto no era tan efectivo como la vitamina D obtenida a partir de la piel de
los mamiferos. Estas observaciones llevaron a Windaus y Bock en el afio 1936
a obtener un nuevo precursor a partir de la piel de cerdo denominado 7-
dehidrocolesterol o provitamina D3 (Windaus & Bock, 1936), el cual al ser
irradiado producia otra forma de la vitamina D: el colecalciferol o vitamina Ds
(Figura 7).

Figura 7. Conversion

A del 7-dehidrocolesterol
Sol en pre-vitamina Ds por
— o accion de la luz UV y

posterior isomerizacion
a colecalciferol  por
i = accién de la temperatura

Ho corporal. Tomado vy
Pre-vitamina D5

adaptado de Deluca,
2014.

Colecalciferol
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Con el tiempo se fueron dilucidando las estructuras quimicas y
mecanismos que conducian a la obtencion de la vitamina D3 en el organismo;
Holick y col. proporcionaron evidencia de la formacion de la pre-vitamina D3 por
irradiacion solar (Holick et al., 1977) y en 1978 el grupo de Esvelt aislo e

identifico al colecalciferol por espectroscopia de masa (Esvelt et al., 1978).
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Desde entonces se ha pensado que el ergosterol y ergocalciferol son
tipicos de vegetales y hongos, mientras que el 7-dehidrocolesterol y el
colecalciferol lo son de los vertebrados.

2.2. Estructuras quimicas de las vitaminas D

Quimicamente, las vitaminas D, y Ds, son [-secoesteroides que
contienen un nucleo estructural basico de 4 anillos fusionados conocidos como
sistema ciclopentanoperhidrofenantreno (Figura 8A). La apertura de un anillo
del esqueleto esteroidal da origen al prefijo “seco”, en este caso en el anillo B.
El ergosterol posee, a diferencia del 7-dehidrocolesterol, un doble enlace entre
los carbonos 22 y 23 y un grupo metilo en el carbono 24 de la cadena lateral
(Figura 8B), diferencias que se mantienen entre el ergocalciferol y el
colecalciferol.

La forma activa de la vitamina D, el calcitriol (en el apartado 2.3 se
detallara su sintesis), incluye un anillo A, un seco anillo B, un biciclo CD y una
cadena lateral flexible. Teniendo en cuenta la estructura, activacion y el modo
de accidn, el metabolito activo pertenece a la misma familia que las hormonas
esteroides clasicas tales como la aldosterona, testosterona, estradiol,
progesterona, cortisol, entre otras. Sin embargo, sus caracteristicas
estructurales particulares hacen que el colecalciferol y sus metabolitos se
diferencien del resto de los esteroides. Estas particularidades son: ser un seco-
esteroide, es decir presentar uno de los anillos de la estructura
cicloperhidrofenantrénica abierto (enlace C9 - C10) y disponer de una
flexibilidad conformacional dinamica comparada con la rigidez de otras
hormonas esteroidales (Figura 8 C y D). El motivo por el cual los metabolitos
de la vitamina D3 son considerados como “vitaminas” es en base a la historia
de su descubrimiento y al hecho de que un precursor, el colecalciferol, puede

ser obtenido a partir de la dieta.
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Ciclopentanoperhidrofenantreno Ergosterol

Sistema triénico
Anillo “seco” B

4
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. . "
7- dehidrocolesterol Colecalciferol Ho 3

Calcitriol

Figura 8. Estructuras quimicas de las vitaminas D y metabolitos relacionados. A)
Esqueleto esteroidal ciclopentanoperhidrofenantreno. B) Ergocalciferol y su precursor. C)
Colecalciferol y su precursor. D) Forma activa de la vitamina Ds.

2.3. Metabolismo de la vitamina D3

Como se mencion0 anteriormente, en la naturaleza se encuentran dos
formas principales de la vitamina D: el ergocalciferol, que se obtiene a partir de
plantas y hongos, y el colecalciferol. Este Uultimo puede ser obtenido
principalmente de dos fuentes basicas: la dieta (10 %) y la produccién
endbégena por conversion fotoquimica a partir de 7-dehidrocolesterol en la
epidermis (90 %) (Figura 9).

A partir de la dieta el colecalciferol puede ser incorporado al organismo
por consumo de alimentos ricos en vitamina D3 como son principalmente el
aceite de higado de pescado y los pescados grasos (salmén, atun, sardinas,
etc.). También se encuentra disponible en menor proporciéon en la leche,
manteca, quesos, yema de huevo y champifiones, o alternativamente, se lo

puede obtener mediante suplementacion vitaminica.
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Figura 9. Metabolismo de la vitamina Ds.

Por otro lado, el proceso de biosintesis cutanea de colecalciferol ocurre
en dos pasos: los rayos solares UVB en el rango de 290 - 315 nm (Holick,

2011 a-b; DelLuca, 2004) fotoisomerizan el 7-dehidrocolesterol a pre-vitamina
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Ds; (paso no enzimatico) a nivel de la membrana plasméatica de los
queratinocitos; luego ésta isomeriza a colecalciferol en un proceso dependiente
de la temperatura de la piel, que tarda varias horas (Adams & Hewison, 2010;
Dusso et al., 2005). La produccion cutanea estd estrictamente regulada, de
modo que cuando el nivel de colecalciferol formado es suficiente, la pre-
vitamina D3 puede ser fotoisomerizada a formas inertes (lumisterol o
taquisterol) o puede volver a transformarse en 7-dehidrocolesterol y el
colecalciferol sintetizado puede degradarse a formas inactivas (suprasterol | y
I1) (Webb et al., 1989).

Para ejercer sus efectos fisiolégicos, el colecalciferol debe convertirse a
su forma activa. Para ello inicialmente es transportado por proteinas DBP (del
inglés D- Binding Protein), que son proteinas fijadoras de vitamina D y sus
metabolitos. De esta manera, viaja por circulacion sanguinea hasta el higado,
donde sufre un proceso de hidroxilacion en el carbono 25, conocido como el
primer paso de activacion metabolica de la vitamina D3. Este evento ocurre en
los hepatocitos catalizado por varias enzimas hepaticas con funcidn de
citocromo P450 (CYP2R1, CYP27A1, CYP2D11, CYP2D25, CYP3A4 y
CYP2J3) que favorecen la conversion del colecalciferol a calcidiol (25-
hidroxivitamina D3 o hidroxicolecalciferol) (Zhu & DelLuca, 2012). Se ha
planteado que, de todas estas enzimas, la CYP2R1 es una enzima clave de la
25-hidroxilacion puesto que los pacientes con mutaciones en su gen presentan

signos clinicos y bioguimicos de deficiencia de vitamina D (Cheng et al., 2004).

El calcidiol, es un metabolito de importancia clinica dado que es la
variante mas abundante y estable en circulacion de las formas de vitamina D3
(Adams & Hewison, 2010). Sus niveles se correlacionan con la exposicion total
del organismo a la vitamina D tanto proveniente de la producciéon endogena
como de la dieta (Toner et al., 2010). El calcidiol es transportado por DBP hacia
el rifién, para completar su proceso de activacion en el tubulo proximal. Aqui es
hidroxilado en el carbono 1 del anillo A para convertirse en la forma
hormonalmente activa de la vitamina Dgs: el calcitriol (1a,25-dihidroxivitamina
D3), principal responsable de la mayoria de los efectos biolégicos de la vitamina
D3 (Giammanco et al., 2015; Kochupillai, 2008; Yoon & DelLuca, 1980). Esta

reaccion de hidroxilacion es catalizada por la enzima mitocondrial 1a-
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hidroxilasa que es el citocromo P450 27B1 (CYP27B1), codificada por el gen
CYP27B1 en los seres humanos. Las mutaciones en esta enzima producen
raquitismo dependiente de vitamina D tipo 1, lo cual resalta la importancia de
su funcion en la conversion del calcidiol a su forma activa (Christakos et al.,
2015).

La enzima 1a-hidroxilasa se encuentra predominantemente en las
células de los tubulos renales, pero también se expresa en sitios extrarrenales
como placenta, monocitos, macréfagos, préstata, mama, colon, corazén,
pulmén, cerebro, queratinocitos, células B pancreaticas, células endoteliales y
células paratiroideas (Morris & Anderson, 2010). Es decir, actualmente se
encuentra ampliamente reconocida la produccion extrarrenal del calcitriol en
muchos tipos de células del cuerpo y, ademas, en células tumorales (Feldman
et al., 2014; Jones, 2007). En contraste con el sistema clasico endocrino de la
vitamina D, la regulacion de la producciéon de calcitriol en los tejidos
extrarrenales es independiente de la estimulacion por la hormona paratiroidea
(PTH) y depende, en cambio, de factores especificos del tejido en cuestion y de

los niveles de calcidiol en sangre (Figura 10).
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Figura 10. Vias de sintesis del calcitriol: renal endocrina y extrarrenal paracrina o
autocrina. Tomado y adaptado de Feldman et al., 2014.

El calcitriol es transportado en sangre unido principalmente a la DBP.
Presenta una vida media plasmatica de 4 - 5 h y su accién se encuentra
limitada por su catabolismo. La degradacién del calcitriol ocurre principalmente
a través de la actividad de la 24-hidroxilasa (CYP24A1), codificada por el gen
CYP24Al. Es una enzima multicatalitica perteneciente a la familia del
citocromo P450 capaz de realizar oxidaciones sucesivas (Jones et al., 2012;
Beckman et al., 1996; Chen et al., 1993). Esta enzima necesita para su accion
la presencia de un grupo hidroxilo en posicion 25 y puede hidroxilar la posicion
C24 tanto del calcidiol como del calcitriol, aunque la afinidad por este ultimo es
mayor. La accion de la 24-hidroxilasa conduce a la sintesis de 24,25(0OH),
vitamina D3 y 1,24,25(0OH); vitamina D3, ambos son derivados hidrosolubles
gue poseen menor afinidad por el VDR ( del inglés Vitamin D Receptor). Estos
derivados pueden ser eliminados del organismo constituyendo un papel clave
en la proteccion contra el exceso de metabolitos de vitamina D (Christakos et
al., 2015; Kumar, 1984).

2.4. Regulaciéon del metabolismo de la vitamina D3

El calcitriol requiere una estricta regulacion de su activacion y
desactivacion a través de una serie de procesos de retroalimentacion positiva y
negativa que resultan en cambios en la expresion de las enzimas hidroxilasas
con el fin de aumentar o disminuir las concentraciones de calcitriol segun el
estado fisioldgico (Plum & DelLuca, 2009). La produccién del calcitriol, esta
estrechamente regulada: principalmente por la hormona paratiroidea (PTH), el
factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23), el calcio, el fésforo, y el mismo

calcitriol (Figura 11).

Especificamente, los niveles bajos de calcio inducen un aumento de la
actividad de la 1a-hidroxilasa. Es decir, la hipocalcemia es detectada por el
receptor sensible al calcio (CaSR) de las células paratiroides, con lo que
aumenta la expresion de la PTH y ésta a su vez induce la transcripcion de la

enzima 1a-hidroxilasa en las células tubulares proximales del rifion. Como
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consecuencia, la produccién de calcitriol se incrementa para regular la
homeostasis fosfocalcica (Christakos et al., 2015). Para controlar este ciclo, el
mismo calcitriol suprime la transcripcion de los genes PTH y CYP27B1 (Dusso
et al., 2005). Adicionalmente, el calcitriol estimula la expresion de la enzima 24-
hidroxilasa que previamente estaba inhibida por los bajos niveles de calcio y
por la PTH. La marcada induccion de la 24-hidroxilasa resulta en una
autorregulacion cuando los niveles de calcitriol requieren atenuacion para

proteger al organismo de la hipercalcemia (Christakos et al., 2015).

Ademas de la PTH, otras hormonas que ejercen regulacion endocrina
sobre la actividad de la 1a-hidroxilasa son los estrégenos, la calcitonina, la
prolactina, la hormona de crecimiento y la insulina. Sus efectos estimulan la
accion de esta enzima y favorecen la produccion de calcitriol (Norman, 2008).
Esta dltima hormona podra interactuar con su receptor VDR generando los
efectos clasicos en la regulacion de la homeostasis del calcio y del fosfato. Al
corregirse el déficit en la concentracion sérica de calcio, se genera regulacion
negativa por parte del calcitriol sobre la PTH y las hidroxilasas y, en este
mecanismo de control también interviene el FGF-23 liberado a partir del hueso
(St-Arnaud, 2008).

El FGF-23 es un factor fosfatlrico que promueve la excrecion renal de
fosfato por disminucion de su reabsorcion en el tdbulo proximal.
Especificamente, el calcitriol induce la expresion de FGF-23 y a su vez el FGF-
23 suprime la expresion de 1a-hidroxilasa e induce la de 24-hidroxilasa en el
rifién; por lo tanto, inhibe la sintesis y promueve el catabolismo del calcitriol
para reducir sus niveles y dejar de estimular la produccion de FGF-23,

formando un ciclo de retroalimentacion negativa entre FGF-23 y el calcitriol.
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Figura 11. Regulacion de la sintesis metabdlica y degradacion del calcitriol. Tomado y
adaptado de Christakos et al., 2015.

2.5. Transporte de la vitamina D3

Los metabolitos de la vitamina D3z son moléculas lipofilicas que deben
ser transportadas en la circulacion unidas a proteinas plasmaticas. La mas
importante de estas proteinas es la DBP que une los diferentes metabolitos con
el siguiente orden de afinidad: calcidiol = 24,25(0OH), vitamina D3 > calcitriol >
colecalciferol. Si bien la mayoria de los metabolitos se encuentran unidos a la
DBP, también pueden ser transportados por lipoproteinas y por la albumina

sérica debido a la mayor abundancia de esta ultima (650 uM de albumina con
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respecto a 5 uM de DBP) (Chun et al.,, 2008). Ademas, en general estos
transportadores estan disponibles o “libres” debido a que su concentracion
relativa es elevada con respecto a los metabolitos de la vitamina Ds. Los
niveles plasmaticos de la DBP son 20 veces mas altos que la cantidad total de
metabolitos de vitamina D3, por lo que el calcitriol es transportado en sangre
unido a la DBP en un 85 - 88 %, mientras que en un 12 - 15 % lo hace unido a
la albumina, estando en condiciones fisiolégicas normales aproximadamente
sélo el 0,4 % libre en plasma (Bikle et al., 1986).

Los metabolitos de vitamina Ds, tanto libres como unidos a la DBP,
pueden ingresar a la célula ya sea por un mecanismo pasivo o activo. Es decir,
la pequefa fraccion de los metabolitos no unidos a DBP entra pasivamente a
las células blanco para ser adicionalmente metabolizada y ejercer sus efectos
biologicos. En cuanto a los metabolitos unidos a la DBP, pueden ingresar a la
célula mediante endocitosis (Chun, 2012). La megalina (también llamado
receptor endociticomegalina) pertenece a un grupo de proteinas que facilitan la
endocitosis del complejo calcidiol - DBP junto con la cubilina y la proteina
asociada al receptor (RAP). Este mecanismo es el que ocurre en los tubulos
proximales del riidn para la producciéon endocrina del calcitriol. Se ha
reportado, que los ratones knockout para megalina no logran recuperar la DBP
y pierden la vitamina D por via urinaria, con el consecuente raquitismo (Chun et
al., 2008). A su vez, el calcitriol circulante unido a DBP también puede ser
endocitado mediante este mecanismo y, al ser liberado en el interior de la

célula, provocar sus acciones biologicas.

2.6. Mecanismos de accion del calcitriol

El calcitriol actia como una hormona esteroidal y puede inducir
respuestas a nivel gendmico (regulando la transcripcion de genes) y no
gendémico (rapidas). En ambas vias de accion se ha descripto la participacion
del receptor VDR (Diaz et al., 2015; Feldman et al., 2014), el cual puede actuar

como un factor de transcripcién activado por ligando.
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2.6.1. Caracteristicas del VDR

El VDR humano pertenece a la familia de los receptores de hormonas
esteroideas - tiroideas - retinoideas, consiste en 427 aminoacidos y se
compone de dos dominios funcionales basicos: i) DBD (del inglés DNA Binding
Domain), dominio amino - terminal, almamente conservado, de union al ADN y
ii) LBD (del inglés Ligand Binding Domain), dominio carboxi - terminal, de union

al ligando; ambos dominios conectados a través de una region bisagra.

La estructura cristalina de LBD - VDR unido a su ligando natural, el
calcitriol, ha sido reportada por Rochel y col. (Rochel et al., 2000). Esta
estructura muestra que este dominio se encuentra formado por 13 hélicesay 3
hojas plegadas 8 (Malinska et al., 2015). La activacion del VDR depende de la
capacidad del ligando de producir un cambio conformacional en el sitio LBD
creando un dominio funcional activado AF-2 dentro por la Hélice 12 (H12) que
media la union de co-moduladores necesarios para regular la transcripcion
génica (Orlov et al., 2012). La estructura reportada por Rochel y col.
corresponde a la conformacion activa del VDR (es decir, contiene el dominio de
AF-2 activado). Las interacciones principales que se establecen entre el
calcitriol y el LBD corresponden a enlaces puentes de hidrogeno con los
hidroxilos de las posiciones 1 (1-OH), 3 (3-OH) y 25 (25-OH) del metabolito
activo. El 1-OH forma puentes de hidrégeno con los aminoacidos Ser237 y
Arg274, siendo mas fuerte la interaccion con este ultimo residuo. El 3-OH
interacciona con Tyrl43 y Ser278, y el 25-OH establece dos puentes de

hidrogeno con His305 e His397, respectivamente.

En la Tabla 1 se presenta la diversidad de tejidos y 6rganos en los que
se puede encontrar receptores VDR y donde puede actuar el calcitriol para
provocar sus respuestas genomicas y no genémicas (Verhave & Siegert, 2010;
Norman, 2008). Posteriormente se comentaran los efectos especificos en los

principales tejidos.
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Tabla 1. Distribucién tisular del VDR

Sistema

Organos, tejidos y células

Endocrino

Paratiroides - Células C tiroideas - Células B
pancreaticas - Glandulas suprarrenales -
Hipdfisis

Cardiovascular

Células del musculo liso arterial - Cardiomiocitos
- Células endoteliales

Muscular

Osteoclastos - Condrocitos - Musculo estriado
esquelético

Gastrointestinal

Eséfago - Estémago - Intestino - Hepatocitos

Células tubulares - Aparato yuxtaglomerular -

Renal .

Podocitos

Ovarios - Placenta - Utero - Testiculos -
Reproductor .

Epididimo
Inmune Médula ésea - Timo - LinfocitosB y C

Respiratorio

Células alveolares pulmonares

Epidérmico Queratinocitos y foliculos pilosos
Nervioso Neuronas

Retina - Tejido adiposo - Mama - Células
Otros

tumorales - Par6tidas

2.6.2. Acciones genomicas del calcitriol

En el mecanismo de accidon gendémico del calcitriol el papel del receptor

VDR activado por el ligando es dirigir la maquinaria de la transcripcion a sitios

especificos del genoma. Es decir, el VDR activado por el ligando sufre un

cambio conformacional que permite que el receptor sea translocado al nucleo

donde forma un heterodimero con el receptor retinoide X (RXR); este complejo

se une a elementos de respuesta de vitamina D (VDRE) en el promotor de los

genes diana y recluta co-activadores y/o co-represores para inducir o inhibir la

transcripcion de esos genes (Teske et al., 2016; Feldman et al., 2014) (Figura

12).
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Figura 12. Mecanismo de accion gendmico del calcitriol a través de VDR. Calcidiol y
calcitriol circulan unidos a la DBP. Al entrar en las células diana el calcidiol se convierte
localmente por la enzima la-hidroxilasa a calcitriol. Las acciones bioldgicas del calcitriol,
sintetizado tanto en las células renales como en las extrarrenales, estan mediadas por el VDR.
Cuando el calcitriol se une al VDR, heterodimeriza con el RXR y el complejo calcitriol-VDR-
RXR se une a VDRE en los promotores de genes diana. Asi, se conduce al reclutamiento de
co-activadores o co-represores, que promueven la regulacién transcripcional positiva o negativa
de la expresién génica. Tomado y adaptado de Feldman et al., 2014.

Dentro de los principales genes blanco que se han caracterizado se
incluyen transportadores de calcio y fosfato, osteocalcina (la proteina de unién
de calcio), bombas idnicas en intestino y rifion y el factor de diferenciacién
osteoclastogénico, sintetizado por los osteoblastos, que estimula la actividad de
los osteoclastos. Ademas, el calcitriol suprime la expresion renal del gen
CYP27B1, cuyo producto proteico es responsable de su sintesis, e induce la
expresion de CYP24Al1, cuyo producto, la enzima 24-hidroxilasa, es

responsable de su degradacion (Pike & Meyer, 2012).
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La gran distribucion del VDR en diferentes tejidos y la presencia de los
VDRE encontrados en mas de 200 genes que modulan un gran namero de
procesos celulares y tisulares, justifican la variedad de efectos del calcitriol en
el organismo. Estos efectos pueden comprender acciones clasicas de
regulacién de la homeostasis fosfocélcica (ver apartado 2.7.1) y no clasicas

(ver apartado 3).

2.6.3. Acciones no gendmicas del calcitriol

El calcitriol, al igual que otras hormonas esteroideas, puede inducir
respuestas no gendémicas o rapidas que ocurren en un tiempo menor a las
desencadenadas por mecanismos genomicos. Se ha documentado la
existencia de receptores de membrana para el calcitriol responsables de esta
rapidez de ocurrencia de los efectos no genémicos (Trump et al., 2010). Los
dos candidatos principales para actuar como receptores de membrana son el
receptor VDR y la proteina ERp57 (del inglés Endoplasmic Reticulum stress
Protein 57) o conocida también como 1,25D3;-MARRS (del inglés Calcitriol
Membrane Associated Rapid Response Steroid) y GRP58. ERp57 se identificd
y describio por primera vez a partir del estudio de los efectos rapidos inducidos
por calcitriol en membranas basolaterales del epitelio intestinal de pollo
(Nemere et al., 2004) y luego se hall6 su equivalente en mamiferos (Rohe et
al., 2005). En cuanto a la participacion del VDR en las respuestas rapidas, se
ha descripto su presencia en las caveolas celulares, es decir, en las
invaginaciones de la membrana plasmatica enriquecidas con esfingolipidos y
colesterol. El calcitriol al interactuar con estos receptores puede iniciar
rapidamente la sintesis de segundos mensajeros tales como AMP ciclico, GMP
ciclico, inositol trifosfato, diacilglicerol y calcio. Asi, las sefiales de estas
pequefias moléculas pueden ser amplificadas por la consiguiente activacion de
cascadas de proteinas rio abajo o efectores secundarios, tales como la
proteina quinasa A (PKA), la proteina quinasa C (PKC), proteina quinasa
activada por mitdgenos y calmodulina, o por modulacién de la via Hedgehog/Gli
(Chiang & Chen, 2013; Haussler et al., 2011).

Las mdaltiples respuestas rapidas del calcitriol se traducen en diversos

efectos fisiolégicos dentro de los que cabe citar eventos como la absorcién
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intestinal rapida de calcio, la secrecién de insulina por células  pancreaticas
inducida por VDR, la apertura de canales de calcio y cloro dependientes de
voltaje en los osteoblastos y la migracion rapida de células endoteliales
(Haussler et al., 2011). Ademas, estos efectos no gendémicos pueden cooperar
con la via gendémica para transactivar el VDR nuclear e inducir otras respuestas
biolégicas. De este modo, ambos receptores, de membrana y nucleares,
pueden participar en los efectos finales del calcitriol en los diferentes tipos de
células (Irazoqui et al., 2014; Buitrago et al., 2013; Karlsson et al., 2010;
Mizwicki & Norman, 2009).

En la Figura 13 se presenta un esquema de los mecanismos mediante

los cuales el calcitriol puede inducir acciones gendmicas y no genémicas.

‘

o Respuestas no
Genémicas |

Figura 13. Sefializacién gendmicay no gendmica provocada por el calcitriol. La union del
calcitriol (Cal) al VDR nuclear provoca la heterodimerizacién con el receptor RXR e induce
respuestas genémicas a través de la regulacién de la transcripcién de genes. También el
calcitriol puede unirse al VDR asociado a caveolas de la membrana plasmatica para generar
respuestas no gendémicas como la apertura de canales de cloro y calcio o la generacion de
segundos mensajeros. Algunas de estas cascadas pueden conducir a cambios en la expresion
génica de manera independiente o a través del VDR nuclear. Tomado y adaptado de Mizwicki
& Norman, 2009.
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2.7. Funciones bioldgicas del calcitriol

En relaciéon a su actividad biolégica el calcitriol actia como una hormona
esteroidal en varios tejidos blanco en lo que se conoce como el sistema
endocrino de la vitamina D. El calcitriol es un componente esencial de las
interacciones entre los rifiones, el hueso, las glandulas paratiroides y el
intestino, que mantiene los niveles de calcio y fésforo dentro de limites
estrechos con el fin de mantener su homeostasis. Ademas de estas funciones
clasicas, el calcitriol presenta acciones no clasicas que explican su relaciéon con
patologias autoinmunes, cardiovasculares, neuroldgicas, infecciosas, diabetes
y cancer (Feldman et al., 2014). A continuacién se presentara una descripcion
de los principales efectos de esta hormona sobre la homeostasis fosfocélcica y
posteriormente sobre aquellos procesos que constituyen los “hallmarks” del

cancer.

2.7.1. Funciones cléasicas: calcitriol y la homeostasis fosfocalcica

Intestino

El calcitriol aumenta la absorcion de calcio y fosfato en el intestino
delgado. Para la captacion intestinal de calcio la hormona incrementa la
expresion de proteinas tales como los canales epiteliales TRPV6, y en menor
frecuencia TRPV5, calbindina D (proteina fijadora del calcio citosolico) y
transportadores de Na/Ca (NCX1). Adicionalmente, el calcitriol incrementa el
transporte de fosforo a través de la estimulacion de la expresion de la proteina
co-transportadora de sodio - fosfato tipo 2 (NPT2) en la superficie luminal de
los enterocitos de yeyuno e ileon, cambiando la composicién de la membrana
plasmatica de estas células para incrementar la fluidez de captacion de este
anion (Kochupillai, 2008). El efecto del calcitriol en estos procesos es
fundamental dado que sin una adecuada cantidad de esta hormona solo se
absorbe el 10 — 15 % del calcio y el 60 % del fésforo ingerido en la dieta. La
interaccion del calcitriol con el receptor VDR incrementa la absorcion de calcio
intestinal a un 30 — 40 % y del fésforo a un 80 %, aproximadamente (Holick,
2007).
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Esqueleto

El calcitriol es esencial para el desarrollo y mantenimiento del esqueleto
mineralizado. Su deficiencia produce raquitismo en nifios y adolescentes, y
osteomalacia en adultos (Holick, 2007). Los efectos de la hormona influyen en
multiples procesos que van desde el desarrollo de la placa de crecimiento,
hasta el control de la homeostasis 6sea, al regular el equilibrio entre la
formacién osteoblastica y la resorcion osteoclastica del tejido éseo (Montecino
et al.,, 2010; Kochupillai, 2008). Cuando hay deficiencia de calcio sérico, el
calcitriol interactiia con el VDR de los osteoblastos para inducir la estimulacion
osteoclastica y la consecuente resorcion de la matriz mineral para liberar calcio

a la circulacion.

Glandulas paratiroides

El sistema endocrino del calcitriol es un potente modulador sobre la
funcién paratiroidea. Cuando existe deficiencia cronica de vitamina D se
produce hiperplasia de las paratiroides e incremento en la sintesis y secrecion
de la PTH. La administracion de calcitriol inhibe la sintesis de la PTH, por lo
cual es una terapia efectiva para el hiperparatiroidismo secundario a la
enfermedad renal cronica (Norman, 2008). Ademas de reprimir la transcripcion
del gen PTH, el calcitriol aumenta los niveles proteicos de su receptor VDR en
las paratiroides y la respuesta de estas glandulas al calcio sérico por induccién

de la transcripcion del CaSR (Dusso et al., 2005).

Rifiones

Diariamente el 98 % del calcio filtrado es reabsorbido. Alrededor del 65
% se reabsorbe en el tubulo proximal de manera independiente de calcitriol. En
los tubulos distales el calcio se reabsorbe por accion del calcitriol y de la PTH.
El efecto endocrino mas importante del calcitriol en el rifién es la regulacién de
su propia homeostasis a través de la supresion de la expresion de la 1a-
hidroxilasa y de la inducciéon de la 24-hidroxilasa (Figura 11). Ademas,
aumenta la reabsorcion tubular distal de calcio mediante la estimulacion de la

expresion de calbindina y acelera el transporte de calcio en el tabulo distal
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inducido por la PTH. Los TRPV5 son canales importantes en la reabsorcion del
calcio cuya sintesis es regulada por calcitriol en las células renales (Christakos
et al., 2015; Dusso et al., 2005).

3. El sistema hormonal de la vitamina D3 y su relacién con el cancer

En los ultimos afios se ha reportado evidencia que indica una fuerte
influencia del sistema endocrino de la vitamina D3 tanto en la prevencion como
en el desarrollo del cancer. A continuacién se presenta en primer lugar la
evidencia epidemioldgica de dicha relacién (apartado 3.1) y luego la influencia
de este sistema, especificamente del calcitriol, sobre los “hallmarks” del cancer

descriptos previamente en esta introduccion (apartado 3.2).

3.1. Epidemiologia del cancer y vitamina D

La primera evidencia en humanos de la existencia de una relacion entre
la vitamina D y la prevencién del cancer se origind en estudios ecoldgicos que
sugirieron que una adecuada exposicion a la luz del sol (UV) o el hecho de vivir
en latitudes menores se relacionaban con una menor incidencia del cancer de
colon (Garland & Garland, 1980). Posteriormente, otros estudios demostraron

la misma tendencia para el cancer de prostata (Hanchette & Schwartz, 1992).

En un meta-analisis de ocho estudios prospectivos se observd una
asociacion inversa entre los niveles séricos circulantes de calcidiol y el cancer
colorrectal, con una asociacion mas fuerte para el cancer rectal (Lee et al.,
2011). En concordancia con esta investigacion, en un estudio con una cohorte
de 25.000 voluntarios, se encontré una asociacion inversa entre los niveles pre-
diagndstico altos de calcidiol en suero y un menor riesgo de contraer cancer de
colon (Garland et al., 1989). Estas observaciones sugieren entonces que los
niveles bajos de calcidiol estan relacionados con mayor riesgo de cancer
colorrectal. Sin embargo, esta asociacion entre los niveles de este metabolito y
el riesgo de contraer algunos tipos de cancer no implica una relacion causa -

efecto. Asimismo, existe abundante y consistente evidencia que indica que los
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niveles altos de calcidiol se correlacionan con una mejor sobrevida de los

pacientes de cancer colorrectal (Giovannucci, 2010).

En cuanto al cancer de mama la evidencia de asociacion entre las
concentraciones séricas de calcidiol y el riesgo de desarrollo del cancer es
limitada y controversial. Mientras que algunos estudios reportan la falta de
asociacion entre los niveles séricos de calcidiol y el riesgo de contraer cancer
de mama, otros han asociado niveles séricos de calcidiol de 52 ng/ml con una
reduccién del 50 % del riesgo de desarrollar este tipo de cancer en
comparacién con las mujeres con una concentracion de calcidiol menor a 13
ng/ml (Scarmo et al., 2013; Bertone-Johnson et al., 2005; Garland et al., 2007).

En relacion al carcinoma hepatocelular, bajos niveles de calcidiol se han
asociado tanto con una mayor incidencia de este tipo de cancer como con una
mayor mortalidad de los pacientes (Fedirko et al., 2014; Finkelmeier et al.,
2014).

A pesar de la evidencia disponible acerca de la asociacion entre la
deficiencia de calcidiol y un mayor riesgo de contraer diferentes tipos de
cancer, aun no existe un consenso general acerca de cuales son los niveles
circulantes optimos de este metabolito, aunque la mayoria de los estudios
define a los mismos como aquellos superiores a 30 ng/ml (Feldman et al.,
2014; Holick, 2007). A su vez, hay que considerar que estos niveles pueden
verse alterados por polimorfismos genéticos. Estudios llevados a cabo para
identificar genes asociados con deficiencias en calcidiol establecieron la
existencia de SNPs (del inglés Single Nucleotide Polymorphinms) en varios
genes que influencian sus niveles circulantes (Anderson et al., 2013; Shui et al.,
2012; Wang et al., 2010). Dentro de ellos se encuentran los que codifican la
proteina de transporte DBP (polimorfismos en GC), la enzima 7-
dehidrocolesterol reductasa (gen DHCR7) que determina la presencia del

precursor 7-dehidrocolesterol y la enzima 25-hidroxilasa (gen CYP2R1).

3.2. Efectos del calcitriol sobre los sellos distintivos del cancer
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Los ensayos preclinicos llevados a cabo en lineas celulares y en
modelos animales de cancer permitieron demostrar las diferentes acciones
antineoplasicas del calcitriol. A continuacion se presentardn los principales
efectos del metabolito activo sobre los sellos distintivos del cancer.

3.2.1. Calcitriol y sus efectos sobre la proliferacion celular

La proliferacion celular requiere el paso de las células a través de una
secuencia de eventos que conducen a su replicacion. Este proceso se
encuentra estrictamente regulado en células normales y su descontrol puede
resultar en eventos patologicos como el cancer. De hecho, la progresion del
ciclo celular esta regulada por ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas
(CDKSs). La actividad catalitica de las CDKs, a su vez, esta controlada por
Inhibidores de CDKs (CKIs), tales como los miembros de la familia Cip/Kip,

también conocidos como genes supresores de tumores.

El efecto anti-proliferativo del calcitriol fue inicialmente descripto por
Colston y col. en 1981 en células de melanoma (Colston et al., 1981). A partir
de aqui, numerosos estudios han corroborado la actividad anti-proliferativa del
calcitriol en una amplia variedad de células no malignas y cancerosas,
comenzando a llamar la atencion de los investigadores del campo de la
oncologia (Christakos et al., 2015; Krishnan & Feldman, 2011; Artaza et al.,
2010; Deeb et al., 2007; Bouillon et al., 2006). El calcitriol inhibe la proliferacion
celular utilizando diferentes mecanismos que dependen del tipo celular y su
contexto. Se ha visto que provoca arresto del ciclo celular en la fase GO/G1
mediante inhibicion directa de ciclinas, como de las ciclinas D1 y D3, por
reclutamiento de co-represores en los VDRE del promotor de estos genes, 0
reduccion de la actividad de CDKs por aumento de la expresion de los CKils,
tales como p21 y p27 (Christakos et al., 2015; Picotto et al., 2012). El calcitriol
regula directamente la transcripcion de p21 y para el caso de p27 la hormona
es capaz de inducir su sintesis y / o reducir su degradacion. Como
consecuencia de su accion sobre las CDKs y/o CKiIs, el factor de transcripciéon

E2F se mantiene unido a la proteina de retinoblastoma Rb, lo que impide la
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transcripcion de sus genes blanco. También el calcitriol provoca efectos anti-
proliferativos mediante la estimulacion de las vias de sefializacion que se
desencadenan a partir de TGF-BR ya que la hormona mediante su union a
VDR aumenta la transcripcion tanto del ligando TGF-B (factor de crecimiento
transformante ) como del receptor (Pereira et al., 2012; Davis & Milner, 2011).
Ademas, el metabolito activo reprime la expresién del EGFR (receptor del
factor de crecimiento epidérmico) provocando inhibicién del crecimiento celular
(Pereira et al., 2012) (Figura 14).
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Figura 14. Vias de sefializacién involucradas en la proliferacién celular, apoptosis e
inflamacion en el cancer influenciadas por el calcitriol. Tomado y adaptado de Christacos
et al., 2015.

Se ha reportado que en células malignas de colon el calcitriol antagoniza
la via de sefalizacion de Wnt / B-catenina mediante tres mecanismos con la

consecuencia final de la inhibicion de la proliferacion celular (Larriba et al.,
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2013). El calcitriol disminuye la formacién de complejos B-catenina / TCF (del
inglés T-cell factor) en el nucleo al inducir una mayor interaccién entre el VDR
activado por el ligando y B-catenina en el citoplasma celular. Ademas, el
calcitriol estimula la expresion de E-cadherina que, al aumentar su
concentracion en la membrana plasmatica, recluta una mayor cantidad de B-
catenina provocando la disminucion de la concentracion de esta Ultima en el
nacleo. La hormona también induce la expresion del inhibidor de la via de Wnt
denominado Dickkopf (DKK)-1.

Se cuenta con abundante evidencia de la accion anti-proliferativa del
calcitriol a través de la regulacion de oncogenes. Esta hormona reprime
transcripcionalmente una gran variedad de oncogenes que pueden diferir
segun el tipo de tumor. Asi, se ha reportado que en células tumorales
mamarias (MCF-7, T47D) y de carcinoma de ovario (NIH: OVCAR3) el calcitriol
inhibio la expresion de la proteina c-myc en un 50 % en comparacion con los
controles (Saunders et al., 1993). También, se pudo comprobar una
disminucién significativa en el ARNm de c-myc y una reduccién mucho mayor
de la proteina en células de cancer de prostata, lo que resultd en la inhibicidon
del crecimiento de este tipo de tumor (Rohan & Weigel, 2009). Estos resultados
son relevantes teniendo en cuenta que la inactivacion de c-myc detiene la
progresion tumoral, ya que este oncogén es un regulador positivo del factor de
transcripcion E2F implicado en la proliferacion celular (Figura 14). Otro
oncogén que es modulado transcripcionalmente por el calcitriol es FOS. Tanto
MYC como FOS, contienen VDRES en sus regiones promotoras lo que explica

la modulacion de la transcripcidn de estos genes por parte del calcitriol.

Ademas, un oncogén que participa en la carcinogénesis de mdaltiples
tipos celulares es KCNH1, que codifica para el canal de potasio (Eagl)
(Camacho, 2006). La sobre-expresion de este oncogén confiere pérdida de
inhibicién por contacto y favorece la proliferacion de las células tumorales,
mientras que su inhibicidbn genética o farmacoldgica impide el crecimiento de
las mismas. En este sentido, existe evidencia que muestra que el calcitriol
inhibe significativamente la expresion de KCNH1 en diferentes tipos de células
tumorales de mama y cérvix (Garcia-Quiroz et al., 2014; Garcia-Becerra et al.,

2010; Avila et al., 2010) debido a la presencia de VDRE en el promotor del gen
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KCNH1 (Cazares-Ordoiiez et al., 2014). Estos estudios proponen un potencial
efecto terapéutico del calcitriol en los tumores que expresen VDR y Eagl.

3.2.2. Calcitriol y sus efectos sobre la inmortalizacién celular. Relacion

con la telomerasa

Como se describié al principio de esta introduccién una de las
capacidades adquiridas de las células cancerosas es la inmortalizacién celular.
Una de las formas en que las células malignas alcanzan la inmortalidad
replicativa es a través de la desrepresion de la enzima telomerasa. Su
activacion se ha observado en ~ 90 % de todos los tipos tumorales humanos
(Shay & Bacchetti, 1997); por lo que se supone que la inhibicion de su accion o
expresion conduciria a la muerte de las células tumorales debido al
acortamiento de los telomeros y la consecuente apoptosis. En células de
cancer de prostata y de ovario, el calcitriol reprimid la transcripcion de la
subunidad catalitica de la telomerasa con actividad de transcriptasa inversa
(TERT, del inglés TElomerase Reverse Transcriptase), que se tradujo en una
disminucién de la actividad de la enzima (Zhang et al., 2006; Ikeda et al., 2003).
En el mismo sentido, el calcitriol disminuy6 los niveles de ARNm de TERT
cuando se estimul6 la diferenciacion de células de leucemia con el metabolito
natural (Yamada et al., 2008).

Alternativamente, el calcitriol también puede suprimir indirectamente la
expresion de TERT mediante la induccion de micro-ARNs (miARN). Por
ejemplo, se han descripto como mediadores de la accion del calcitriol a los
genes de miARN-498 que disminuyen la expresion de TERT, inducen la muerte
celular y suprimen el crecimiento tumoral (Kasiappan et al., 2012). Este efecto
ocurre gracias a que se ha encontrado un VDRE funcional en la regién
reguladora 5° del gen MIR498.

3.2.3. Calcitriol y sus efectos sobre la diferenciacién celular

Los primeros investigadores que demostraron una relacion entre el
calcitriol y la induccion de la diferenciacién fueron Abe y col. en células de

leucemia mieloide (Abe et al., 1981). Luego se determin6 que el calcitriol era
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una hormona pro-diferenciante capaz de regular la actividad de mas de 60
genes implicados en la diferenciacion celular. Por ejemplo, el calcitriol y
algunos de sus andlogos no-hipercalcemiantes en el carcinoma de colon
promueven la diferenciacion mediante la induccion de la expresion de proteinas
de adhesion, tales como E-cadherina, ocludina y vinculina (Pereira et al., 2012;
Palmer et al., 2001). Estos efectos son potencialmente terapéuticos ya que las
proteinas de adhesion mantienen la unién celular favoreciendo la integridad del
tejido mientras que su supresion se asocia con la pérdida de inhibicion por

contacto, la tumorigénesis y metéstasis.

Otro ejemplo de los efectos pro-diferenciantes del calcitriol ha sido
recientemente descrito en células de cancer de mama que carecen del receptor
de estrégeno a (REa). En estas células, el calcitriol fue capaz de inducir la
expresion de un REa funcional actuando a través del VDR con la consecuente
estimulacion de la diferenciacion e inhibicion de la proliferacion celular. La
induccion del REa por calcitriol restaurd la respuesta a fulvestrant y tamoxifeno,
lo que permitid que estos compuestos ejerzan sus acciones antitumorales
como lo hacen en las células que expresan este receptor (Santos-Martinez et
al., 2014). Estos resultados son alentadores ya que sugieren una alternativa
terapéutica para aquellos pacientes afectados con tumores RE-negativos,

mediante la mejora de su sensibilidad a la terapia hormonal.

3.2.4. Calcitriol y sus efectos sobre la muerte celular

Dentro de los tipos de muerte celular se encuentra el proceso de
apoptosis, es decir, la muerte celular genéticamente programada. El calcitriol
es capaz de modular los mediadores de la apoptosis por diversos mecanismos
gue favorecen la eliminacién de las células malignas. De hecho, el calcitriol
reprime la expresion de las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 (del inglés B-cell
lymphoma 2) y Bcl-X, (del inglés B-cell lymphoma extra large), y estimula la de
las proteinas pro-apoptéticas Bax, Bak y Bad en diversas células del cancer
(Kizildag et al.,, 2010) (Figura 14). Por otra parte, el calcitriol induce la
activacion directa de las caspasas efectoras (Trump et al., 2010), ya sea solo o

en combinacion con farmacos quimioterapéuticos convencionales, tales como

Maria Julia Ferronato Pagina 49



INTRODUCCION

la gemcitabina, comunmente utilizado para tratar el cancer de pancreas (Yu et
al., 2010).

En el mismo sentido, en cancer de mama con expresion del receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), se demostré un efecto
anti-proliferativo y pro-apoptotico sinérgico entre el gefitinib y el calcitriol o
algunos de sus analogos sintéticos. La induccién de la apoptosis fue mediada
por la estimulacion de las proteinas pro-apoptéticas BIM y la activacion de la
caspasa 3 (Segovia-Mendoza et al., 2015).

El calcitriol también puede inducir apoptosis por aumento de la
concentracion de calcio intracelular, la liberacién del citocromo ¢ mitocondrial y
la reduccion de glutation intracelular (Sergeev, 2005; Weitsman et al., 2005;
Ravid & Koren, 2003). Como es sabido, el glutation es un antioxidante que
protege a las células de las ROS (del inglés Reactive Oxygen Species), por lo
tanto la reduccion de glutation producida por calcitriol favorece la apoptosis.
Ademas, los efectos del calcitriol pueden ser potenciados cuando se combina
este metabolito con otras hormonas. En este sentido, se observé que la
incubacion de células de cancer de endometrio con progesterona y calcitriol
produjo una sobre-expresion de Bax y otras proteinas pro-apoptoticas,
conduciendo a inhibicion del crecimiento de las células mediante la induccion

de la apoptosis y arresto en el ciclo celular (Lee et al., 2013).

Recientemente se ha encontrado un camino alternativo de muerte
celular programada independiente de caspasas: la autofagia, un proceso
celular que se puede encontrar desregulado en tumores. La autofagia se
caracteriza por la formacioén de autofagosomas, es decir, vacuolas rodeadas
por una doble membrana que secuestran citoplasma y organelas para ser
digeridas cuando se fusionan con los lisosomas. Se ha demostrado que
algunos agentes movilizadores de calcio, como el calcitriol, inducen un
aumento masivo en el niumero de autofagosomas en células de cancer de
mama conduciendo de esta manera a la autofagia (Bristol et al., 2012; Hayer-
Hansen et al., 2010).
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3.2.5. Calcitriol y sus efectos sobre la angiogénesis y la metastasis

La angiogénesis es el proceso de formacidbn de nuevos vasos
sanguineos a partir de la vasculatura existente, evento crucial para el continuo
crecimiento, progresion y metastasis de los tumores (Hanahan & Weinberg,
2011). Las células tumorales adquieren la capacidad de inducir la formacion de
nuevos vasos con el objeto de garantizarse un adecuado suministro de
nutrientes y oxigeno, poder invadir el sistema circulatorio y metastatizar en
lugares distantes. La neoangiogénesis es una de las caracteristicas menos
deseables en el paciente con cancer ya que sugiere un mal pronostico. Este
proceso se activa cuando los factores pro-angiogénicos superan a los factores
anti-angiogénicos, cuya produccion puede estar regulada por oncogenes y
genes supresores de tumores. El factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) es considerado como el principal factor pro-angiogénico, mientras la
trombospondina-1 (TSP-1) es reconocida como una importante molécula anti-
angiogeénica (Sousa Moreira et al., 2007; Bocci et al., 2003). Se dispone de una
gran cantidad de evidencia que demuestra que el calcitriol inhibe la
angiogénesis tanto en lineas celulares como modelos animales de cancer. Se
ha demostrado que el calcitriol inhibe el crecimiento de tumores derivados de
células endoteliales (TDEC) y, ademas, en un modelo animal de este tipo
tumoral con ratones knockout para VDR se hallé6 un aumento de la expresion
en los tumores de HIF-1a (factor inducible por hipoxia), VEGF, angiopoyetina 1
y factor de crecimiento derivado de plaquetas, lo que sugiere que los efectos
anti-angiogénicos mediados por calcitriol en TDEC son dependientes de su
receptor (Chung et al., 2009; Bernardi et al., 2002). También se ha probado que
el calcitriol incrementa los niveles de ARNm del factor TSP-1 en células de
cancer colorrectal (Fernandez-Garcia et al., 2005), interrumpe la sefializacién
de IL-8 en forma dependiente de NFKkB en cancer de proéstata (Bao et al., 2006)
(Figura 14) y reduce la expresion de VEGF a través de la represion
transcripcional de HIF-1 en células de cancer de pancreas (Ben-Shoshan et al.,
2007). Ademas, es factible que la hormona regule directamente la transcripcion
de VEGF puesto que el gen que lo codifica presenta VDRE en su regién
promotora (Cardus et al., 2009 y 2006).
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Sin embargo, y contrariamente a lo recién descripto, también existe
evidencia que el calcitriol puede inducir de forma significativa la expresion de
VEGF estimulando asi la proliferacion de células vasculares (Grundmann et al.,
2012; Cardus et al., 2009 y 2006; Riboldi et al., 2005; Fernandez-Garcia et al.,
2005; Levine & Teegarden, 2004; Lin et al.,, 2002). En este sentido, se ha
reportado que el tratamiento con calcitriol de un amplio panel de células de
cancer de mama con diferentes improntas moleculares inhibi6
significativamente la expresion de TSP-1 y estimul6 la de VEGF, induciendo
entonces a un fenotipo pro-angiogénico. En concordancia con estos hallazgos
en las lineas celulares, la administracibn de calcitriol a ratones
xenotransplantados con tumores de mama resultd en un aumento significativo
de los niveles de VEGF en suero e indetectables de TSP-1 en comparacion con
los controles (Garcia-Quiroz et al., 2014). Estos hechos, sin embargo, no
invalidan el efecto inhibidor del calcitriol sobre el crecimiento tumoral reportado
en ratones, indicando que la actividad antineoplasica de la hormona implica
diferentes mecanismos que no estan necesariamente relacionados con la
inhibicién de la vascularizacion del tumor (Diaz et al., 2015). Es probable que,
al igual que en otros procesos celulares, el calcitriol pueda inducir o inhibir la

angiogénesis en funcion del tipo celular y de su contexto.

El calcitriol también afecta directamente la cascada metastasica a traves
de la disminucién de la capacidad migratoria e invasiva de las células
tumorales. Especificamente se evidencid que produce inhibicion de
metaloproteasas (MMPs), enzimas que juegan un papel importante en la
degradacion de la MEC y la consecuente migracién, invasion y metastasis. Se
ha demostrado que el calcitriol disminuye la expresion y actividad de las MMP-
2 y MMP-9, a la vez que incrementa la actividad del Inhibidor Tisular de
Metaloproteasas 1 (TIMP-1) (Iglesias Gato et al., 2011; Bao et al., 2006; Koli &
Keski-Oja, 2000). Asimismo provoca aumento de la expresion integrinas
(Bermeo et al.,, 2001) y de E-cadherina (Beer & Myrthue, 2004), proteinas
implicadas en la TEM que las células tumorales sufren durante el proceso

invasivo.
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3.2.6. Calcitriol y sus efectos anti-inflamatorios e inmunomoduladores

La inflamacion crénica de los tejidos se ha descripto como una de las
caracteristicas facilitadoras de la progresion tumoral que contribuye a que las
células tumorales adquieran los sellos distintivos del céncer (Hanahan &
Weinberg, 2011). Los mediadores de la inflamacion tales como las citoquinas,
guemoquinas, prostaglandinas (PGs), ROS y especies reactivas de nitrégeno
favorecen la tumorigénesis a través de la activaciéon de mudltiples vias de
sefializacion (Allavena et al., 2008; Mantovani et al., 2008). Como es sabido, el
funcionamiento del sistema inmune esta estrechamente relacionado con el
proceso inflamatorio. En este sentido, varios componentes celulares de la
respuesta inflamatoria como los macréfagos, especialmente los asociados al
tumor, y los linfocitos T y B intervienen en la progresion tumoral. Se ha
demostrado que el calcitriol ejerce efectos inmunosupresores al inhibir la
activacion de los linfocitos T efectores, la produccion de citoquinas por parte de

estos y al estimular a los linfocitos T reguladores (Adams & Hewison, 2008).

El factor de necrosis tumoral a (TNF-a) es la principal citoquina pro-
inflamatoria implicada en la carcinogénesis inducida por la inflamacién por
medio de la sefalizacion de STAT3 y NF-kB (Sethi et al., 2008). Tanto las
cascadas de sefializacion de STAT3 como la de NF-kB pueden inducir la TEM
mediante la regulacion negativa de la expresion de marcadores de
diferenciacion epitelial (Lo et al., 2007; Huber et al., 2005). El calcitriol ha
demostrado su capacidad antineoplasica al reprimir estas dos vias de
sefalizacion. En este sentido, un anélogo de vitamina D de tipo gemini reprimio
marcadamente la sefializacion de CD44-STAT3 demostrando su potencial para

inhibir la invasiéon de células de cancer de mama (So et al., 2013).

El calcitriol también inhibe la produccion de las citoquinas inflamatorias
IL-6 y TNF-a en las células malignas (Noyola-Martinez et al., 2013; Bessler &
Djaldetti, 2012; Zhang et al., 2012; Diaz et al., 2009), reprime la expresion de la
enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) implicada en la sintesis de PGs, mientras
gue sobre-expresa la enzima 15-hidroxiprostaglandina deshidrogenasa que
inicia el catabolismo de las mismas (Moreno et al., 2005). Ademas, el calcitriol

ha mostrado estimular a la proteina quinasa activada por mitdgenos fosfatasa 5
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(MAPK-P5) través de VDR y la consecuente produccion de citoquinas pro-
inflamatorias (Nonn et al., 2006).

Un efecto reconocido del calcitriol es promover los mecanismos de
defensa inmune innatos que incluyen la sobre-expresion de péptidos
antimicrobianos tales como catelicidina y DEFB4 (Olmos-Ortiz et al., 2015;
Wang et al., 2004). Esto sugiere fuertemente otro mecanismo antitumoral del
metabolito activo evitando los procesos cancerigenos relacionados con la

inflamacién crénica provocada por agentes infecciosos como virus y bacterias.

3.3. Calcitriol y ensayos clinicos

En base a la abundante evidencia preclinica de la accién antitumoral de
la vitamina D y sus metabolitos, y desde que el calcitriol fue aprobado por la
FDA para el tratamiento de la enfermedad renal cronica y del
hipoparatiroidismo, se han llevado a cabo diferentes ensayos clinicos para
evaluar los efectos de estos compuestos, ya sea solos 0 en combinacion con
otras drogas, en la prevencién o tratamiento de distintos tipos de cancer
(Feldman et al., 2014; Woloszynska-Read et al., 2011).

Actualmente, las formulaciones farmacéuticas del calcitriol han
demostrado ser inadecuadas para el tratamiento contra el cancer dado que no
poseen una buena biodisponibilidad, presentan una gran variabilidad en cuanto
a los niveles séricos alcanzados entre los distintos pacientes (Woloszynska-
Read et al., 2011; Muindi et al., 2002) y provocan efectos secundarios toxicos
(Muindi et al., 2005; Beer et al., 2001; Beer & Myrthue, 2004).

Los primeros estudios clinicos fueron realizados en pacientes con
sindrome mielodisplasico (SMD) y leucemia mieloide aguda (LMA) (Ferrero et
al., 1996; Slapak et al., 1992). Un régimen diario de calcitriol combinado con
otras drogas logro los efectos pro-diferenciantes buscados sobre las células
sanguineas y una remision prolongada de la enfermedad, aunque también se
observo hipercalcemia como efecto colateral. Ademas se realizaron estudios en
pacientes con cancer de prostata. En un ensayo piloto se administré una dosis
diaria de calcitriol por via oral de 1,5 - 2,5 ug y si bien se observé que los

niveles de PSA de los pacientes se estabilizaron, no se logré una reduccion de
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los mismos (Gross et al., 1998). Teniendo en cuenta este antecedente, se
realizaron ensayos clinicos posteriores administrandose dosis orales mas
elevadas e intermitentes de calcitriol en combinacion con docetaxel y
dexametasona en pacientes con cancer de prostata metastéatico, utilizando la
composicion de calcitriol DN-101 de Novacea. Tampoco en este caso se
obtuvieron los efectos esperados: el ensayo clinico de fase Ill con 1.200
pacientes (ASCENT-2) resulté en una disminucion de la sobrevida total con
respecto al grupo control, detectdndose ademas hipercalcemia (Scher et al.,
2011; Woloszynska-Read et al., 2011).

Los resultados obtenidos en los ensayos clinicos en los que se ha
testeado el efecto terapéutico de la vitamina D y sus metabolitos en pacientes
con cancer han sido analizados por diferentes autores y muchos de estos
estudios han sido criticados por presentar fallas en el disefio de los mismos.
Ademas, se han generado preguntas que aun contindan sin respuesta, tales
como, ¢cual es la forma Optima de administracion de la vitamina Dsj
(colecalciferol o calcitriol)?, ¢cual es la concentracion de calcidiol o calcitriol
sanguinea necesaria para obtener los efectos terapéuticos?, ¢cual es el mejor
régimen de tratamiento (continuo o intermitente)?, ¢cual es la combinacién
Optima de drogas a utilizar?, ¢en qué momento de la enfermedad comenzar el
tratamiento?, ¢cuales son las caracteristicas necesarias de la poblacion en
estudio? Estas cuestiones todavia no resueltas y que por lo tanto requieren
continuar con las investigaciones no permiten descartar totalmente al calcitriol

como agente terapéutico en al menos algunos tipos particulares de cancer.

En cuanto al empleo de estos metabolitos en la prevencion del cancer,
actualmente se encuentra en marcha un ensayo clinico denominado VITAL que
investiga el efecto de la administracion diaria de colecalciferol (2.000 Ul) con
acidos grasos omega 3 (1 gr. de aceite de pescado) en la prevencion del
desarrollo de cancer o enfermedades cardiovasculares (Identificaciéon del
ensayo clinico: NCT01169259;
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT01169259).

Para tratar de evitar los efectos colaterales del tratamiento del cancer
con calcitriol, especialmente la hipercalcemia, se estan desarrollado dos

estrategias: i) la combinacion de acciones del calcitriol con otras drogas vy ii) la
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sintesis de andlogos de calcitriol con capacidad terapéutica comparable o

superiores, pero con menores efectos toxicos secundarios.

En cuanto a la primera estrategia, algunos de los ensayos clinicos que
se estan realizando con calcitriol pueden encontrarse en la pagina web del
Instituto Nacional del Cancer (Institutos Nacionales de Salud, USA):
https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=Calcitriol+and+cancer&Search=Search
Estos ensayos clinicos combinados de calcitriol y compuestos no citotdxicos,
tales como glucocorticoides o taxanos, han demostrado lograr mejores
resultados al disminuir la hipercalcemia. Por ejemplo, un ensayo clinico de fase
Il con pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias tratados con
calcitriol, dexametasona y cisplatino mostr6 una estabilizacion de la
enfermedad sin observarse hipercalcemia como efecto colateral (Ramnath et
al., 2013).

A continuacion se presenta una breve descripcion de la segunda de las
estrategias, es decir aquella que utliza analogos del calcitriol, y de los

resultados obtenidos con la misma.

4. Analogos del calcitriol

En la busqueda de analogos del calcitriol que conserven o incrementen
las caracteristicas antitumorales del metabolito natural pero que carezcan de la
actividad hipercalcemiante, la hormona ha sido objeto de modificaciones en
cada una de las partes de la molécula (Figura 8), siendo la cadena lateral, y
en menor medida el anillo A, los principales sitios donde se han realizado esas
modificaciones. Varios de estos andlogos han sido probados en ensayos
preclinicos obteniéndose, en ciertos casos, resultados promisorios (Leyssens et
al., 2013; Mehta et al., 2013). Sin embargo, la respuesta antitumoral obtenida
varia considerablemente de acuerdo al analogo y al tipo celular donde es
testeado. Esta respuesta diferencial puede tener varias explicaciones: una
interacciéon diferente de cada analogo con la proteina transportadora DBP, o
con el receptor VDR nuclear y de membrana, un reclutamiento de diferentes
co-moduladores transcripcionales que lleven a reprimir o estimular la expresién

de los genes diana en forma particular, o diferencias en el catabolismo de los
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compuestos. Las modificaciones estructurales en los analogos del calcitriol
pueden afectar esas interacciones y, en ultima instancia, la actividad biolégica
de dichos compuestos explicando en algunos casos los efectos diferenciales
observados. La Figura 15 ilustra diversas explicaciones para la variabilidad de

respuestas producidas por los anélogos de vitamina D.

Analogo Circulacién

1 )
N sanguinea
— A

Nucleo

Figura 15. Esta figura muestra puntos del mecanismo de accidn del calcitriol que pueden
ser responsables de la variabilidad observada en la accién biolégica de sus anélogos. 1)
Unién del analogo a la DBP sérica, 2) Ingreso a la célula, 3) Interaccién con proteinas de unién
a calcitriol intracelulares (IDBPs), 4) Conversion mitocondrial a metabolitos activos o
inactivacion catabdlica, 5) Interaccion con el VDR nuclear, 6) Cambios conformacionales que
promueven la interacciéon con el RXR, DNA y co-moduladores que regulan la transcripcion
génica, 7) Via de activacion no genémica a través del VDR de membrana. Tomado de Brown &
Slatopolsky, 2008.

Se ha reportado que la afinidad del analogo por la proteina DBP puede
influenciar en su actividad biologica. Los compuestos con mayor afinidad por la
DBP que el calcitriol presentan una mayor vida media circulante. Se ha
descripto que analogos con baja afinidad por la DBP y alta por el VDR
presentan propiedades antitumorales con menores efectos sobre la

homeostasis del calcio, debido en parte, a una alteracién en la farmacocinética
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del compuesto (Bouillon et al., 1991 y 1996). A su vez, dicha interaccion con el
VDR puede conducir al reclutamiento de un conjunto particular de cofactores
transcripcionales que conduzcan a reprimir o estimular la expresion de los
genes diana en forma diferencial. Los estudios computacionales de las
diferentes conformaciones adoptadas por el VDR unido a estos ligandos
permitieron dilucidar que el LBD - VDR puede acomodar a gran cantidad de
moléculas, dando lugar a ligeras diferencias en la conformacion de VDR, que a
su vez pueden influir en la interaccion con los co-activadores y co-represores
gue median la transcripcién por el VDR activado (Carlberg & Molnéar, 2006;
Rochel & Moras, 2006). Los analogos del calcitriol de tipo gemini constituyen
una familia de compuestos que han sido disefiados para aumentar la actividad
transcripcional del VDR. Ademas, el catabolismo diferencial de los analogos
también puede jugar un rol muy importante en la variabilidad de la actividad
biolégica presentada por los mismos. En este sentido, se han disefado
racionalmente algunos analogos que poseen resistencia a su catabolismo, el
cual ocurre principalmente por la accion de la enzima 24-hidroxilasa (Salomoén
et al., 2014). La sintesis de nuevos analogos con estas caracteristicas resulta
importante para su utilizacion en tipos celulares que poseen una alta expresion

de la enzima.

4.1. Analogos del calcitriol y ensayos clinicos

Como ya se ha mencionado, varios analogos del calcitriol han demostrado
resultados interesantes en ensayos preclinicos. Algunos de ellos han sido
evaluados en ensayos clinicos, ya sea en forma individual o en combinacién

con los protocolos terapéuticos establecidos (quimioterapia, radioterapia, etc.).

Uno de los anélogos del calcitriol que ha sido testeado en estudios de fase |
y Il es el EB1089 (seocalcitol). Este analogo resulté ser un potente inhibidor del
crecimiento tumoral de varios tipos de cancer en ensayos preclinicos. En
concordancia con estos estudios, el analogo presentd resultados promisorios
en pacientes con carcinoma hepatocelular (Dalhoff et al., 2003), sin embargo
no logré reproducir la respuesta antitumoral en pacientes con cancer de mama,
colorrectal y pancreético (Gulliford et al., 1998; Evans et al., 2002). A pesar de

estos resultados, no se puede descartar las propiedades antitumorales del
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analogo debido a las limitaciones de los ensayos clinicos realizados tales como
variabilidad en los pacientes en cuanto a la presencia / ausencia del receptor
VDR en el tejido tumoral, tratamientos previos, escaso numero de pacientes en
el ensayo y dosis de analogo administrada.

Otro andlogo del calcitriol, el inecalcitol, fue administrado por via oral a los
pacientes con cancer de prostata resistente a la castracién, en combinacion
con docetaxel, por un maximo de 18 semanas. Este estudio produjo una tasa
de respuesta del 85 % basado en una disminucion del PSA a partir de los 3
meses de tratamiento (Medioni et al., 2014). Este compuesto también ha sido
probado con éxito en un estudio de fase Il con pacientes portadores de
leucemia linfocitica crénica en una dosis de 2 mg/ dia y como resultado el 52 %
de los pacientes experimentaron una estabilizacion o disminucion del recuento
de linfocitos leucémicos en sangre. En base a estos antecedentes
prometedores, actualmente se esta desarrollando un estudio de fase Il con
pacientes de leucemia mieloide crénica combinando inecalcitol e imatinib oral

(pagina web de Hybrigenics).

El calcipotriol o0 MC903 es un analogo del calcitriol que también ha sido
probado en estudios clinicos. Los ensayos realizados en pacientes con cancer
de mama avanzado con lesiones metastasicas en piel informaron que de un
total de 19 pacientes en 15 de ellas el tratamiento topico con calcipotriol en las
lesiones cutaneas metastasicas (100 mg / dia durante 6 semanas) causo una
reduccion de 65 % del diametro de las mismas, en 3 pacientes se observo una
reduccion de 50 %, mientras que una paciente mostré una respuesta minima
(Bower et al., 1991). Cabe sefialar que soOlo 2 pacientes desarrollaron
hipercalcemia durante el tratamiento. Este analogo es empleado actualmente
en el tratamiento de la psoriasis por lo que se conoce que resulta bien tolerado
cuando es administrado por via topica (DeLuca & Plum, 2016; Ochaita &
Fernandez, 2001).

Por dltimo, recientemente se investigaron los efectos antitumorales del
analogo ILX23-7553 en 16 pacientes con tumores sélidos avanzados. Si bien
no se obtuvo una respuesta objetiva, el analogo resulté bien tolerado y no

provoco hipercalcemia a la dosis ensayada (Jain et al., 2011).
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En conclusion, los analogos de calcitriol han demostrado poseer
potentes efectos antineoplésicos en cultivos celulares y en modelos animales
de cancer, y muchos de ellos estan siendo testeados en ensayos clinicos con
diferentes resultados. A diferencia de otras drogas empleadas en la
quimioterapia, los analogos de la vitamina D no son citotoxicos y por lo tanto,
pueden ser adecuados para combinarse con terapias contra el cancer. Hasta el
momento, ningln analogo sintetizado se encuentra dentro de los esquemas de
guimioterapia establecidos. Sin embargo, los resultados alentadores de
algunos de los ensayos clinicos realizados indican la necesidad de seguir
explorando la posibilidad de utilizacién terapéutica de los analogos del calcitriol.
Es por esta razén que, en este trabajo de tesis, hemos evaluado la actividad
biologica de un nuevo analogo de calcitriol, de tipo gemini, que ha sido
sintetizado en colaboracion con un grupo de quimica organica de la
Universidad de Vigo (Espafia). Los analogos tipo gemini se diferencian
respecto al metabolito natural en que presentan una segunda cadena lateral
unida al C-20. Tras numerosas modificaciones, se han desarrollado analogos
portadores de cadenas laterales extras con enlaces triples, sustituyentes
hexafluoros o trideuterometilhidroxi terminales (Pazos et al., 2014). Estas
modificaciones han sido posibles debido a las mejoras en los métodos de
sintesis para la preparacion de estos derivados, lo que permiti6 aumentar su
complejidad molecular y el control de la diasteroselectividad en el C-20 y en las
cadenas laterales sustituidas. Diversos analogos tipo gemini han demostrado
ser capaces de interactuar con gran afinidad con el receptor VDR y presentar
resultados alentadores en numerosos ensayos preclinicos (Shan et al., 2016;
Laverny & Metzger, 2015; Okamoto et al., 2014; Wahler, et al., 2014; Maehr et
al., 2013; Spina et al., 2007; Uskokovic et al., 1997).

De todos estos antecedentes se deduce que aun continda siendo
importante sintetizar nuevos analogos del calcitriol para que sean evaluados,
ya sea solos o en combinacion con otros compuestos, como posibles agentes

terapéuticos en distintos tipos de cancer.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

El calcitriol, la forma hormonalmente activa de la vitamina D3, posee
efectos antitumorales en varios tipos de cancer y si bien algunos ensayos
clinicos realizados a la fecha han aportado resultados alentadores, en la
mayoria de los casos se han observado efectos secundarios hipercalcemiantes
debido a su clésica accién sobre el metabolismo del calcio. Estos efectos
adversos dificultan la administraciéon de la dosis necesaria para lograr una
respuesta antitumoral efectiva y por ello es necesario disefiar y sintetizar
analogos del calcitriol con el objeto de hallar compuestos que conserven o
potencien la actividad antitumoral sin ejercer los efectos secundarios. El
laboratorio en el que se desarrollé este trabajo de tesis tiene como una de sus
lineas de investigacion el estudio de la actividad biolégica de varios analogos
del calcitriol sintetizados en colaboracion con dos laboratorios de quimica
organica especializados en su sintesis, con el fin de evaluar su potencialidad
terapéutica en el cancer. El UVBL1 es un analogo del calcitriol de tipo gemini, es
decir, presenta dos cadenas laterales en el C-20, que ha sido sintetizado en
colaboracion con el Laboratorio de Quimica Organica de la Universidad de Vigo

(Espana) a cargo del Dr. Yagamare Fall Diop.

Por lo tanto, la hipétesis del presente trabajo de tesis es que el analogo
del calcitriol UVB1 ejerce efectos antitumorales con escasa 0 nula actividad
calcémica, y, por lo tanto, puede ser un agente quimioterapéutico
potencialmente eficaz para el tratamiento de trastornos hiperproliferativos como

el cancer.

OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS
OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de tesis es estudiar en ensayos
preclinicos los efectos antitumorales del analogo del calcitriol UVBLI,
identificando mecanismos celulares y moleculares responsables de la posible

acciéon antineoplasica, e investigar su actividad calcémica in vivo.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Visto que el calcitriol o algunos de sus analogos poseen fuertes efectos
hipercalcemiantes que dificultan la administracion de la dosis necesaria para la
accion antitumoral, es importante evaluar la actividad calcémica del nuevo
anélogo sintetizado simultdneamente con sus caracteristicas antineoplasicas.

Por lo tanto, nos proponemos:

1. Evaluar la actividad calcémica del andlogo UVB1 in vivo,
comparandola con la ejercida por el calcitriol.

2. Estudiar los efectos del UVB1 sobre la viabilidad, migracién e invasion
celular en distintas lineas tumorales, comparando los efectos producidos por el
analogo sobre estos procesos celulares con los provocados por la hormona

natural.

El tratamiento quimioterapico puede optimizarse si se conocen las vias o
mecanismos de accion de las drogas implicadas. En base a los resultados

obtenidos en el objetivo especifico 2, nos planteamos:

3. Comenzar a estudiar los mecanismos celulares (proliferacion y/o
apoptosis) y moleculares involucrados en la accion antitumoral del nuevo

analogo.

Debido a que el comportamiento de las células en cultivo puede resultar
diferente al de las células cuando se encuentran formando parte integral de los
tejidos en el organismo, es aconsejable estudiar también las respuestas a
drogas antitumorales observadas en lineas celulares en modelos animales. Por

lo cual otro objetivo especifico es:

4. Analizar el potencial efecto antitumoral del UVB1 en los modelos
animales de cancer correspondientes, para contrastar los resultados con los

efectos antineoplasicos obtenidos en las lineas tumorales.

Conociendo que los efectos antitumorales del calcitriol implican muy a

menudo la participacién del receptor de vitamina D (VDR), nos proponemos:
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5. Analizar mediante el empleo de herramientas bioinformaticas la unién
entre el analogo UVB1 y el receptor VDR, comparando las interacciones

intermoleculares con las establecidas por el calcitriol.
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1. Calcitriol y UVB1
1.1. Sintesis del calcitriol

La sintesis del calcitriol utilizado en esta tesis se llevé a cabo siguiendo
el protocolo descripto por Mourifio y col. (Mourifio et al., 1997) y por Fall y col.
(Fall et al., 2000).

1.2. Sintesis del UVB1

La sintesis del analogo UVB1 ha sido publicada en uno de los trabajos
cientificos generados como parte de esta de tesis (Ferronato et al., 2015). Este
andlogo se obtuvo a partir de una transformacién quimica clave (un
reordenamiento sigmatropico) que provee una gran versatilidad y selectividad
en la sintesis de compuestos tipo gemini (Fall et al., 2011; Lee et al., 2006). El
Esquema 1 muestra la ruta sintética empleada tomando como sustrato de
partida la cetona 1 (Fernandez et al., 1992), preparada a partir del diol Inhoffen
(Gandara et al., 2013) que fue el precursor del alqueno 2 (Fall et al., 2011), el
cual fue hidrogenado con Pd/C para obtener el éster 3. Una reduccion Dibal- H
del compuesto 3 produjo el alcohol 4, que por oxidacibn TPAP produjo el
aldehido 5 con un buen rendimiento. EI compuesto 5 fue sometido a una
homologacién Ohira-Bestmann (Muller et al., 1996) para dar el alquino 7. La
desproteccion selectiva del grupo hidroxilo primario de 7 proporcioné el alcohol
8 que se convirtio facilmente en el yoduro 9. La adicion conjugada de niquel al
compuesto 9 proporcion6 el compuesto esperado, el éster 11 v,
sorprendentemente, se obtuvo el diéster 10. El mecanismo racional de la
obtencidn del éster 10 aun se desconoce. Sin embargo, se continud con la ruta
sintética prevista inicialmente ya que este compuesto podria conducir a un
potencial analogo tipo gemini. Exitosamente, se obtuvo posteriormente el
analogo denominado UVBL1. Asi, la reaccion de 10 con metil-litio condujo al diol
12, que se sometid a una desproteccion de su grupo hidroxilo, seguido de una
oxidacion PDC y proteccion TMS de los grupos hidroxilo de las cadenas
laterales, obteniéndose la cetona 13. La reaccion de Wittig-Horner a partir de

13 con el anion derivado del 6xido de fosfina 14 (Mourifio et al., 1997;
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Daniewski et al., 2002), seguido de la eliminacion de los grupos protectores
sililo, proporciond el anélogo tipo gemini: UVB1.

—— 5" Ro0-438-3582

H
TBSO
OTMS

TBSO 12

P(O)Ph, HO
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Esquema 1. Sintesis del analogo UVB1. Reactivos y condiciones: (i) H,, Pd/C, AcOEt (98
%); (i) Dibal-H, hexano, (4, 73 % y 5, 20 %); (i) TPAP, NMO, CH,Cl, (90 %); (iv) 6, K,COs,
MeOH, 0 °C (61 %); (v) TBAF, THF (99 %); (vi) I, PPhs, Im, THF (77 %); (vii) metilacrilato,
NiCl,. 6H,0, Zn, Pyr (10, 40 %y 11, 42 %); (viii) MeLi, THF (99 %); (ix) a) TBAF, THF; b) PDC,
CH.Cly; ¢) TMS-Im (64 %, 3 pasos); (x) a) 14, n-BuLi, THF, -78 °C, b) TBAF, THF (70 %, 2
pasos).

El anadlogo UVB1 y el calcitriol fueron purificados 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 %).

1.3. Preparacion de la solucion madre de calcitriol y analogo UVB1

El calcitriol y su analogo fueron resuspendidos en isopropanol (vehiculo
de las drogas) de calidad HPLC (Sintorgan, SIN-026008-01). Se protegieron de

la luz, se gasearon con N, y se conservaron a -20 °C en viales de vidrio.

Para la determinacién de la concentracion de las soluciones madre de
calcitriol y analogo se utilizé la técnica analitica de espectrofotometria UV-
Visible. Dado que el sistema triénico conjugado del calcitriol, y sus anélogos, le
confiere la caracteristica de absorcion de luz UV, la concentracion de las
soluciones fue determinada por espectrofotometria. El coeficiente de extincion

molar (g) de la vitamina D es de 18.300 M™* cm™ (Améaxima (Améax): 264 nm).

Por lo tanto, mediante el empleo de la ley de Lambert-Beer se calculo la

concentracion de la solucidon madre de calcitriol:

Concentracion = Absorbancia a la Améax x Factor de dilucion

€

Para el analogo UVB1 se calcul6 el € mediante la realizacién de una
curva de calibrado. Se prepararon soluciones del analogo de diferentes
concentraciones, se midieron en el espectrofotometro Jasco V-630 entre un
rango de longitudes de onda de 200 y 300 nm, determindndose para cada una
de ellas el valor de absorbancia a la Amax. Se construyé un grafico
representando los valores de absorbancia en el eje de las ordenadas y los de

concentracion en el eje de las abscisas (Figura 16). Se trabaj6 con la
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precaucién de respetar la zona de cumplimiento de la ley de Lambert-Beer (la
absorbancia de una solucién es directamente proporcional a su concentracion).
Se calculé graficamente el valor de € a parir de la curva de calibrado, que
corresponde a la pendiente de la recta. En nuestro caso, el valor de € para el
analogo UVB1 fue de 17.434 M™* cm™ (Améx: 265 nm; Figura 16). Luego se

calcul6 la concentracion de la solucién madre mediante el empleo de la ley de

Lambert-Beer.

A B
[ — 1.2
; g;‘:iriol y:17.434 x + 0,035
-- 1.0- -
© E © R2=0,9914
o ! S o
@ : @
o i L 0.6
) , o
2 y 2 0.44
< [ <
! 0.2
||
0.0 T T i T S 0.0 T T T T T S
200 220 240 260 280 300 00 10 20 30 40 50 60
Longitud de onda (nm) Concentracién analogo (x 107° M)

Figura 16. Espectro UV del calcitriol y del UVB1 y determinacién del coeficiente de
extincion molar (g) para el UVB1. A) La representacién de los espectros del calcitriol y del
UVB1 muestran las Amax de los compuestos. B) La pendiente de recta de la curva de

calibrado corresponde al € del anélogo.

2. Evaluacion del calcio plasmatico en ratones

Se realizd un primer experimento en ratones machos de la cepa CF1 de
8 - 10 semanas de edad y con un peso aproximado de 40 gramos (g). Se
utilizaron 5 animales por condicion a los cuales se les administré6 una dosis de
5 ug/kg de peso corporal de UVB1, calcitriol o vehiculo por via intraperitoneal
cada 24 horas (h) por un lapso de 96 h. Se tomaron muestras de sangre para
analizar los niveles de calcio plasmatico a las 0 h (niveles basales) y a las 24,
48, 72 y 96 h posteriores a la administracion de las drogas. Para ello, los
animales fueron anestesiados con Acedan ® (Holliday Scott, Argentina) en una
dosis de 0,22 mg/kg de peso corporal y posteriormente se colecté sangre del

seno retro-orbital utilizando capilares heparinizados. Las muestras se
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mantuvieron en hielo hasta su procesamiento. Los capilares se centrifugaron a
5.000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos (min), se determiné el

hematocrito y se separo la fraccion plasmatica que fue almacenada a -20 °C.

Dado que el analogo fue probado en diferentes lineas celulares
tumorales humanas, se realizé6 un segundo experimento en ratones machos
N:NIH(S)-Fox1™ (nude) de 8 semanas de edad y con un peso aproximado de
20 g. Esta cepa de ratones inmunosuprimidos es ampliamente utilizada en la
realizacion de xenotransplantes con células tumorales humanas. Se utilizaron 8
ratones por condicion que fueron inyectados via intraperitoneal, tres veces por
semana, con una dosis de 40 pg/kg de peso durante un periodo de tiempo de
30 dias. Se recolecto la sangre al comienzo (basal) y al final del tratamiento y

se separo y almacend el plasma de la forma anteriormente descripta.

En ambos ensayos (5 y 40 ug/kg de peso de UVB1) se controlaron
signos relacionados con la toxicidad general y que han sido asociados a la
hipercalcemia (Hathcock et al., 2007), como son los cambios en el peso
corporal, en el comportamiento, aparicion de conjuntivitis, escalofrios. En el
segundo ensayo, empleando 40 pg/kg de peso de UVBI1, se recolectaron

higado y rifiones de los ratones para su analisis histologico.

La concentracion de calcio plasmatico se determind utilizando el kit
colorimétrico Ca-Color Arsenazo Ill AA kit (Wiener Lab, Argentina), segun las
indicaciones del fabricante. Se prepararon los tubos de acuerdo a la siguiente
tabla (Tabla 2):

L 2 Determi_nacién elE Blanco (B) Estandar (S) Desconocido (D)
calcemia
Agua destilada 10ul - -
Estandar - 10 ul -
Muestra a determinar - - 10 pl
Reactivo de color 1mi 1ml 1ml
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Se incubd la mezcla de reaccion durante 5 min a temperatura ambiente
(15 — 25 °C) y se leyo la absorbancia en espectrofotometro a 650 nm, llevando
el equipo a cero con el Blanco. El calcio plasmatico se calcul6 utilizando la

siguiente formula:

Calcio plasmatico (mg/dL)= Absorbancia del tubo D x F

F (factor): 10 mg/dL (concentraciéon del estandar) / Absorbancia del tubo S

Los niveles de calcio plasméatico se consideraron normales en el rango
de 8,5 a 10,5 mg/dL (Sharabani et al., 2006; Spina et al., 2005); valores
coincidentes con los de calcemia normal en humanos (Gonzélez et al., 2012).
Previo a la determinacion del calcio plasmatico se calculé el hematocrito para
cada raton, antes y después de los tratamientos, sabiendo que el rango normal
del mismo es de 39 — 47 % (Windberger et al., 2003) y que niveles elevados de

este parametro son un signo de intoxicacion (OECD, 1995).

3. Cultivo celular

Las lineas celulares utilizadas en los distintos experimentos de esta tesis
se describen en la Tabla 3. Las células fueron cultivadas en medio DMEM (del
inglés Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium, Sigma), suplementado con suero
fetal bovino (SFB) (Gibco) en una concentracion de 5 % v/v o 10 % v/v segun la
linea, L-glutamina (5 mM, Gibco), penicilina (Gibco, 100 U/mL) y estreptomicina
(Gibco, 100 pg/mL). Las células se mantuvieron a 37 °C bajo atmosfera de 5 %
de COa..

Las células MDA-MB-231, GL26 y HC11 fueron cultivadas en medio
RPMI (del inglés Roswell Park Memorial Institute Medium, Sigma)
suplementado con 10 % v/v de SFB, L-glutamina (5 mM, Gibco), penicilina (100
U/mL, Gibco), y estreptomicina (100 pg/mL, Gibco). El medio correspondiente a
las células HC11 fue suplementado con insulina (5 pg/mL, Gibco). Las células

se mantuvieron a 37 °C bajo atmosfera de 5 % de CO..
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Tabla 3. Lineas celulares

Lineas de glioblastoma multiforme

U251 Linea de origen humana.
T98G Linea de origen humana, ATCC® CRL-1690™.
GL26 Linea de origen murino.

Lineas de carcinoma celular escamoso de cabezay cuello

HN13 Linea de origen humana derivada de un tumor primario de
lengua.
HN12 Linea derivada de una metastasis en un nédulo linfatico

originada de un carcinoma de la cavidad oral humano.

Lineas de carcinoma colorrectal humanas

HCT116 ATCC® CCL-247™,

HCT116 p53 -/- Linea HCT116 con el gen TP53 silenciado.

Lineas celulares mamarias

LM3 Linea originada a partir de un cultivo primario del
adenocarcinoma mamario murino M3 (Urtreger et al., 1997).
No expresa receptores de estrogeno ni de progesterona. Esta
linea fue gentilmente cedida por el Instituto de Oncologia
Angel H. Roffo.

MDA-MB-231 Derivada de células asciticas provenientes de un tumor ductal
humano triple negativo. Esta linea celular también fue
gentilmente cedida por el Instituto de Oncologia Angel H.
Roffo, ATCC® HTB26™.

T47D Derivada de células asciticas provenientes de un carcinoma
ductal de mama, ATCC® HTB-133™.

HC11 Linea mamaria no maligna, derivada de la glandula mamaria
de un ratén hembra BALB/c que se encontraba en gestacion.
Expresa receptores de estréogeno (Williams et al., 2009).
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4. Ensayos Celulares

4.1. Ensayos de viabilidad celular: conteo en cédmara de Neubauer y
ensayo de WST-1

La viabilidad celular se evalu6 por el método directo de conteo celular en
camara de Neubauer y mediante un método indirecto utilizando el reactivo
colorimétrico  WST-1 (4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-  5-tetrazolio]-1,3-
disulfonato de benceno).

Para ello, las células se repicaron de la siguiente manera: se retiro el
medio de cultivo, se realiz6 un lavado con 5 mL de buffer fosfato salino (PBS)
1X estéril, se descarté el PBS y se agregd 500 uL de tripsina estéril. Una vez
gue las células perdieron su adhesion a la placa de cultivo, se frend la accion
de la tripsina por el agregado de 2 mL del medio de -cultivo estéril
correspondiente a la linea celular. Se homogeneizo la suspension celular y se
cargo 10 puL de ella por duplicado en la camara de Neubauer para determinar el

numero de células presentes por mL de suspension.

Para realizar los ensayos de viabilidad celular se trabajé con placas de
96 pocillos. Las células fueron sembradas en una densidad de 500 a 2.000
células cada 100 uL de medio completo por pocillo e incubadas a 37 °C en
atmoésfera humeda de 5 % de CO,. La densidad celular varia en funcion de la
linea en estudio y del tiempo de tratamiento a ensayar. Transcurridas 24 h
desde su siembra, se prepararon las concentraciones para realizar los
tratamientos celulares (0,01; 0,1; 1; 10; 100 nM) a partir de las soluciones
madres de calcitriol, analogo o vehiculo. Los tratamientos con cada
concentracion se realizaron por cuadruplicado. Las drogas fueron renovadas

cada 2 dias hasta realizarse el conteo celular y el ensayo de WST-1.

Para el recuento celular se removi6 el medio de cada pocillo, se realizd
un lavado con 100 uL de PBS 1X, se agreg0 50 uL de tripsina y una vez que
las células perdieron su adhesion se la inactivo con 50 uL de medio de cultivo
completo. Con una alicuota de 10 pL de la suspension se determind en camara
de Neubauer el niumero de células presentes por pocillo. Cada ensayo fue

repetido tres veces.
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Para el ensayo colorimétrico con el reactivo WST-1, las células se
trataron de la manera descripta anteriormente y transcurrido el tiempo de
tratamiento se removi6 el medio de cada pocillo, se agrego el reactivo WST-1
diluido en el medio de cultivo correspondiente (1:10) y se realizé una
incubacion de 1 h a 37 °C y 5 % CO,. Transcurrido este tiempo, se agito
levemente la placa para obtener una solucién de color homogéneo, se
extrajeron los 100 pL de cada pocillo y se midié la absorbancia en el
espectrofotometro Jasco V-630 a 440 nm. Posteriormente las células se
lavaron con PBS 1X, se agregaron 50 pL de tripsina y se resuspendieron en
100 pL de medio de cultivo completo. Con una alicuota de 10 pL de la
suspensioén, se contaron de células en camara de Neubauer y se calcul6 el

namero de celulas presentes en el pocillo.

La concentracion de vehiculo utilizada en los ensayos de viabilidad fue
como maximo de 0,001 % v/v por pocillo, encontrandose que esta cantidad de
alcohol no provoco un efecto significativo sobre la viabilidad de las lineas

celulares utilizadas.

Se grafico el numero de células contadas o la absorbancia leida, como
porcentaje respecto al vehiculo (considerado 100 %), en funcion de la
concentracion utilizada empleando el software GraphPad Prism 5. Los valores
de concentracion inhibitoria 50 (ICsp) de UVB1 o calcitriol para cada linea
celular se obtuvieron utilizando la ecuacion de dosis - respuesta sigmoidea del
programa estadistico GraphPad Prism 5.00 para Microsoft Windows (GraphPad

Software, Inc., San Diego, CA, Estados Unidos).

4.2. Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo

El andlisis del ciclo celular fue realizado por FACS (del inglés
Fluorescence-Activated Cell Sorter analysis). Aproximadamente 1 x 10°
células, previamente tratadas con UVBL1, calcitriol o vehiculo durante 120 h,
fueron tripsinizadas y resuspendidas en el medio de cultivo completo
correspondiente. La suspension de células se centrifugé a 2.000 rpm durante 5
min, se lavd el pellet generado con 1 mL de PBS 1X y se centrifugo

nuevamente a 2.000 rpm por 5 min. Los nuevos pellets fueron resuspendidos
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en 1,5 mL de PBS 1X més el agregado gota a gota de 3,5 mL de etanol 100 %
frio para la fijacion. Las células se almacenaron a -20 °C durante 24 h como
minimo y por un periodo no mayor a 15 dias. Al momento del andlisis, las
células resuspendidas en etanol fueron centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min,
lavadas con 1,5 mL de PBS 1X y nuevamente centrifugadas a 2.000 rpm por 5
min. Finalmente, el pellet obtenido fue resuspendido en 0,5 mL de PBS 1X
conteniendo 50 ug/mL de ioduro de propidio (IP) y 100 ug/mL ARNasa A. Se
realiz6 una incubacion de 1 h a 37 °C en oscuridad. El IP empleado se intercala
en la cavidad mayor de la doble cadena del DNA y produce un aducto
altamente fluorescente que puede ser excitado a 488 nm con un ancho de
emision centrado en alrededor de 600 nm. El empleo de ARNasa se debe a
qgue el IP también puede unirse al ARN y por lo tanto es necesario degradarlo
para una optima resolucién del ADN. El andlisis del ciclo celular se realizé en
un citometro de flujo FACSCalibur usando una longitud de onda de excitacion
de 488 nm y de emision de 585 nm. Se empled 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 las distintas fases del

ciclo celular. Siempre se trabajo por triplicado.

4.3. Analisis de la apoptosis celular

La deteccion y cuantificacion de la apoptosis se realizé mediante el
ensayo de TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit POD, Roche).

Durante la apoptosis las endonucleasas digieren el ADN gendémico en
fragmentos de doble hebra de aproximadamente 180 - 200 pares de bases y
fragmentos de cadena simple de alto peso molecular. Estos fragmentos de
ADN se pueden identificar mediante el etiquetado de los extremos 3’-OH libres
con nucleétidos modificados en una reaccién enzimatica catalizada por una

transferasa deoxinucleotidil terminal (TdT).

Para la deteccion de apoptosis por este método las células HCT116 se
sembraron sobre cubreobjetos colocados en placas de cultivo de 35 mm a una
densidad de 5 x 10* células por placa. Luego de 24 h, se trataron con vehiculo,

UVB1 o calcitriol (100 nM) durante 72 h. Se descart6 el sobrenadante, las
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células se fijaron con paraformaldehido (PFA) 4 % en PBS 1X durante 60 min a
temperatura ambiente, se lavaron con PBS 1X dos veces durante 5 min y se
incubaron con la solucion de blockeo (agua oxigenada al 3 % en metanol)
durante 10 min. Luego los cubreobjetos se lavaron dos veces con PBS 1X y se
recubrieron con la solucion de permeabilizacion (Triton X-100 0,1 % en citrato
de sodio 0,1 %). Las células apoptéticas se detectaron con el kit comercial.
Para la cuantificacibn se tomaron 10 fotos de campos al azar de cada
preparado con el microscopio NIKON ECLIPSE TE 2000S. Cada condicion se

trabajo por triplicado.

4.4. Cuantificacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

La cuantificacion de los niveles de las ROS se llevé a cabo usando la
sonda diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCDHF-DA, Sigma; del inglés 5 (o
6)-carboxy-2’7-dichlorodihydrofluorescein  diacetato). Tras atravesar la
membrana plasmatica, las esterasas separan el acetato de modo que la
diclorodihidrofluoresceina (DCDHF) queda retenida en el interior celular donde
puede reaccionar con las ROS para generar la forma fluorescente

diclorofluoresceina (DCF).

Se sembraron 5.000 células HN13 por placa de 35 mm y a las 24 h se
realizo el tratamiento con el vehiculo, UVBL1 o calcitriol (100 nM) durante 120 h.
Luego las células se lavaron con PBS 1X y se las incubd por 30 min, en
oscuridad y a 37 °C con medio de cultivo que contenia 10 yM de DCDHF-DA
(D6883, Sigma). Cada placa se lavo tres veces con PBS 1X y se lisaron las
células con buffer lisis. Los lisados se sonicaron dos veces por 30 segundos
(seg) y se midi6 la fluorescencia de los lisados en fluorimetro SLM modelo

4800 (SLM instruments, Urbana, IL) a /emision = 590 nm y ) excitaciéon = 538

nm. Luego, se cuantificaron las proteinas del lisado y se normaliz6 la sefal de
la fluorescencia obtenida con respecto a la cantidad de proteina del lisado
correspondiente. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias (UA).
Como control positivo de la técnica se trataron células HN13 con agua
oxigenada (H20,) al 0,1 % durante 30 min antes de la incubacion con la sonda.

Se realizaron dos ensayos independientes por triplicado.
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4.5. Ensayo de migracion celular

Para evaluar la influencia del analogo sobre la migracién celular se
realizo el ensayo de la herida, también conocido como “wound healing” (Petit et
al., 2000). Se sembraron las células en placas de Petri de 35 mm de diametro y
se cultivaron por 24 h hasta la formacion de una monocapa. Luego se realizo
una herida con un tip de 200 yL dejando al descubierto una seccion de la
monocapa celular. Se retir6 el medio de cultivo y se afiadi6 medio nuevo
conteniendo vehiculo, UVB1 o calcitriol a una concentracion de 100 nM. La
herida fue observada con un microscopio invertido NIKON ECLIPSE TE 2000S
y fotografiada con una camara digital Sony Coolpix acoplada al microscopio
(200x). Las fotos se tomaron a las 0 h de tratamiento y a intervalos regulares
de tiempo que se establecieron en funcion a cada linea, siempre teniendo la
precaucion que el ensayo no superara el tiempo de duplicacion de la linea
celular estudiada. El programa ImageJ se empled para medir el area de la
herida para cada condicion en los distintos tiempos evaluados. Se realizaron
graficos representando el area de la herida de cada condicion y en cada tiempo
como porcentaje del area a tiempo O h. Se realizaron al menos tres

experimentos independientes por duplicado.

4.6. Ensayo de invasion celular

El ensayo de invasion celular consiste en colocar camaras transwell, es
decir insertos de membrana de policarbonato (con poros de 12 um de tamafo),
en una placa de cultivo celular de 24 pocillos. La superficie superior de los
insertos es recubierta con una capa uniforme de Matrigel®. Las células
invasivas son capaces de degradar las proteinas de la matriz del Matrigel® y
atravesar los poros de la membrana de policarbonato. Finalmente, las células
gue permanecen en la zona superior son removidas y las que lograron

atravesar la membrana (invadir) son tefiidas y cuantificadas.

Para realizar este ensayo se colocaron 0,6 mL del medio de cultivo
correspondiente en cada pocillo de la placa de cultivo. En cada uno de ellos se
coloco el inserto de policarbonato. Luego se agregé 0,1 mL de Matrigel®

(Becton Dickinson, diluido 1:3 en el medio de cultivo correspondiente libre de
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suero) a cada inserto de policarbonato y se dejé reposar por 30 min a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se sembraron las células
(LM3: 12.500; HC11: 25.000; HCT116: 20.000 células / pocillo) en la camara
superior de cada inserto, en un volumen final de 0,4 mL de medio completo
conteniendo vehiculo, UVBL1 o calcitriol (100 nM). Luego de la incubacion a 37
°C se retiraron los insertos, se lavaron suavemente con 1 mL de PBS 1X, se
fijaron en metanol 100 % por 5 min y finalmente se tifieron con cristal violeta
0,5 % (Sigma) en metanol 20 % por 5 min. Luego se aspir0 el cristal violeta, se
lavaron los pocillos con agua destilada para quitar el exceso de colorante y las
células que habian quedado en la parte superior del inserto se removieron con
un hisopo. Las células que atravesaron el inserto hacia la cara inferior de los
mismos fueron observadas con el microscopio invertido NIKON ECLIPSE TE
2000S y fotografiadas con una camara digital Sony Coolpix acoplada al
microscopio. Se tomaron 10 fotografias de campos seleccionados al azar y se
cuantificaron las células empleando el programa de computacion Fiji. Cada

condicion se trabajo por triplicado.

4.7. Zimografia

Con el objetivo de detectar la actividad proteolitica (gelatinasa) de las
MMP-2 y MMP-9 liberadas por las células HCT116, LM3 y HC11 se utilizé la
técnica de zimografia. Para la obtencion de los medios condicionados las
células fueron tratadas con vehiculo, UVB1 o calcitriol a la concentracion de
100 nM. Se recolecté el medio sobrenadante y las células LM3 y HC11 se
lisaron para luego realizar la cuantificacion de proteinas mediante el método de
Bradford. Las células HCT116 se cuantificaron mediante empleo de camara de
Neubauer. Los medios condicionados fueron recolectados en frio,
centrifugados a 1.500 rpm durante 5 min y almacenados a -20 °C. Para esta
técnica se prepararon geles de poliacrilamida como se indica en la Tabla 4. Su
caracteristica particular es la presencia de gelatina como sustrato y su espesor
de 0,75 mm.
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Tabla 4. Composicidn del gel de stacking y del gel de resolucidn utilizados en la
electroforesis del ensayo zimografico

Reactivos Gel de stacking (5 %) Gel de resolucion (10 %)
Gelatina (3 mg/mL) - 4,15 mL
H,O destilada 5,5mL
Tris 1,5 M pH 8,8 - 2,6 mL
Tris1 M pH 6,8 1mL -
Acrllamlda?{gli/;acrllamlda 1.3mL 3.5 mL
Glicerol 50 % - 0,0825 mL
SDS 10 % 0,08 mL 0,0825 mL
TEMED 0,008 mL 0,01 mL
APS 10 % 0,08 mL 0,05 mL

Previo a ser sembradas, las muestras de medio condicionado de cada
condicion experimental fueron resuspendidas en buffer de muestra (SDS 15 %,
glicerol 50 % en Tris-HCI 0,4 M, pH: 6,8 conteniendo azul de bromofenol sin 2-

mercaptoetanol) en una proporcion 1:4 (buffer de muestra: muestra cruda).

La corrida electoforética fue realizada a voltaje constante de 90 V sobre
el gel de stacking y de 180 V sobre el gel de resolucién, durante
aproximadamente 90 min. El buffer de electroforesis empleado se detalla en la
Tabla 5.

Tabla 5. Composicidn del buffer de electroforesis utilizado en el ensayo zimogréafico
Reactivos Cantidad empleada
Tris Base 39
Glicina 14,4 ¢
SDS 10 % 10 mL
Agua destilada c.siL
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Luego de la corrida electroforética se realizaron dos lavados con buffer
de activacion enzimatica (Triton X-100 2,5 % en agua destilada) durante 10 min
cada uno y en agitacion, para eliminar el SDS presente, y un Gltimo lavado con
PBS 1X para eliminar el Triton de los lavados anteriores. Los geles fueron
incubados durante 24 h a 37 °C con agitacion en buffer enzimético (Tris-HCI 50
nM; pH 7,4 conteniendo NaCl 0,15 mM y CaCl, 30 mM). Luego, se removié la
solucién y el gel fue tefiido con Coomasie Brilliant Blue G-250 al 0,1 % en
metanol 30 % y acido acético 10 % hasta que la actividad gelatinolitica fue
detectada por la presencia de bandas claras sobre un fondo azul.

Para la identificacion de cada banda de degradacion correspondiente a
las MMP-2 y MMP-9 activas, se utlizaron marcadores de peso molecular
estandares comerciales pretefiidos, considerando que el peso molecular de las
MMPs es de 62 y 82 kDa respectivamente. La intensidad de las bandas fue
determinada con un transiluminador y analizadas con el programa de
densitometria ImageJ. Los datos fueron normalizados con la concentracion de
proteina total para el caso de las células LM3 y HC11 y con el numero de
células para el caso de las HCT116. Los resultados fueron presentados como
porcentaje respecto al control (considerado 100 %). Se realizaron al menos dos

ensayos independientes por triplicado.

4.8. Inmunofluorescencia (IF)

Las células se sembraron en placas de 35 mm de diametro conteniendo
en ellas un cubreobjeto estéril, se incubaron hasta alcanzar una confluencia de
70 % y se trataron con vehiculo, UVB1 o calcitriol (100 nM). Luego del
tratamiento, las células fueron lavadas tres veces con 1,5 mL de PBS 1X vy
fijadas con PFA 4 % en PBS 1X durante 1 h a temperatura ambiente.
Nuevamente, se realizaron tres lavados con 1,5 mL de PBS 1X y se
permeabilizaron las células con Triton 0,1 % (Sigma) en PBS 1X durante 15
min a temperatura ambiente. Se bloquearon las células con 1 % BSA disuelta
en PBS 1X por 1 h y luego se llevé a cabo la incubacion con 150 pL de

anticuerpo primario en camara humeda.
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Para la evaluacion de los filamentos de actina en células LM3 se utilizo
una dilucion 1/100 del anticuerpo primario Faloidina-Rodamina en PBS 1X
durante 30 min y en los ultimos 5 min de incubacion se les agreg6 a las placas
150 pL de una dilucion 1/1.000 del anticuerpo TOPRO para marcar los nacleos
celulares. A continuacion las células se lavaron 3 veces con PBS 1X durante 5
min. Se sumergieron los preparados en agua destilada, se secaron por unos

segundos a temperatura ambiente y se montaron en portaobjetos.

Para la evaluacion de la expresiéon de p27 las células LM3 se incubaron
con una dilucion 1/100 del anticuerpo primario p27 (BD Transduction
Laboratories, numero de catalogo 610241) en BSA 1 % en PBS 1X durante 1 h.
A continuacioén las células se lavaron 3 veces con PBS 1X durante 5 min y se
incubaron en camara humeda y en oscuridad con una dilucion 1/1.000 del
anticuerpo secundario fluoro-conjugado anti-mouse Alexa 488 (Molecular
Probes, Invitrogen) preparado en BSA 1 % en PBS 1X, durante 1 h. Luego las
células se lavaron 2 veces con PBS 1X durante 5 min y se realizé un tercer
lavado de 5 min con el agregado a las placas de 150 uL de una dilucién 1/1.000
del anticuerpo TOPRO para marcar los nucleos celulares. Posteriormente las
células se lavaron 3 veces con PBS 1X durante 5 min, se sumergieron los
preparados en agua destilada, se secaron por unos segundos a temperatura

ambiente y se montaron en portaobjetos.

Ambas marcaciones, Faloidina-Rodamina y p27, fueron observadas en
un microscopio de fluorescencia NIKON ECLIPSE TE 2000S donde se
cuantifico la cantidad de células con presencia / ausencia de fibras de estrés o
las células con expresion de p27 en 10 campos seleccionados al azar. En un
segundo ensayo, los preparados fueron observados en un microscopio

confocal (Leica TSP2) y fotografiados (630x).

Para analizar la expresion de E-cadherina, las células LM3 o0 HCT116 se
incubaron con una dilucién 1/100 del anticuerpo primario E-cadherina (Santa
Cruz Biotechnology, sc-7870) en BSA 1 % en PBS 1X durante 1 h. A
continuacion las células se lavaron 3 veces con PBS 1X durante 5 min y se
incubaron en camara humeda y en oscuridad con una dilucion 1/1.000 del
anticuerpo secundario fluoro-conjugado anti-rabbit Alexa 566 (Molecular
Probes, Invitrogen) preparado en BSA 1 % en PBS 1X, durante 1 h.
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Posteriormente las células se lavaron 2 veces con PBS 1X durante 5 min y se
realizé un tercer lavado con solucion de DAPI (1:10.000) en PBS 1X también
por 5 min. Se sumergieron los preparados en agua destilada para remover el
exceso de DAPI, se secaron por unos segundos a temperatura ambiente y se
montaron en portaobjetos. Los preparados fueron observados en el
microscopio de fluorescencia NIKON ECLIPSE TE 2000S y fotografiados con
una camara digital Sony Coolpix acoplada al microscopio. Se cuantificaron 10
campos al azar a 400x registrando las células marcadas con E-cadherina y el
total de células presentes en el campo. Luego se calculdé el porcentaje de
células con expresién de E-cadherina en cada condicién. Las fotos capturadas

fueron procesadas con el programa de computacion Fiji.

En cuanto a la evaluacion de la expresion de [B-catenina, las células
HCT116 se incubaron con una dilucion 1/100 del anticuerpo primario (Santa
Cruz Biotechnology, sc-7199) preparado en BSA 1 % en PBS 1X. Luego el
protocolo se prosiguiéo de la misma manera que la descripta para evaluar la
expresion de E-cadherina. Se observaron los preparados al microscopio, se
registré el numero de células totales y con expresion de B-catenina por campo,

haciendo una discriminacion de su localizacion celular.

4.9. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS - PAGE) y Western Blot
(WB)

4.9.1. Preparacion de los lisados celulares

Luego del tratamiento de las distintas lineas celulares con vehiculo,
UVBL1 o calcitriol, se procedio a realizar el lisado celular en hielo. Para esto, se
retird el medio de cultivo de las placas, se realiz6 un lavado con PBS 1X, se
removié completamente todo el liquido y se adicion6 75 - 150 uL de buffer de
lisis (2 % Tris 1 M, 1 % Tritobn-X100, EDTA 0,5 M, 2 % NaCl 1 M) al cual se le
agrego previamente el coctel de inhibidores de proteasas en una concentracion
final de 1X. Se levantaron las células con espatula y se colocaron en tubos
eppendorf. La mezcla se dejé reposar durante 30 min en hielo para su lisado

completo.
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4.9.2. Medicién de la concentracion de proteinas

Para la determinacién de la concentracion proteica se confeccion6é una
curva de calibrado constituida por cantidades crecientes de un estandar de
albumina de suero bovino (BSA) 1 mg/mL en un volumen final de 1 mL de
reactivo de Bradford (RB) (BioRad). Se leyeron las absorbancias de los
estandares en el espectrofotometro a 595 nm. Paralelamente, se prepararon
las muestras incégnitas por duplicado colocando 2 yL de muestra en 998 L de

RB. Sus absorbancias fueron leidas también a 595 nm.

4.9.3. Preparacion de las muestras

Se realizaron los célculos necesarios para llevar el volumen del lisado a
la concentracion de proteinas deseada con buffer de lisis y buffer de muestra
4X (Tris 1 M 2,4 ml pH 6,8; SDS 0,8 g; glicerol 4 ml; 0,01 g azul de bromofenal,
1 ml 2-mercaptoetanol; agua destilada 2,8 ml). Finalmente se calent6 la mezcla
en agua hirviendo por 5 min y los lisados se conservaron a -20 °C hasta su

utilizacion.

4.9.4. Electroforesis

Para la separacion de proteinas por peso molecular se realizo
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 12 %
0 15 % segun la proteina de interés. Para ello se prepararon los geles de

stacking y de resolucién como se indica en la Tabla 6.
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Tabla 6. Reactivos, con sus respectivas cantidades, empleados para la
preparacién del gel de stacking y de resolucién utilizados en la electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS - PAGE)
Gel de stacking Gel deresolucién | Gel de resoluciéon
Reactivos
5% 12 % 15%
H,O destilada 6,8 mL 8,2mL 5,7mL
Tris1 M pH 6,8 1,25 mL - -
Tris 1,5 M pH 8,8 - 6,3 mL 6,3 mL
Acrilamida/bis-
— 1,7 mL 10, L 12, L
acrilamida 30 % m 0.0m >m
SDS 10 % 0,1 mL 0,25 mL 0,25 mL
TEMED 0,01 mL 0,01 mL 0,01 mL
APS 10 % 0,1 mL 0,25 mL 0,25 mL

Las muestras a sembrar, se calentaron en agua hirviendo durante 5 min.
En una calle se sembré 10 yL de marcador de peso molecular (See Blue Plus,
Invitrogen) y en las restantes 50 - 100 ug de proteinas segun el caso a analizar.
La separacion de proteinas se realizé a amperaje constante de 0,04 A sobre el
gel de stacking y de 0,06 A sobre el gel de resolucién, hasta terminar la corrida.

El buffer de electroforesis empleado se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7. Composicion del buffer de electroforesis (1X)
Reactivos Cantidad empleada
Tris Base 39

Glicina 14,4 ¢
SDS 10 % 10 mL
Agua destilada c.sl1L

4.95. Transferencia a membrana de PVDF.

Una vez concluida la separacion electroforética una de las caras del gel
fue apoyada sobre una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF,

Millipore), previamente activada con metanol por 1 min. Ambos fueron
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colocados entre papeles de filtro previamente humedecidos en buffer de
transferencia (Tabla 8) y a su vez colocados entre dos esponjas de poro
grande y dentro de un soporte plastico. Toda la construccion fue sumergida en
la camara electroforética con buffer de transferencia 1X, orientando la
membrana de PVDF hacia el lado anddico. La transferencia se llevé a cabo a
0,3 A constante durante 90 min o 120 min dependiendo del peso de la proteina
de interés.

Tabla 8. Composicién del buffer de transferencia (1X)
Reactivos Cantidad empleada
Tris Base 39
Glicina 14,4 ¢
Metanol 200 mL
Agua destilada c.siL

Finalizada la transferencia, las membranas fueron lavadas con PBS 1X

durante 15 min, secadas y guardadas a 4 °C hasta su utilizacion.

4.9.6. Inmunodeteccién de proteinas

Las membranas fueron sumergidas en metanol por 1 min para su
activacion y luego lavadas en PBS 1X. El bloqueo se realiz6 con leche
descremada al 5 % en PBS 1X y en agitacion continua durante 30 min.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 5 min cada uno y se
procedio a la incubacion con el anticuerpo primario a 4 °C y agitacion continua
durante toda la noche. El anticuerpo primario se prepard en solucién de BSA
0,4 % en PBS 1X. Luego se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con
Tween 0,01 % en buffer Tris salino (TBS) 1X e inmediatamente se incubd la
membrana con la dilucion adecuada del anticuerpo secundario especifico
conjugado con peroxidasa de rabano picante. La dilucion del anticuerpo
secundario se realizé en leche descremada al 5 % en PBS 1X y el tiempo de

incubacion fue de 90 min en agitacion continua a temperatura ambiente.
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Finalmente se realizaron tres lavados de 5 min cada uno con Tween 0,01 % en
TBS 1X y se procedio a revelar las membranas empleando el reactivo de
quimioluminiscencia ECL Plus (GE Healthcare) segun las especificaciones
indicadas por el proveedor. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-
cicina D1 (Thermo Scientific, RM-9104-S1), anti-ciclina E (Santa Cruz
Biotechnology, sc-481), anti-p27“P* (BD Transduction Laboratories, cat.
610241), anti-E-cadherina (H-180) (Santa Cruz Biotechnology, sc-7870), anti-B-
catenina (H-102) (Santa Cruz Biotechnology, sc-7199), anti-VDR (C-20) (Santa
Cruz Biotechnology, sc-1008) y anti-Bax (N-20) (Santa Cruz Biotechnology, sc-
493). El anticuerpo anti-B-actina (C-11) (Santa Cruz Biotechnology, sc-1615)

fue usado como control de carga.

5. Modelos animales

Los ratones empleados en los modelos animales realizados fueron
adquiridos en la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
de La Plata, Argentina. Los animales se mantuvieron bajo condiciones
controladas de temperatura y humedad, con ciclos diarios de 12 hdeluzy 12 h
de oscuridad y con libre disponibilidad de alimento y agua. El cuidado y la
manipulacion de los ratones se realizaron de acuerdo a los lineamientos
institucionales de buenas practicas de trabajo con animales de laboratorio y
con la aprobacion del protocolo de experimentacion por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE) del
Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional
del Sur.

5.1. Modelo animal de xenotransplante subcutaneo con células de
carcinoma celular escamoso de cabezay cuello HN12

Para la obtencion de este modelo se utilizaron 8 ratones N:NIH(S)-
Fox1™ (nude) machos sanos de 10 semanas de edad y de 25 g de peso
promedio. Los animales fueron inyectados en forma subcutanea con 5 x 10°

células HN12 (Kawakami et al., 2004) en 100 pL de medio DMEM libre de

suero y antibiético. El implante de las células se llevé a cabo en el dorso del
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animal, empleando jeringas de 1 mL con agujas hipodérmicas (BD) 0,80 x 25
mm (21G). A los 15 dias, los ratones presentaban tumores con un diametro
aproximado de 4 mm por lo que fueron divididos aleatoriamente en dos grupos
de 4 animales cada uno. Un grupo fue tratado con UVB1 en una dosis de 40
pg/kg de peso y el otro grupo con el vehiculo de la droga, ambos compuestos
homogeneizados en 50 ulL de solucion fisiologica. Cada ratéon recibié 3
aplicaciones semanales (lunes, miércoles y viernes) administradas
subcutaneamente en la periferia del tumor. Antes de cada aplicacion se
midieron las dimensiones del tumor con un calibre digital para estimar su
volumen empleando la férmula /6 x A x B? (se asume un forma elipsoidal;
Geran et al., 1972), siendo A y B las dos dimensiones del tumor. También se
registré el peso de cada raton en estudio y su comportamiento. Luego de 12
dosis recibidas, los animales fueron anestesiados con Ketamina (50 mg/kg)
/Acedan (1 mg/kg) aplicandose de manera intraperitoneal para realizar una
extraccion sanguinea del seno retro-orbital e inmediatamente sacrificados por
dislocacion cervical. El tumor obtenido por diseccion de cada animal fue
pesado, fotografiado y medido en sus tres dimensiones: diametro mayor (A),
diametro menor (B) y espesor (C), para calcular su volumen por empleo de la
formula: /6 x A x B x C. El tumor, higado, riflones y bazo fueron fijados en

formol al 10 % en PBS 1X por 24 h para su posterior analisis histologico.

5.2. Modelo animal de transplante singeneico con células de
adenocarcinoma mamario LM3

Para la obtencion de este modelo se utilizaron 15 ratones BALB/c
hembras virgenes sanas de 9 - 10 semanas de edad y de 20 g de peso
promedio. Cada ratén se inyect6 en forma subcutanea con 4 x 10° células LM3
en 100 pL de medio DMEM libre de suero y antibiotico. El implante de las
células se llevo a cabo en el dorso del animal empleando jeringas de 1 mL con
agujas hipodérmicas 21G (BD). Cuando los tumores alcanzaron un tamafo
medible con precision (diametro menor > 4 mm) los ratones fueron divididos en
2 grupos: experimental (n=7) y control (n=8). Los ratones del grupo
experimental fueron tratados con 40 pg/kg de peso de UVB1 colocados en 50

uL de solucion fisiolégica y el grupo control con el vehiculo de la droga. Cada
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ratén recibié 3 aplicaciones semanales durante 2 semanas, administradas
subcutdneamente en la periferia del tumor. Antes de cada aplicacién se
midieron las dimensiones del tumor con un calibre digital para estimar su
volumen empleando la férmula /6 x A x B? (se asume un forma elipsoidal;
Geran et al., 1972), siendo A y B las dos dimensiones del tumor. También se
registrd el peso de cada ratén en estudio y su comportamiento. Luego de dos
semanas de tratamiento, los animales fueron anestesiados de la manera
anteriormente descripta y sacrificados por dislocacion cervical. El punto final del
ensayo fue condicionado por el tamafio de los tumores y el estado general de
los animales. El tumor obtenido por diseccién de cada animal fue pesado,
fotografiado y medido en sus tres dimensiones: diametro mayor (A), diametro
menor (B) y espesor (C), para calcular su volumen por empleo de la férmula:
/6 X A x B x C. El tumor, higado, rifiones y bazo fueron fijados en formol al 10
% en PBS 1X por 24 h para su posterior analisis histologico. Los pulmones de
los animales fueron fijados con solucion de Bouin para determinar la presencia

de metastasis.
5.2.1. Procesamiento de pulmones para cuantificacion de metastasis

Al momento de la diseccion, los pulmones obtenidos de cada raton
fueron fijados en Bouin durante 24 h (Tabla 9) (Kim et al., 2011). Luego, se
determind el numero de metéastasis en la superficie de los I6bulos pulmonares
de cada raton utilizando una lupa Nikon SMZ1500 con camara digital acoplada

(Nikon ACT-1 Version 2.63) para la adquisicion fotografica.

Tabla 9. Composicién de la mezcla fijadora Bouin

Reactivos Cantidad empleada

Solucién acuosa sobresaturada de &cido
picrico2 g / 100 mL
Formol 40 % 250 mL
Acido acético glacial
(al momento de su utilizacion)

700 mL

50 mL
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5.3. Modelo animal de xenotransplante subcutdneo con células de
carcinoma colorrectal HCT116

Para la obtencion de este modelo se utilizaron 12 ratones N:NIH(S)-
Fox1™ (nude) machos, sanos, de 10 semanas de edad y de 25 g de peso
promedio. Los animales fueron inyectados en forma subcutanea con 5 x 10°
células HCT116 (Kim et al., 2014) de la misma forma descripta en los modelos
anteriores. A los 10 dias, los ratones presentaban tumores con un diametro
aproximado de 5 mm, por lo que fueron divididos aleatoriamente en 2 grupos
de 6 ratones cada uno. Un grupo fue tratado con UVB1 en una dosis de 40
pg/kg de peso y el otro grupo (control) con el vehiculo de la droga, ambos
compuestos homogeneizados en 50 uL de solucion fisiol6gica. Cada ratdn
recibio 3 aplicaciones semanales (lunes, miércoles y viernes) durante 4
semanas, administradas de manera subcutanea en la periferia del tumor. Antes
de cada administracion de droga se midieron y estimaron las dimensiones del
tumor del mismo modo descripto anteriormente. Luego de 12 dosis recibidas,
se les extrajo sangre y a continuacion los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical. El tumor obtenido por diseccion de cada animal fue
pesado, fotografiado y medido tal como se describié en los modelos animales
anteriores. Los organos de los ratones, higado, rifiones y bazo, fueron

recolectados para su posterior analisis histolégico.

6. Técnicas histoldgicas
6.1. Procesamiento de 6rganos y tumores para histologia

Los organos y tumores de los ratones recolectados durante la diseccion
de cada animal, fueron colocados en casetes individuales y sumergidos en
formol al 10 % en PBS 1X durante 24 h. Luego fueron lavados bajo agua
corriente durante 15 min, escurridos y colocados en concentraciones crecientes
de alcohol (70, 96 y 100 %) durante 90 min en cada una para lograr la
deshidratacion de la pieza. Posteriormente los casetes se colocaron en xilol por
90 min. Transcurrido este tiempo, se escurrieron y colocaron en recipientes
contenedores de parafina a 56 °C durante 3 h. Finalmente se armaron los tacos

de parafina. Con el material ya incluido, se realizaron cortes de 5 um de
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espesor de cada uno de los tacos empleando un micrétomo Leica RM 2145 y

se colocaron sobre los portaobjetos correspondientes.

6.2. Coloracién con Hematoxilina - Eosina (H&E)

Los cortes a colorear fueron sumergidos en xilol y se colocaron en estufa
a 60 °C por 30 min para remover la parafina. Posteriormente, los cortes de
tejido fueron rehidratados mediante su pasaje por una secuencia de soluciones
alcohdlicas de concentracion decreciente (100, 96 y 70 %, 5 min en cada una
de ellas). Se realizé un lavado con agua destilada por 5 min y se colorearon
con Hematoxilina (Tabla 10) durante 15 seg, diferenciando luego el colorante
con agua corriente. Posteriormente, los preparados fueron sumergidos en

alcohol 80 % por 5 min y coloreados 30 seg con Eosina (Tabla 10).

Tabla 10. Composicién de la tincién H&E.
Hematoxilina segin Harrys Eosina
Hematoxilina 5¢ Eosina amarillenta 1lg
Alcohol 100° 50 mL H,O destilada 100 mL
Alumbre de K 100 g Alcohol 96 ° 780 mL
Floxina B
H,O destilada 920 mL 10 mL
2 ' (1g/100 mL H,Od)
Oxido rojo de Hg 259 Acido Acético 4 mL

Acido Acético 30 mL

Luego se deshidrataron mediante el pasaje por soluciones alcohdlicas
crecientes (96 y 100 %, 15 seg en cada una). Finalmente, se colocaron en xilol
y se realiz6 en montaje en medio Permount (Fisher Scientific). Los preparados
fueron observados con un microscopio vertical Olympus CX31 equipado con

una camara fotogréafica Lumera Infinity Microscopy USB 2.0.
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6.3. Evaluacion del indice mitético (IM)

Para evaluar la proliferacion celular, se cuantificé el nimero de figuras
mitéticas en 10 campos al azar en cortes tefiidos con H&E. Estas
cuantificaciones fueron realizadas en colaboracion con el médico especialista

en patologia Julian Arévalo.

6.4. Inmunohistoquimica (IHQ)

Los cortes de los tumores de los animales se sumergieron en xilol y se
colocaron en estufa a 60 °C por 30 min para fundir y remover la parafina.
Luego, fueron hidratados mediante su pasaje por una secuencia de soluciones
alcohdlicas de concentracion decreciente (100 y 96 %, 5 min en cada una de
ellas). Seguidamente, se realiz6 un lavado de 15 min en peroxido de hidrogeno
3 % (en alcohol al 96 %) con el fin de eliminar la actividad de la peroxidasa
endoégena. Los cortes fueron lavados con PBS 1X por 15 min y luego
incubados con una solucion de BSA 2 % en PBS 1X durante 30 min en una
camara humeda. Transcurrido el tiempo, se descartdé el BSA 2 %, los cortes
fueron cubiertos con el anticuerpo primario diluido en BSA 2 % e incubados en
camara humeda a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, se realiz6 un lavado
de 15 min en PBS 1X y la incubaciéon de los cortes con el anticuerpo
secundario disuelto en BSA 2 % durante 30 min en camara humeda a
temperatura ambiente. Al mismo tiempo se preparé el reactivo AB Vectastain
(Vector Laboratories) en una dilucién 1/50 en PBS 1X, dejandolo reaccionar en
oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 min antes de su utilizacion.
Luego de la incubacién con el anticuerpo secundario, los preparados fueron
lavados con PBS 1X durante 15 min e incubados con el reactivo AB en camara
hameda, oscuridad y a temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente, se
realiz6 un lavado de 15 min con PBS 1 X y se prepar0 el reactivo de
diaminobencidina (DAB, Sigma) de acuerdo a las especificaciones indicadas
por el proveedor. Bajo microscopio 6ptico se agregé 200 uL del reactivo DAB
sobre cada pieza de tejido, controlando el desarrollo de la reaccion.
Finalmente, como coloracion de contraste se realiz0 una tincibn con

Hematoxilina de Harrys (Tabla 10). Los preparados fueron deshidratados
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mediante el pasaje por soluciones alcohdlicas crecientes (80, 96 y 100 %, 5
min en cada una), se colocaron en xilol y se realiz6 en montaje en medio
Permount (Fisher Scientific). Los preparados fueron observados con un
microscopio vertical Olympus CX31 equipado con una camara fotogréfica
Lumera Infinity Microscopy USB 2.0.

En todas las IHQ realizadas se trabajé con un control negativo, el cual
fue procesado segun lo descripto anteriormente, con la salvedad de no haber

sido expuesto al anticuerpo primario.

Los anticuerpos primarios empleados fueron: policlonal de cabra anti-Ki-
67 (M-19,sc-7846, dilucion 1/100), policlonal de conejo anti-p53 (sc-6243,
dilucién 1/100), policlonal de conejo anti-Bax (N-20, sc-493, dilucién 1/100),
policlonal de conejo anti-E-cadherina (H-108, sc-7870, dilucion 1/100),
policlonal de conejo anti-B-catenina  (H-102, sc-7199, dilucion 1/250) y
policlonal de conejo anti-VDR (C-20, sc-1008, dilucion 1/100), todos de Santa
Cruz Biotechnology, Inc.

6.4.1. Evaluacion de lainmunomarcacion

Para la semicuantificacion de las IHQ se trabajo con el score
inmunoreactivo (IRS) sugerido por Remmele y Stegner (Remmele & Stegner,
1987). El IRS es el producto entre la intensidad de marcacion y el porcentaje de
las células marcadas. Para la intensidad de la marcacion se considero: 0=
negativo, 1= marcacion débil, 2= marcacion moderada y 3= marcacion fuerte; y
para el porcentaje de células marcadas se considerd: 0= 0 - 10 %, 1= 11 - 50
%, 2= 51 -80 %y 3 > 80 %. En todas las IHQ, se determiné el IRS en 10
campos al azar de 400x y se realizé el promedio de los mismos. La expresion
de Ki-67 fue evaluada considerando Unicamente el porcentaje de células con
marcacion nuclear. En todos los casos la evaluacion de la inmunomarcacion
fue realizada a ciegas por el médico patdlogo Julian Arévalo y dos

investigadores de nuestro grupo de investigacion.
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7. Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software
GraphPad Prism 5 (San Diego California USA). Primeramente, se analizé la
distribucién normal de los datos de la variable en estudio mediante el test de
D’Agostino—Pearson Omnibus. En el caso de seguir una distribucion normal,
los datos se analizaron con test paramétricos (test de Student para comparar
dos grupos o ANOVA para comparar tres grupos). En el caso que los datos
presentaran una distribucion no gaussiana, se utilizaron para el analisis test no
paramétricos (test de Mann Whitney o Kruskal Wallis). Un p <0,05 fue

considerado como significativo.

8. Ensayos computacionales

Los ensayos computacionales fueron realizados con la colaboraciéon del
Dr. Mario Alfredo Quevedo de la Unidad de Investigacion y Desarrollo en
Tecnologia Farmacéutica (UNITEFA - CONICET) de la Facultad de Ciencias

Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba, Cordoba, Argentina.

Los estudios bioinformaticos se desarrollaron en base a la estructura
cristalografica del recetor VDR complejado con calcitriol, tal como se encuentra
depositado en la base de datos Protein DataBank (PDB) bajo el cédigo 1DB1
(Rochel et al., 2000). La seleccion de la estructura del receptor cristalizado para
los ensayos computacionales fue realizada teniendo en cuenta la calidad y
grado de validacion estructural de todos los cristales reportados para el VDR
(para una revision sobre la calidad, el rendimiento y la validacién estructural de
las estructuras depositadas ver Malinska et al., 2015). Asi, la estructura
depositada en el PDB por Rochel y col. constituye un modelo lo

suficientemente validado.

Mediante el empleo del software MarvinSketch (MarvinSketch v.6.31.,
ChemAXxon Ltd), se construyeron las estructuras quimicas iniciales del calcitriol
y del UVBL1. Luego se utilizo el software Gaussian03 (Frisch et al., 2003) para
obtener la conformacion de minima energia aplicando métodos semiempiricos
(AM1) y ab initio (HF/6-311+G*).
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Los ensayos de docking molecular se realizaron empleando paquetes de
software desarrollados por OpenEye Scientific Software. Los estudios de
reconocimiento intermolecular consistieron en tres etapas secuenciales: i)
generacion de bibliotecas de conférmeros de los ligandos estudiados, para lo
cual se utilizd6 un umbral de energia de 10 kcal/mol. Estos estudios
conformacionales se realizaron empleando el software OMEGA (Omega.2.4.3,;
Hawkins & Nicholls, 2012), ii) la ejecucién de los estudios de docking
propiamente dicho se llevd a cabo empleando una exploracion rigida
exhaustiva, tal como se encuentra implementado en el software FRED3
(Fred.3.0.0; McGann, 2011 y 2012), aplicando la funcién de puntuacion
ChemGauss3 para evaluar y clasificar los distintos modos de unién generados.
Se consider6 la conformacion de unidn de minima energia para los analisis
posteriores. La etapa iii) implico la visualizacion tridimensional y analisis de las
interacciones intermoleculares involucradas en el reconocimiento ligando —
receptor, las cuales se realizaron utilizando los paquetes de software VIDA
(VIDA.4.2.1) y LIGPLOT + (Laskowski & Swindells, 2011), respectivamente.

Para la ejecucion de los estudios de dinamica molecular (DM), se
empled el paquete de software AMBER14 (Salomon-Ferrer et al., 2013; Case
et al.,, 2015). Para llevar a cabo la parametrizacion del VDR y los ligandos
estudiados se utilizaron los campos de fuerza AMBER FF99SB y GAFF,
respectivamente (Hornak et al., 2006; Wang et al., 2004). Las trayectorias de
DM fueron obtenidas por empleo de los complejos logrados por docking
molecular como estructuras iniciales, solvatadas empleando cajas periddicas
de solvente explicito (agua). Para iniciar la simulacién, se sometieron los
sistemas a dos etapas iniciales de minimizacién de energia, la primera de ellas
efectuada sobre el solvente, y la segunda sobre el sistema completo. Los
sistemas minimizados se calentaron a 298 K durante 100 ps, empleando de un
paso de tiempo de 2 fs bajo condiciones constantes de presion y temperatura.
Luego de la fase de calentamiento, se llevd a cabo una etapa de equilibracién
(1 ns) y posteriormente las etapas de produccion (20 ns). Los analisis
estructurales sobre las trayectorias de DM se llevaron a cabo utilizando el
moédulo de Cpptraj de AMBER14, realizando célculos y andlisis de

componentes de interaccién energética ligandos — macromolecular por empleo
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del método de MMPBSA, tal como se encuentra implemetado en el médulo
MMPBSA.py. (Miller et al., 2012). Las trayectorias de DM resultantes se
visualizaron usando el software VMD V.1.9 (Humphrey et al., 1996). En todos
los casos, las simulaciones de DM se obtuvieron empleando cddigo de
simulacion basado en arquitectura CUDA (pmemd.cuda), empleando
infraestructura de cémputo proporcionada por el grupo de computacion GPGPU
de la Facultad de Mateméatica y Fisica de la Universidad Nacional de Cérdoba,

Argentina.
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1. Anadlisis del efecto del andlogo UVB1 sobre los niveles

plasméticos de calcio en ratones

Como hemos mencionado en la seccién “introduccion”, la sintesis de
nuevos analogos del calcitriol tiene como objetivo la obtencién de compuestos
gue posean poca o nula actividad calcemiante con el fin de poder administrar la
dosis necesaria para la accion antitumoral sin provocar efectos toxicos
secundarios. Por esta razén, uno de los objetivos planteados para este trabajo
de tesis es la evaluacién de la actividad calcémica del nuevo analogo de
calcitriol UVB1 mediante ensayos in vivo.

Por lo tanto, comenzamos estudiando el efecto del analogo UVB1, en
comparacion con calcitriol, sobre los niveles plasmaticos de calcio en ratones
CF1 que fueron inyectados intraperitonealmente con dosis diarias de 5 pg/kg
de peso de UVBL1, calcitriol o vehiculo. Se midieron los niveles de calcio de
estos animales a tiempo 0 h (basales) y cada 24 h durante un lapso total de 96
h.

Los valores basales del calcio plasmatico fueron de 8,55 + 0,57 mg/dL
(Figura 17, tiempo: 0 h). Estos valores se encuentran dentro del rango de
referencia reportado previamente para ratones (Sharabani et al., 2006; Spina et
al., 2005). Asimismo, dicho rango es coincidente con el de los humanos que es
de 8,5 - 10,5 mg/dL (Gonzélez et al., 2012).

La eleccion de la dosis a inyectar se baso a una revision bibliogréafica de
los ensayos farmacocinéticos publicados para el calcitriol. Estos reportes
demuestran que el metabolito administrado intraperitonealmente en una dosis
unica de 0,125 ug/ratdon (aproximadamente 5 ug/kg de peso) resulta en una
concentracion maxima de calcitriol plasmatico a las 24 h de 12 ng/mL y en un
area debajo de la curva (AUC) de 47 ng.h/mL; siendo esta concentracion
superior a la necesaria para la accion antitumoral demostrada en modelos
murinos (Muindi et al., 2010; Yin et al., 2009; Muindi et al., 2004).

Como se observa en la Figura 17, el analogo UVB1 carece de actividad
hipercalcemiante a todos los tiempos ensayados con la dosis de 5 pg/kg de

peso. Por el contrario, el calcitriol produjo hipercalcemia a partir de las 24 h de
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administracion, la cual se mantuvo hasta las 72 h. A las 96 h todos los animales
habian muerto. Ademas, registramos un aumento del hematocrito en los
ratones tratados con calcitriol (calcitriol: 56 + 0,82 % vs vehiculo: 44 + 0,19, p
=0,0002; a las 72 h de tratamiento; rango de hematocrito murino normal: 39 -
47 %; Windberger et al., 2003), siendo este aumento un signo intoxicacion
(OECD, 1995).

La observacion visual de los 6rganos internos de todos los ratones,
como higado, bazo y rifiones, no evidenciaron alteraciones morfologicas

macroscopicas con ninguno de los tratamientos.

@ Vehiculo
139 *dek 8 uvB1

@ Calcitriol

Niveles de calcio plasmatico
mg/dL

0 24 48 72 96
Tiempo (h)

Figura 17. Niveles de calcio plasmatico en ratones CF1. Los animales fueron inyectados
diariamente con 5 pg/kg de peso corporal de UVB1, calcitriol o vehiculo, por via intraperitoneal
durante un periodo de 96 h. Se midi6 el calcio plasmatico antes de la inyeccién de los
compuestos (0 h, niveles basales) y a las 24, 48, 72 y 96 h. Los valores correspondientes al
tratamiento de 96 h con calcitriol no estan disponibles dado que los animales murieron después
de las 72 h de tratamiento debido probablemente a la hipercalcemia. Los valores mostrados
corresponden al promedio + SD de cinco animales en cada grupo. La linea punteada indica el
limite superior del rango de calcemia normal. El experimento se repitié dos veces. Se aplico el
test de ANOVA de dos vias, con posterior test de Bonferroni. *** p <0,001 con respecto al
vehiculo.
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Posteriormente, dado que no se observaron efectos hipercalcemiantes
sobre los ratones a los que se les administré el UVB1 en una dosis de 5 pg/kg
de peso, y que el analogo presento resultados interesantes en diferentes lineas
celulares tumorales humanas (ver apartado 2 de esta misma seccidn), nos
propusimos evaluar los efectos sobre la calcemia en un segundo ensayo in vivo
con una dosis mas alta de analogo y por un tiempo prolongado en ratones
N:NIH(S)-Fox1™ (nude). Esta cepa de ratones inmunosuprimidos es
ampliamente utilizada en la realizacion de xenotransplantes con lineas
tumorales humanas y fue empleada en modelos animales desarrollados en

esta tesis.

En este experimento los ratones fueron divididos en dos grupos de 8
animales cada uno e inyectados con UVB1 o vehiculo en una dosis de 40 pg/kg
de peso corporal, 3 veces por semana durante un periodo total de 30 dias. Se
extrajo sangre antes y al final del periodo de tratamiento, y los niveles
plasmaticos de calcio se midieron segun se describié en la seccién “Materiales

y Métodos”.

Como se muestra en la Figura 18, los ratones nude presentaron valores
basales normales tanto de calcemia (8,79 = 0,23 mg/dL) como de hematocrito
(46 £ 2,63 %).

El tratamiento de estos animales con esta nueva dosis del analogo no
provoco diferencias significativas en la calcemia (UVB1: 9,03 £ 0,54 mg/dL vs
vehiculo: 9,20 + 0,60 mg/dL, p =0,579; Figura 18A), hematocrito (UVB1: 44 £
2,36 % vs vehiculo: 45 + 2,95 %, p =0,365; Figura 18B) y peso (Figura 18C).
Es de destacar que tampoco detectamos alteraciones histologicas en higado y
rifones (Figura 18D). La trama reticular de los higados de los ratones de
ambas condiciones se mantuvo conservada, sin lesiones centrolobulillares;
tampoco se evidenciaron glomerulopatias o lesiones vasculares o intersticiales

en los rifiones.
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Figura 18. A) Niveles plasmaticos de calcio, B) Hematocrito, C) Peso corporales de los
ratones y D) Histologia de los rifiones e higado. Ratones N:NIH(S)-Fox1™ (nude) fueron
tratados con vehiculo o UVB1 a una dosis de 40 ug/Kg de peso durante un periodo total de 30
dias. Los valores presentados corresponden al promedio + SD. Se aplico el test de Student
para calcemia y hematocrito y ANOVA de dos vias con posterior test de Bonferroni para el peso
corporal. Ns: no significativo. p >0,05. Magnificacion: 100x y 400x.

2. Estudio de los efectos antitumorales del analogo UVB1

Los ensayos preclinicos que se realizan para evaluar las propiedades
antitumorales de un determinado compuesto incluyen estudios en diferentes
lineas celulares y en modelos animales de cancer, los cuales seran
denominados en esta tesis como ensayos in cultivo y ensayos in Vvivo,

respectivamente.

Uno de los primeros estudios que se llevan normalmente a cabo con el
fin de comenzar a evaluar si un determinado compuesto presenta propiedades
antitumorales in cultivo es la determinacién de sus efectos sobre la viabilidad
celular de distintas lineas celulares de cancer. El UVB1 es un compuesto nuevo
sintetizado por nuestro grupo de trabajo por lo que no existian antecedentes del

tipo tumoral sobre el cudl podria ser efectivo. Por lo tanto, como una primera
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aproximacion para comenzar a determinar el valor terapéutico del analogo
UVBL1, evaluamos sus efectos sobre la viabilidad celular en lineas tumorales
elegidas al azar entre el amplio panel de lineas celulares disponibles en

nuestro laboratorio.

A tal fin, realizamos curvas de concentracion y tiempo respuesta para
evaluar los efectos del UVB1 sobre la viabilidad celular inicialmente en tres
lineas celulares tumorales humanas de diferente estirpe: una linea celular de
glioblastoma multiforme U251, una de carcinoma celular escamoso de cabeza
y cuello (CCECC) HN13 y una de carcinoma colorrectal (CCR) HCT116. Cabe
destacar que estas lineas celulares pertenecen a tres tipos tumorales

previamente estudiados por nuestro grupo de investigacion.

En esta tesis definimos operativamente a la variable viabilidad celular
como la proporcion de células que sobreviven a alguna situacion particular;
especificamente aqui se refiere al numero de células vivas o viables luego del
tratamiento con el compuesto en estudio. Si el nimero de células hallado en la
condicion experimental es menor al de la condicion control esto podria deberse
a que el analogo produjo una alteracion en el ciclo celular y/o un incremento de

la muerte celular en las células de la linea en estudio.

Para la seleccion de las concentraciones y los tiempos de tratamiento a
utilizar, realizamos una revision bibliografica de las concentraciones de accion
fisioloégicas del calcitriol (Zittermann et al., 2009; Chun et al., 2008) y de
analogos probados en ensayos in cultivo (Ben-Eltriki et al., 2016; Segovia-
Mendoza et al., 2015; Wierzbicka et al., 2015; Liu et al., 2014; Diaz et al., 2000)
y decidimos tratar a las células con un rango amplio de concentraciones del
analogo UVB1 (0,01; 0,1; 1; 10; 100 nM) y a diferentes tiempos de tratamiento
(24, 48, 72, 96, 120 h). Empleamos la técnica de recuento manual en camara
de Neubauer y el ensayo colorimétrico de WST-1, para validar por un método

independiente los resultados obtenidos con el recuento celular.

Como se puede observar en la Figura 19, el numero de células
contadas y la absorbancia leida luego del tratamiento con el UVB1 fue menor
con respecto al control a partir de las 96 h de tratamiento registrandose un

efecto marcado a las 120 h en las tres lineas celulares ensayadas. Por lo tanto,

Maria Julia Ferronato Pagina 101



RESULTADOS

Recuento celular Ensayo colorimétrico

>

U251 U251

N
I3
S

- B4
100 - >

= =
o o
=} =
S c
o o
o 3] -
© © 100 &#: —
3 33— ° ,aifl$ *xk
X E S & Kok
< 75 e < 759 *kk Kok
2] g *k*k
< * o
S 504 & 50
E *k% ©
o 2
o 257 5 25
° 3
Z o0 T T T T T < o T T T T T
24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Tiempo (h) Tiempo (h)

1501

1254 125+

I
1004 @7‘4: —e—
=

1004

754 754

N° de células (% del control)
Absorbancia (% del control)

50+ 50 *kk
::: } dokk
254 25 *kk
0 T T T T T 0 T T T T T
24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Tiempo (h) Tiempo (h)
C

HCT116 HCT116

150+ 150+

1254 125+

1004 LT‘?“;: 1

100{ g = 5 + >

*kk

*kk
504 *kk

N° de células (% del control)
~
ol
]
| ﬁ
i )
* X X
* % o
* X ¥
Absorbancia (% del control)
~
[4)]
i
>*
*
*
*

24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Tiempo (h) Tiempo (h)

-= 100 nM -+ 10 nM - 1nM - 0,1 nM 0,01 nM

Figura 19. Curvas de concentracion y tiempo respuesta para evaluar la viabilidad celular en
las lineas tumorales humanas U251, HN13 y HCT116 mediante conteo manual en camara de
Neubauer (panel izquierdo) y ensayo colorimétrico de WST-1 (panel derecho). Las células
fueron tratadas con el analogo en las concentraciones de 0,01; 0,1; 1; 10; 100 nM durante 24,
48, 72, 96, 120 h. Cada punto representa la media + SEM de al menos dos ensayos
independientes. Se aplicé el test de ANOVA de dos vias, con posterior test de Bonferroni. *** p
<0,001; ** p <0,01.
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decidimos continuar el estudio del efecto del andlogo sobre un panel mas
amplio de lineas celulares tumorales realizando curvas de concentracion -
respuesta a 120 h de tratamiento y comparando el efecto del analogo con el

ejercido por el calcitriol.

Teniendo en cuenta los resultados anteriormente descriptos y la
experiencia previa de nuestro grupo de investigacion con determinados tipos
tumorales, decidimos continuar estudiando los potenciales efectos de este
anélogo sobre glioblastoma multiforme, carcinoma celular escamoso de cabeza
y cuello, adenocarcinoma mamario y carcinoma colorrectal. Por lo tanto, los
resultados obtenidos en las diferentes lineas celulares tumorales seran
presentados a continuacién en los apartados correspondientes a cada tipo

tumoral.

2.1. Evaluacion de los efectos antitumorales del analogo UVB1 en células

de glioblastoma multiforme

Analisis de los efectos del UVB1 sobre la viabilidad celular en las
lineas de glioblastoma multiforme

Tal como se describid, comenzamos evaluando los efectos del analogo
sobre la viabilidad celular realizando las curvas de concentracion - respuesta a
120 h de tratamiento en las lineas celulares de glioblastoma multiforme GL26,
de origen murino, y T98G, de origen humano. Ademas, se repitid el
experimento con la linea U251 (humano), utilizada en el ensayo de viabilidad
inicial exploratorio, para comparar los efectos obtenidos entre el analogo y el
calcitriol (Figura 20). Luego, se calcularon las concentraciones inhibitorias 50
(ICsp) para las lineas que respondieron al tratamiento durante 120 h con UVB1

y/o calcitriol (Tabla 11).
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Figura 20. Ensayos de concentraciéon - respuesta para el UVB1 y calcitriol evaluando la
viabilidad celular de lineas de glioblastoma multiforme. A) GL26, B) T98G y C) U251. Las
células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de analogo, calcitriol o vehiculo por
120 h. Cada punto representa el promedio de cuatro réplicas de un mismo experimento + SD.
El ensayo fue repetido 3 veces para cada linea. Se aplicé el test de ANOVA de dos vias, con
posterior test de Bonferroni, *** p <0,001; ** p <0,01; * p <0,05.

) o Tabla 11. ICs, de las lineas
Linea Celular UvB1 Calcitriol celulares de glioblastoma
multiforme tratadas con UVB1 o
GL26 2,20 0,76 calcitriol durante 120 h. Las ICs
corresponden al promedio de los
T98G - - ; ;
tres ensayos independientes.
U251 5,61 12,09
ICs0: Concentracion Inhibitoria 50: concentracion de compuesto
necesaria para reducir la viabilidad celular al 50 % (nM).

Como se muestra en la Figura 20, tanto el analogo como el calcitriol
disminuyeron la viabilidad celular de la linea murina GL26 (Figura 20A) y

humana U251 (Figura 20C). Por el contrario, ninguno de los dos compuestos
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provoco efectos sobre la viabilidad de las células de glioblastoma multiforme
humanas T98G (Figura 20B). La comparacion de las ICso calculadas para cada
linea (Tabla 11) muestra que el calcitriol es mas potente que el UVBL1 en la
reduccion de la viabilidad celular de la linea GL26 mientras que en la linea
U251 el anélogo presentd un efecto mayor que la hormona natural.

Estudio de los efectos del UVB1 sobre la migracion celular

Teniendo en cuenta que existen reportes que indican que el calcitriol y
algunos de sus andlogos son capaces de modular la capacidad migratoria de
las células tumorales (Scaranti et al., 2016; Picotto et al., 2012), decidimos
evaluar los efectos del UVB1 sobre la migracion celular en estas lineas de
glioblastoma multiforme. Para ello, realizamos el ensayo de cierre de la herida

o “wound healing’.

Cabe destacar que este ensayo tiene el inconveniente que las
variaciones en el cierre de la herida pueden deberse a un efecto del compuesto
en estudio tanto sobre la migracion celular como sobre la proliferacion celular.
Habiendo demostrado que el analogo produce una disminucion de la viabilidad
en varias lineas celulares, ya sea de glioblastoma multiforme como de otros
tipos tumorales, resultaba importante asegurarse en estos ensayos que el
analogo UVB1 afecte realmente la migracion celular. Por esta razon, las
diferentes lineas celulares se trataron con una concentracion de 100 nM del
analogo, calcitriol o vehiculo durante un tiempo inferior a la tasa de duplicacion
de las lineas en estudio. Si bien esta cantidad de compuesto corresponde a la
concentracion mas alta empleada en los ensayos de viabilidad celular, en estos
ultimos no se observaron efectos a las 24 h de tratamiento de las diferentes
lineas celulares (Figura 19). Dado que los tiempos utilizados en estos ensayos
de migracion celular son menores a ese lapso, es razonable considerar que lo
gue se esta detectando es el efecto del calcitriol o del analogo solo sobre el
proceso de migracién celular sin que intervengan modificaciones en la

viabilidad de las células.

Como se puede observar en la Figura 21A, en la linea de glioma murina

GL26, ni el andlogo ni el calcitriol provocaron efectos sobre la capacidad
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migratoria de estas células a los tiempos estudiados (p >0,05). En relacién a la
migracion celular de las lineas de glioblastoma multiforme humanas que fueron
tratadas con el andlogo mostraron un comportamiento disimil: las células T98G
presentaron una disminucion de la capacidad migratoria con respecto al
vehiculo para el mismo tiempo transcurrido (UVB1 vs vehiculo: 16 h: 45,47 +
3,65 % vs 13,99 £ 2,22 %, ** p <0,01 - 21 h: 27,76 £5,79 % vs 7,32 £ 3,57 %, *
p <0,05; Figura 21B), mientras que las células U251 no fueron afectadas por la
presencia de UVB1 en el medio de cultivo (p >0,05; Figura 21C). Las lineas
celulares U251 y T98G tratadas con calcitriol no mostraron diferencias

significativas en la migracion con respecto al vehiculo (p >0,05).
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Figura 21. Evaluacion de la migracién celular luego del tratamiento con UVB1 y calcitriol
en lineas de glioblastoma multiforme. A) GL26, B) T98G y C) U251. Las células fueron
expuestas a la concentracion de 100 nM de UVBL, calcitriol o vehiculo por un tiempo menor a
24 h. Se muestran fotos representativas a los distintos tiempos analizados (200x). El gréfico de
lineas representa la media =+ SEM del porcentaje descubierto del area de la herida de tres
ensayos independientes. Se aplicé el test de ANOVA de dos vias, con posterior test de
Bonferroni, ** p <0,01; * p <0,05.
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Figura 21 (continuacién). Evaluacién de la migracion celular luego del tratamiento con
UVBL1 y calcitriol en lineas de glioblastoma multiforme. A) GL26, B) T98G y C) U251. Las
células fueron expuestas a la concentracion de 100 nM de UVBL, calcitriol o vehiculo por un
tiempo menor a 24 h. Se muestran fotos representativas a los distintos tiempos analizados
(200x) vy el gréfico de lineas representa la media £+ SEM del porcentaje descubierto del area de
la herida de tres ensayos independientes. Se aplico el test de ANOVA de dos vias, con
posterior test de Bonferroni, ** p <0,01; * p <0,05.

Como se puede observar los resultados obtenidos en las lineas celulares
de glioblastoma multiforme fueron variables. Por esta razén, y teniendo en

cuenta el tiempo de desarrollo habitual de una tesis, los estudios relacionados
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a este tipo tumoral, fueron detenidos en este punto con la perspectiva de

retomarlos en el futuro proximo.

2.2. Evaluacién de los efectos antitumorales del andlogo UVB1 en células

de carcinoma celular escamoso de cabezay cuello

Estudio de los efectos del UVB1 sobre la viabilidad celular en la
lineas de CCECC

Dado que en el ensayo de viabilidad exploratorio inicial obtuvimos
resultados promisorios al evaluar el anédlogo en la linea celular HN13 y teniendo
en cuenta la experiencia del laboratorio en el estudio del CCECC, decidimos
iniciar el analisis de los efectos del UVBL1 en este tipo tumoral.

Para realizar las curvas de concentracion — respuesta a 120 h de
tratamiento, las lineas celulares humanas de CCECC HN12 y la linea
anteriormente ensayada HN13 fueron sembradas y tratadas con UVBI,

calcitriol o vehiculo en las concentraciones previamente descriptas.

Como se muestra en la Figura 22 A y B, tanto el UVB1 como el calcitriol
disminuyeron la viabilidad celular de ambas lineas de CCECC. La comparacion
de las ICso calculadas a partir de las curvas de concentracion - respuesta
(Tabla 12) indica que el efecto del UVBL1 sobre la viabilidad celular de la linea
HN212 fue similar al demostrado por el calcitriol (ICso UVB1: 0,071 nM vs ICs
calcitriol: 0,084 nM), mientras que en las células HN13, el analogo demostré un
efecto mas potente que la hormona natural. La ICsy del andlogo fue
significativamente menor con respecto a la del calcitriol (ICso UVB1: 0,0016 nM
vs ICsp calcitriol: 1,98 nM).
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Figura 22. Ensayos de concentracion - respuesta para el UVB1 y calcitriol evaluando la
viabilidad celular de lineas celulares de CCECC. A) HN13 y B) HN12. Las células fueron
expuestas a las concentraciones indicadas de andalogo, calcitriol o vehiculo por 120 h. Cada
punto representa el promedio de cuatro réplicas de un mismo experimento + SD. El ensayo fue

repetido 3 veces para cada linea. Se aplico el test de ANOVA de dos vias, con posterior test de
Bonferroni, *** p <0,001; ** p <0,01.

Tabla 12. ICsxy de las lineas

Linea Celular UvB1l Calcitriol celulares de CCECC tratadas con
UVB1 o calcitriol durante 120 h.
HN13 0,0016 1,98 Las ICg, corresponden al promedio
de los tres ensayos independientes.
HN12 0,071 0,084

ICs0: Concentracion Inhibitoria 50: concentracién de compuesto

necesaria para reducir la viabilidad celular al 50 % (nM).

Debido a la interesante respuesta antitumoral observada con el UVBL1 en
los ensayos de viabilidad celular en las lineas de CCECC, nos propusimos
continuar con los ensayos preclinicos del analogo comenzando a indagar los

mecanismos celulares y moleculares implicados en sus efectos.

Para ello, comenzamos evaluando los efectos del UVB1 sobre el ciclo
celular de la linea HN13. Dicha decision respondié al hecho de que se obtuvo
una mejor respuesta con el analogo sobre la viabilidad en esta linea celular que
en las células HN12 (ICso HN13: 0,0016 nM vs ICso HN12: 0,071 nM) y al hecho
de que el UVB1 mostré un efecto mas potente que el calcitriol en la reduccién
de la viabilidad de las células HN13.
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Andlisis de los efectos del analogo UVB1 sobre el ciclo celular de
las células HN13

Como es sabido, la progresiéon del ciclo celular es un evento biologico
qgue se encuentra altamente regulado en las células normales, pero se
convierte en un evento aberrante o desregulado en las células neoplésicas.
Mientras que las células normales s6lo son capaces de abandonar un estado
quiescente (reposo) e ingresar en un estado de proliferacion activa luego de
recibir una seflal mitogénica, las células tumorales proliferan
descontroladamente tras adquirir autonomia proliferativa e insensibilidad a las
sefales de salida del ciclo celular (dos capacidades adquiridas) (Hanahan &
Weinberg, 2000). En este contexto inhibir la progresion del ciclo celular de las
células malignas es una estrategia efectiva para limitar el crecimiento tumoral
(Benada & Macurek, 2015). También es conocido que otra de las capacidades
adquiridas que las células normales para transformarse en tumorales es la

evasion a la apoptosis (Hanahan & Weinberg, 2000).

Teniendo en cuenta lo antedicho decidimos investigar si el potente
efecto del UVB1 sobre la viabilidad celular de la linea HN13 se debié a una
diminucion de la proliferacion celular o a un aumento de la apoptosis
analizando la distribucion de la poblacion de células en las distintas etapas del
ciclo celular por citometria de flujo. Para ello las células HN13 pre-tratadas con
UVBL1 o vehiculo se tifieron con IP y se sometieron al andlisis de las distintas
fases del ciclo celular segun lo descripto en la seccion “Materiales y Métodos”.
Como se muestra en la Figura 23, el tratamiento de las células HN13 con el
analogo (100 nM; 120 h) produjo un aumento muy significativo del nimero de
células en fase GO/G1 en comparacion con el vehiculo (UVB1: 63,10 + 0,85 vs
vehiculo: 53,33 £ 3,53 %; *** p <0,001).
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Figura 23. Analisis de la distribucién de células HN13 en las distintas fases del ciclo
celular por citometria de flujo. Las células fueron tratadas con UVB1 (100 nM) o vehiculo
durante 120 h. Se muestra la distribucién de la poblacién celular analizada por citometria de
flujo luego de la tincion con IP. El gréfico de barras representa el porcentaje de células en las
distintas fases del ciclo celular. El ensayo fue realizado por triplicado. Se aplico el test de
ANOVA de dos vias, con posterior test de Bonferroni. *** p <0,001.

Estos resultados indican que la disminucion de la viabilidad celular
inducida por el anadlogo en estas células se debe a la inhibicion de la

proliferacion a través de un arresto del ciclo celular en GO/G1.

Se ha demostrado que el arresto del ciclo celular se produce
frecuentemente como consecuencia de la activacion de mecanismos de control
de dicho ciclo que se ponen en marcha ante varios estimulos, entre ellos los
producidos por el estrés oxidativo (Vicencio et al., 2008). Este ultimo es
desencadenante también de la activacion de enzimas de biotransformacion de

fase | y Il para tratar de eliminar al agente causante del arresto celular, entre
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las cuales se encuentra la enzima Hemo Oxigenasa-1 (HO-1) (Lwong &
Nguyén, 2012). En base a estos antecedentes y al hecho de que el calcitriol ha
demostrado ejercer sus efectos antitumorales mediante la capacidad de inducir
estrés oxidativo por generacion de ROS en diferentes lineas celulares (Zhang
et al., 2014; Koren et al., 2001) es que nos propusimos determinar los niveles
de sustancias oxidantes en la linea HN13 tratadas con el anélogo y analizar la
expresion de algunas proteinas comuinmente involucradas en el control del

ciclo celular, asi como también de la enzima antioxidante HO-1.

Para determinar el efecto del UVB1 sobre la produccién de las ROS en
la linea celular HN13, las células fueron tratadas con el analogo (100 nM, 120
h), luego se incubaron con la sonda DCDHF-DA y se cuantificaron las ROS
como se detallé en la seccién de “Materiales y Métodos”. Dado que no hay
antecedentes de estudios de evaluacion de ROS con la sonda DCDHF-DA en
lineas de CCECC tratadas con calcitriol, evaluamos los efectos de la hormona
natural en la linea HN13 y comparamos los resultados obtenidos con los del
UVB1. Células HN13 tratadas con agua oxigenada fueron empleadas como

control positivo de la técnica.

Como se observa en la Figura 24A tanto el analogo como el calcitriol
provocaron un aumento de las ROS con respecto al vehiculo (UVB1: 17,78 +
1,20 UA; calcitriol: 20,78 + 2,32 vs vehiculo: 9,92 £ 0,72 UA; ** p <0,01). La
generacion de las ROS en el control positivo de agua oxigenada fue de 34,89 +
5,98 UA, resultado que indica un buen funcionamiento de la técnica ya que es

ampliamente conocido el efecto oxidante de esta sustancia.

Estos resultados sugieren que la generacion de ROS por parte del
analogo, es decir el estrés oxidativo generado por el UVB1, podria conducir a

un arresto del ciclo celular en GO/G1 en la linea HN13.

Coincidentemente, la evaluacion de la expresibn de la enzima
antioxidante HO-1 luego del tratamiento de las células HN13 con UVBL1 resulto

incrementada por presencia del analogo (Figura 24B).

Para comenzar a investigar los mecanismos moleculares que podrian
estar conduciendo al arresto del ciclo celular estudiamos la expresién de

algunas de las proteinas involucradas en la regulacion de dicho ciclo mediante
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WB. Como se observa en la Figura 24B, el UVB1 provoco disminucion de la

expresion de ciclina D1 y no afectd la expresion de la proteina p27.

Tal como fue descripto en la seccién “Introduccion”, una de las formas
por la cual el calcitriol y sus analogos ejercen su actividad antitumoral es a
través de mecanismos que involucran al receptor VDR. Con el objetivo de
analizar si el tratamiento con UVB1 inducia un aumento del receptor en células
HN13, se estudiaron sus niveles proteicos mediante WB. Como se puede
observar en la Figura 24C, el analogo no provocd cambios en la expresion de
VDR a tiempos cortos de tratamiento (12 y 24 h), mientras que a tiempos largos
(220 h) el UVBL1 produjo un aumento de la expresion del receptor.
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Figura 24. Evaluacion de las ROS y de la expresidn de proteinas en la linea celular HN13.
A) Determinacién de las ROS. Las células fueron tratadas con vehiculo, UVB1o calcitriol (100
nM, 120 h) y luego incubadas con DCDHF-DA. Se utiliz6 como control positivo células tratadas
con agua oxigenada (H,0,). Los niveles de las ROS se cuantificaron por espectrofluorometria.
UA: niveles de ROS / pg de proteina. Se muestra la media + SEM de dos ensayos
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independientes. Se aplico el test de ANOVA con posterior test de Bonferroni. ** p <0,01. B)
Efecto del andlogo UVBL1 sobre la expresion de ciclina D1, p27 y HO-1 mediante WB. C) Se
muestra el efecto del analogo UVBL1 sobre la expresion de VDR a tiempos cortos y largos de
tratamiento analizada mediante WB. Los resultados fueron normalizados con actina.

Estudio de los efectos del andlogo UVB1 sobre la migracion celular

Como ya se comentd existen reportes que indican que el calcitriol y
algunos de sus analogos modulan la migracion de las células tumorales, por lo
tanto decidimos evaluar este proceso mediante la realizacion de ensayos de

cierre de la herida o “wound healing” de la manera anteriormente descripta.

Como se puede observar en la Figura 25, la linea celular HN13 no
evidencio alteracion de la migracion celular ante la presencia del analogo o del
calcitriol, mostrando la misma velocidad de migracion que las células tratadas
con vehiculo (p >0,05; Figura 25A). Sin embargo, la linea HN12 presenté una
disminucion de la capacidad migratoria cuando las células fueron tratadas con
el analogo (UVB1 vs vehiculo: 16 h: 54,28 + 7,01 % vs 32,81 + 3,00 %, ** p
<0,01 - 21 h: 42,78 + 5,08 % vs 21,99 £ 2,61 %, * p <0,05; Figura 25B) y con
calcitriol (calcitriol vs vehiculo: 16 h: 54,80 + 8,20 % vs 32,81 = 3,00 %, ** p
<0,01 - 21 h: 43,58 + 11,33 % vs 21,99 + 2,61 %, * p <0,05; Figura 25B). La
comparacion de la migracion entre el calcitriol y su analogo no demostro

diferencias significativas.
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Figura 25. Evaluacion de la migracién celular luego del tratamiento con UVB1 y calcitriol
sobre dos lineas celulares de CCECC. A) HN13 y B) HN12. Las células fueron expuestas a la
concentracién de 100 nM de UVB1, calcitriol o vehiculo por un tiempo menor a 24 h. Se
muestran fotos representativas a los distintos tiempos analizados (200x). El gréfico de lineas
representa la media =+ SEM del porcentaje descubierto del area de la herida de tres ensayos
independientes. Se aplico el test de ANOVA de dos vias, con posterior test de Bonferroni, ** p
<0,01; * p <0,05.

Efecto del anadlogo UVB1 en un modelo animal de xenotransplante
subcutaneo con células de carcinoma celular escamoso de cabeza y
cuello

Maria Julia Ferronato Pagina 115



RESULTADOS

Teniendo en cuenta los alentadores resultados obtenidos in cultivo con
las lineas celulares de CCECC nos propusimos evaluar los efectos del analogo
UVB1 en un modelo in vivo. Dado la imposibilidad de realizar un modelo animal
con la linea celular HN13 debido a que esta Ultima presenta una muy baja
eficiencia de produccion de tumores en ratones inmunosuprimidos (Yan et al.,
2013), decidimos evaluar la accién del UVB1 en un modelo in vivo de
xenotransplante subcutaneo en ratones N: NIH(S)-Fox1™ (nude) utilizando las
células HN12. Como ya se describio, las células de esta linea proveniente de
CCECC mostraron una disminucién de la viabilidad y migracién celular al ser
tratadas con el analogo UVBL1.

Los ratones fueron inoculados con las células y cuando los tumores
median aproximadamente 4 mm de diametro los animales se dividieron al azar
en dos grupos. El tratamiento con UVB1 o vehiculo se realizo de la manera

descripta en “Materiales y Métodos”. Como se observa en la Figura 26C, no se
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Figura 26. Modelo de xenotransplante subcutaneo con células HN12 en ratones N:NIH(S)-
Fox1™ (nude). Los animales fueron tratados con 12 dosis de 40 pg/kg de peso de UVB1 o
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vehiculo. A) En el gréfico se representa el promedio del volumen tumoral de cada grupo + SD in
vivo. Se aplico el test de ANOVA con posterior test de Bonferroni, p >0,05. B) Fotos
representativas de un ratén de cada grupo experimental. C) En el gréfico se representa el
promedio del volumen tumoral de cada grupo + SD ex vivo. Se realizé un test de Student para
analizar las posibles diferencias en la carga tumoral entre los grupos. p >0,05. D) Fotografias
de tumores representativos de cada condicion.

hallaron diferencias significativas en las dimensiones tumorales entre ambos
grupos. Los volumenes tumorales ex vivo de cada grupo fueron: vehiculo:
24,08 + 4,62 mm’y UVBL1: 23,10 + 4,83 mm®, p >0,05.

Cabe destacar que en este modelo animal observamos un
comportamiento atipico de los tumores, ya que si bien eran solidos, palpables y
definidos, su tamafio se incrementd solo ligeramente con el paso del tiempo en
ambos grupos (Figura 26A). Es posible entonces que este modelo animal no

sea el adecuado para este tipo de estudios.

Para confirmar la ausencia de la actividad calcémica del analogo en los
mismos animales de experimentacion, se recogié plasma al final del
tratamiento y se determinaron los niveles plasmaticos de calcio segun lo
descripto en “Materiales y Métodos”. Como se puede observar en la Figura 27,
el tratamiento de los ratones con el analogo no provocé diferencias
significativas en la calcemia (UVB1: 9,29 + 0,52 mg/dL vs vehiculo: 8,96 + 0,59
mg/dL, p >0,05; Figura 27A), el hematocrito (UVB1: 41 + 1,10 % vs vehiculo:
42 + 2,38 %, p >0,05; Figura 27B) o el peso (Figura 27C).
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Figura 27. Calcemia, hematocrito y peso corporal de los ratones tratados con UVB1 o
vehiculo en el modelo animal de xenotransplante con células HN12. Se muestran los A)
valores de calcemia, B) valores del hematocrito y C) peso de los ratones de cada grupo. Los
animales fueron tratados con 12 dosis de 40 ug/kg de peso de UVB1 o vehiculo durante 30
dias. Se realizo el test de Student para la calcemia y el hematocrito. En los gréaficos se
representa el promedio £ SD de cada grupo. Se aplico el test de ANOVA con posterior test de
Bonferroni para peso corporal. Se muestra la media de cada grupo experimental. Ns: no
significativo. p >0,05.

Cabe entonces destacar que, a pesar de no haberse obtenido en este
experimento una reduccion del tamafio tumoral como resultado del tratamiento
de los ratones con el analogo, los paradmetros evaluados indican que el mismo
no seria toxico para estos animales. Teniendo en cuenta esto Ultimo y los
resultados obtenidos en las lineas celulares de CCECC consideramos que
seria adecuado continuar el estudio de los efectos antitumorales de este

analogo en otros modelos animales y/o con otras modalidades de tratamiento.

2.3. Evaluacion de los efectos antitumorales del anadlogo UVB1 en células

de adenocarcinoma mamario

Estudio de los efectos del UVB1 sobre la viabilidad celular en las
lineas de adenocarcinoma mamario

Dada la experiencia de nuestro grupo de investigacion en el estudio del
adenocarcinoma mamario, decidimos explorar los potenciales efectos del
analogo en este tipo tumoral. De la misma manera que la descripta para las
lineas celulares de glioblastoma multiforme y carcinoma celular escamoso de
cabeza y cuello, realizamos curvas de concentracién — respuesta a 120 h de
tratamiento con el andlogo, calcitriol o vehiculo tanto en lineas tumorales
mamarias murinas LM3, como humanas T47D y MDA-MB-231. Teniendo en
cuenta que es deseable en todo tratamiento oncolégico la ausencia de efectos
sobre células normales, y contando con la contraparte no maligna de las
células LM3, la linea celular HC11, decidimos evaluar los efectos del analogo
sobre estas células. Esta linea celular epitelial mamaria se origind a partir de

ratones sanos BALB/c, al igual que las células LM3 (Williams et al., 2009;
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Ultreger et al., 1997). Posteriormente, se calcularon las ICso para las lineas que
respondieron al tratamiento con el UVBL1 y/o calcitriol (Tabla 13).

Como se muestra en la Figura 28, el UVB1, a diferencia del calcitriol,
redujo la viabilidad celular de la linea tumoral murina LM3 (Figura 28A). Con
respecto a la linea celular no maligna HC11, tanto el andlogo UVB1 como el
calcitriol provocaron una disminucion de la viabilidad en estas células (Figura
28B), siendo sus ICsp 0,414 y 0,599 nM, respectivamente (Tabla 13).

En cuanto a la linea tumoral humana T47D, tanto el calcitriol como el
UVB1 disminuyeron su viabilidad celular (Figura 28C) y la comparacion de sus
ICso0 muestra un efecto mas potente de la hormona natural con respecto al
anélogo (ICso calcitriol: 0,54 nM vs ICso UVB1: 5,76 nM). La viabilidad de las
células de adenocarcinoma mamario humana MDA-MB-231 (Figura 28D) se
redujo por presencia del calcitriol mientras que no se vieron afectadas por el

tratamiento con el analogo durante 120 h.
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Figura 28. Ensayos de concentracidn - respuesta para el UVB1 y calcitriol evaluando la
viabilidad celular de lineas celulares mamarias. A) LM3, B) HC11, C) T47D y D) MDA-MB-231.
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Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de anélogo, calcitriol o vehiculo
por 120 h. Cada punto representa el promedio de cuatro réplicas de un mismo experimento +
SD. El ensayo fue repetido 3 veces para cada linea. Se aplicé el test de ANOVA de dos vias,
con posterior test de Bonferroni, *** p <0,001; ** p <0,01; * p <0,05.

Tabla 13. ICsxy de las lineas

Linea Celular UVB1 Calcitriol celulares mamarias, tumorales
(LM3, T47D y MDA-MB-231) y no

LM3 0,029 B malignas (HC11), que
respondieron al tratamiento con

HCI11 0,414 0,599 UVB1 y/o calcitriol durante 120 h.
Las 1Csp corresponden a un

T47D 5,76 0,54 promedio de los tres ensayos

independientes.
MDA-MB-231 - 7,58

ICs0: Concentracion Inhibitoria 50: concentracion de compuesto

necesaria para reducir la viabilidad celular al 50 % (nM).

Como se puede observar tanto el analogo como el calcitriol presentaron
efectos variables en la disminucion de la viabilidad de las lineas tumorales v,
contrariamente a lo deseable, redujeron en viabilidad de las células no

malignas.

Estudio de los efectos del UVB1 sobre procesos celulares y
mecanismos moleculares relacionados con la metastasis

A continuacién, realizamos los ensayos de la herida para evaluar la
capacidad migratoria de estas lineas celulares mamarias en presencia del

analogo o calcitriol. En la Figura 29 se presentan los resultados obtenidos.

En relacion a la migracion de las células de adenocarcinoma mamario
murino LM3, estas presentaron una disminucion de la migracion celular cuando
fueron tratadas con el UVB1 (UVBL1 vs vehiculo: 16 h: 45,48 + 3,65 % vs 13,99
+ 5,22 %, *** p <0,001 - 21 h: 27,76 £ 5,79 % vs 7,32 + 3,57 %, ** p <0,01;
Figura 29A), no hallandose diferencias significativas en presencia de calcitriol
(p >0,05) comparado con la condicién control. Con respecto a su contraparte no
maligna, ni el calcitriol ni el andlogo afectaron la capacidad migratoria de esta

linea celular (p >0,05; Figura 29B).
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En cuanto a la capacidad migratoria de las lineas tumorales mamarias
humanas T47D y MDA-MB-231, la misma no fue afectada por la presencia del

anélogo ni del calcitriol (p >0,05; Figura 29 Cy D).
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Figura 29. Evaluacion de la migracién celular luego del tratamiento con UVB1 y calcitriol
sobre las lineas celulares mamarias A) LM3, B) HC11, C) T47D y D) MDA-MB-231. Las
células fueron expuestas a la concentracion de 100 nM de UVBL, calcitriol o vehiculo por un
tiempo menor a 24 h. Se muestran fotos representativas a los distintos tiempos analizados
(200x). El gréfico de lineas representa la media + SEM del porcentaje descubierto del &rea de
la herida de tres ensayos independientes. Se aplico el test de ANOVA de dos vias, con
posterior test de Bonferroni, *** p <0,001; ** p <0,01.
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Figura 29 (continuacién). Evaluacién de la migracién celular luego del tratamiento con
UVBL1 Yy calcitriol sobre las lineas celulares mamarias A) LM3, B) HC11, C) T47D y D) MDA-
MB-231. Las células fueron expuestas a la concentracion de 100 nM de UVBI, calcitriol o
vehiculo por un tiempo menor a 24 h. Se muestran fotos representativas a los distintos tiempos
analizados (200x). El gréfico de lineas representa la media £+ SEM del porcentaje descubierto
del area de la herida de tres ensayos independientes. Se aplicé el test de ANOVA de dos vias,
con posterior test de Bonferroni, *** p <0,001; ** p <0,01.

En base a los resultados hasta aqui presentados se puede concluir que
el calcitriol disminuy6 la viabilidad celular en la linea HC11 sin afectar a la linea
tumoral LM3. Ademas, no provoco efectos sobre la migracion celular de la linea
tumoral LM3 ni de su contraparte no maligna HC11. En cambio, el analogo
UVB1 presenta un efecto diferencial sobre las células tumorales y las no
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malignas. El compuesto fue capaz es disminuir la viabilidad de ambas lineas
celulares con ICs diferentes (ICsp LM3: 0,029 nM vs IC5p HC11: 0,414 nM) y de
retrasar la migracion celular de la linea tumoral LM3 sin afectar a las células
HC11.

Como es sabido en el proceso de metastasis la célula no solo debe
incrementar su capacidad migratoria sino también adquirir la capacidad de
invadir la MEC. Dado que se ha reportado que este proceso es modulado por el
calcitriol, decidimos evaluar los efectos del analogo sobre la invasion celular.
Este ensayo se realizd en células LM3 y en su contraparte no maligna HC11,
dado que, como se acaba de describir, observamos un efecto diferencial del

analogo sobre la migracion celular en estas lineas.

Para ello, se utilizé un ensayo de invasion a traves de camaras transwell.
Con el mismo se detecta la capacidad de las células para atravesar una
membrana cubierta con Matrigel®. Se seleccion6 un tiempo de tratamiento de
16 h ya que con el mismo se observo un retraso de la migracion celular en la
linea LM3 y no se hallaron efectos en la linea no maligna HC11. Como se

puede observar en la Figura 30A el analogo retraso la invasion celular de la li-
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Figura 30. Efectos del UVB1 sobre la capacidad invasiva de las células LM3 y HC11. Las
células fueron tratadas con UVB1 (100 nM) o vehiculo por 16 h y se evallo la capacidad
invasiva utilizando camaras transwell recubiertas con Matrigel®. Imagenes representativas del
ensayo de invasion mostrando las células que atravesaron la capa de Matrigel®. Magnificacion:
400x. El gréfico muestra la media + SD del nimero de células A) LM3 y B) HC11 invasivas por
campo luego del tratamiento con UVB1 o vehiculo. En ambos casos, el ensayo se realizo por
triplicado y se analizaron diez campos al azar de cada condicién. Se aplic el test de Student.
Ns: no significativo. *** p <0,001.

-nea LM3 (numero de células por campo: vehiculo: 63,71 + 8,46 vs UVBL1:
45,02 + 9,39; *** p <0,001) mientras que la invasion de las células HC11 no
resulté afectada (numero de células por campo: vehiculo: 45,22 + 13,37 vs
UVB1: 50,30 + 8,36; p =0,331; Figura 30B).

Estos resultados indican que el analogo presenta un efecto inhibitorio
tanto sobre la migracion celular como sobre la invasividad de las células
tumorales mamarias murinas, sin afectar a las células no malignas, lo que

sugiere su especificidad como agente anti-metastasico.

También es sabido que la MEC es una red compleja de proteinas y
polisacaridos que contribuyen a la estructura y funcion de un tejido. La
remodelacion de la MEC se realiza de manera dinamica y continua tanto en los
tejidos normales como en los tumorales (Giannelli et al., 2016; Coronato et al.,
2012). En este proceso intervienen, entre otras familias de proteasas, las
MMPs que facilitan la migracion celular, la invasién tumoral y la metastasis
(Bonnans et al., 2014).

Dado que el analogo demostré afectar la migracion y la invasion celular
de la linea de adenocarcinoma mamario murino y teniendo en cuenta que en
cancer de mama niveles plasmaticos aumentados de las MMP-9 y MMP-2 se
han relacionado con un peor pronéstico de las pacientes (Radisky & Radisky,
2015), decidimos estudiar si el UVB1 podria afectar la degradacion de la MEC
modulando la actividad de estas proteasas vinculadas al proceso de invasion
de las células tumorales mamarias. Para ello, utilizamos la técnica de
zimografia para medir la actividad proteolitica (gelatinasa) de las MMP-9 y
MMP-2 liberadas por las células LM3 y HC11 luego del tratamiento con el

analogo.
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Los resultados indican que las actividades de las MMP-9 y MMP-2 no
son afectadas por presencia del analogo en las dos lineas celulares mamarias
estudiadas, LM3 y HC11 (p >0,05, Figura 31 Ay B).
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Figura 31. Efectos del UVB1 sobre la actividad de las MMP-9 y MMP-2 secretadas por las
células LM3 y HC11. Zimografia realizada con el medio condicionado del cultivo de células A)
LM3 y B) HC11 tratadas con UVB1 (100 nM) o vehiculo durante 16 h. Se muestran los blots de
visualizacién de la actividad de MMP-9 y MMP-2. Las bandas fueron cuantificadas usando el
software ImageJ y normalizadas segln la cantidad de proteina celular. La actividad se graficé
como porcentaje respecto al control, considerandose a este como el 100 %. Se muestra la
media £ SEM de tres ensayos independientes. Se aplicé el test de Student; p >0,05.

Como ya se comentd, detectamos un efecto del andlogo sobre la
migracion de las células tumorales LM3. Se sabe que las modificaciones del
citoesqueleto de actina son importantes para la motilidad celular. Estas
modificaciones son reguladas mediante una compleja cascada de transduccion
de sefiales. La mutacion en alguna de las proteinas involucradas en estas
cascadas o alteracion en su expresion puede conducir a procesos aberrantes.
De hecho la invasién tumoral y la metastasis estdn cada vez mas asociadas

con la desregulacion del citoesqueleto de actina (Lambrechts et al., 2004). Para
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poder migrar la célula reorganiza su citoesqueleto formando fibras de estrés,
compuestas por moléculas de miosina Il, la proteina motora que presenta la
capacidad de contraerse. Esta contraccion de las fibras de estrés es parte del

proceso de locomocion celular (Alberts et al., 2008).

Teniendo en cuenta lo antedicho y los efectos ejercidos por el UVB1
sobre la migracion e invasién de las células LM3, se analiz6 el efecto del
analogo sobre la remodelacion del citoesqueleto de actina tal como se
describi6 en “Materiales y Métodos”. Luego del tratamiento con UVB1, se
observé que los filamentos de actina de la linea celular LM3 se reorganizan,
reduciéndose de manera muy significativa la cantidad de células con fibras de
estrés con respecto al control (% de células con fibras de estrés: vehiculo:
91,33 + 2,65 vs UVB1: 1,94 + 0,44, *** p <0,001; Figura 32).
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Figura 32. Evaluacion de la cantidad de células con fibras de estrés del citoesqueleto de
actina en la linea celular LM3. Las células fueron tratadas con UVB1 (100 nM) o vehiculo
durante 16 h. Se realiz6 la cuantificacion de las células con presencia de fibras de estrés. A)
Fotos representativas adquiridas por microscopia confocal (630x, barra de escala: 20 um). B) El
grafico de barras indica la media + SEM de dos ensayos independientes. Se aplicé el test de
Student, *** p <0,001.

También es sabido que durante la TEM, proceso necesario para que una
célula de un carcinoma pueda realizar metastasis, las células cancerosas
pierden la expresion de E-cadherina, se liberan del anclaje a las células
vecinas, adquieren la expresion de marcadores mesenquimaticos, tales como
vimentina, y alteran su morfologia celular desde una forma poliédrica hacia una
ahusada tipica de un fibroblasto. Ademds, en relacion con su funcién, se ha
demostrado que la E-cadherina es un marcador importante del proceso de
diferenciacion celular (Giannelli et al., 2016; Di Rosa et al., 2013). En este
sentido, también es importante destacar que se ha reportado que el calcitriol
modula la expresion de proteinas involucradas en la TEM (Xu et al., 2013).

Teniendo en cuenta estos antecedentes decidimos evaluar la expresion
de E-cadherina y B-catenina en la linea celular LM3 luego del tratamiento de las
células con el analogo o vehiculo. Tal como se muestra en la Figura 33, el
UVB1 provocé un aumento en los niveles de expresion de E-cadherina, tal
como pudo comprobarse mediante las técnicas de IF (UVB1: 5,56 £ 0,72 % vs
vehiculo: 2,21 + 0,76 %, p =0,005; Figura 33A) y WB (Figura 33B). En cuanto
a B-catenina, se evalud su expresion mediante WB y se hallé que el UVB1 no

provoco diferencias significativas con respecto al control (Figura 33B).
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Figura 33. Efectos de UVB1 sobre la expresion de E-cadherina y B-catenina en la linea
celular LM3. Las células fueron tratadas con UVB1 (100 nM) o vehiculo durante 16 h. A)
Evaluacion de la expresion de E-cadherina mediante IF. Se muestran imagenes representativas
del ensayo (Amplificacion: 400x). El gréfico de barras muestra el porcentaje de células que
expresan E-cadherina. Cada barra representa el promedio + SD de 10 campos al azar. Se
realizé el test de Student. ** p <0,01. B) Expresion de E-cadherina y B-catenina mediante WB.

Los experimentos fueron repetidos tres veces.
Efectos del UVB1 sobre la expresion de p27 en la linea celular LM3

Se cuenta con abundante evidencia de los efectos inhibidores de la
proteina p27 sobre el ciclo celular y de la relacion entre sus niveles alterados y
el cancer (He et al., 2012; Hershko, 2010). Por otro lado, como ya se comento,
el calcitriol también modula los niveles de este inhibidor (Christakos et al.,
2015). Ademas, en la actualidad se le atribuyen funciones sobre la migracién
celular cuando se encuentra localizado en citoplasma, sin embargo, su rol en
este Ultimo proceso aun es controversial ya que se cuenta con bibliografia que

reporta un papel tanto en la inhibicibn como en la estimulacién de la movilidad

celular (Berton et al., 2009).
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En base a estos antecedentes sobre los efectos en ambos procesos
celulares, proliferacion y migracion celular, y a su relacién con el calcitriol, nos
propusimos evaluar la expresion de p27 en las células LM3 tratadas con el
analogo dado que el tratamiento de estas células con el UVB1 produjo una
disminucion de la viabilidad celular y un retraso en la migracion celular. La
expresion de p27 fue evaluada mediante IF y WB en células LM3 tratadas con
UVB1 o vehiculo. Como se observa en la Figura 34A el tratamiento de las
células LM3 con el analogo (100 nM, 16 h) provoco un aumento de la expresion
de esta proteina tanto en nucleo como en citoplasma con respecto al control
(vehiculo: 74,62 + 8,18 % vs UVB1: 98,70 + 0,46 %; p =0,007). Este aumento

de la expresion de p27 fue confirmado mediante WB (Figura 34B).
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Figura 34. Efectos del UVB1 sobre la expresidon de p27 en la linea celular LM3. Las células
fueron tratadas con UVB1 (100 nM) o vehiculo durante 16 h. A) Evaluacion de la expresion de
p27 mediante IF. Se muestran imagenes representativas adquiridas por microscopia confocal
(630x, barra de escala: 20 um). El grafico muestra el porcentaje de células que expresan p27.
Cada barra representa el promedio + SD de 10 campos al azar. Se realizé el test de Student. **
p <0,01. B) Expresion de p27 mediante WB. Los experimentos fueron repetidos dos veces.

En resumen, los ensayos in cultivo nos permiten concluir que el analogo
UVBL1 presenta efectos antitumorales sobre la viabilidad, migracién e invasion
celular en la linea tumoral mamaria LM3. Dichos efectos estan ausentes o
atenuados en su contraparte no maligna HC11. A un nivel molecular, y sin

pretender haber agotado en esta tesis el estudio de los mecanismos de accién
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de este anélogo, estos efectos antineoplasicos parecen ser el resultado de la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, el aumento de la expresién de E-
cadherina, proteina implicada en la unién intercelular epitelial y en la

diferenciacion celular, y el incremento de los niveles proteicos de p27.

Estudio de los efectos del UVB1 en un modelo animal de
transplante singeneico con células de adenocarcinoma mamario

En base a los efectos antitumorales del andlogo UVB1 sobre las células
LM3 in cultivo, decidimos evaluar sus efectos sobre dichas células in vivo. Para
ello, utilizamos un modelo murino de implante subcutaneo de células LM3 en
ratones hembras BALB/c (Urtreger et al., 1997).

En primer término, evaluamos el efecto del analogo sobre la carga
tumoral. Se realizo el tratamiento de los animales con el UVB1 o vehiculo tal
como se describi6 en “Materiales y Meétodos”. La Figura 35 muestra la
ausencia de diferencias significativas en la carga tumoral entre los animales
tratados con UVB1 comparado con los ratones tratados con vehiculo. La media
del volumen tumoral de los animales tratados con el analogo fue 2.828 + 1.352
mm?® vs la media del volumen tumoral de los ratones tratados con vehiculo:
3.297 + 1.363 mm?®, p =0,516 (Figura 35B). Tampoco se hallaron diferencias
significativas en cuanto al peso tumoral ex vivo entre ambos grupos (UVBL1:
1,946 £ 0,958 g vs vehiculo: 2,128 + 0,831 g, p =0,699).

Como se describié anteriormente, el analogo afectd la migracion e
invasion en las células LM3 en cultivo. Estos resultados sugieren que el
analogo UVBL1 podria estar ejerciendo una accion inhibitoria sobre el proceso
de metastasis. Dado que el modelo singeneico empleado es capaz de generar
metastasis pulmonares (Urtreger et al., 1997), estudiamos si el analogo tenia
un efecto inhibitorio sobre este proceso. Para ello, realizamos la cuantificacion
de las metéastasis pulmonares de los ratones de ambos grupos. Contrariamente
a lo esperado, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo
tratado con el analogo y el control (nUmero de metéstasis pulmonares por
raton: UVB1: media = 2,929 + 3,724 vs media = 6,313 * 8,133, p =0,3315;
Figura 35C).
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Figura 35. Efecto del UVB1 sobre el volumen tumoral y el nUmero de metastasis
pulmonares en un modelo murino de transplante singeneico con células LM3. Hembras
BALB/c portadoras de tumores fueron tratadas con 40 ug/kg de peso de UVBL1 o vehiculo. A) El
grafico muestra el volumen tumoral in vivo para cada grupo. B) El grafico indica el volumen
tumoral ex vivo para cada raton. Se muestran imagenes representativas de los tumores ex vivo
de los ratones tratados con UVB1 o vehiculo. C) El gréfico presenta la cuantificacion
macroscopica del nUmero de metéstasis pulmonares por raton. D) Imagenes representativas de
las metéstasis pulmonares en los dos grupos. En todos los graficos se marca la media de cada
grupo experimental. Se aplicé el test de Student. p >0,05.

Si bien ya habiamos demostrado la ausencia de hipercalcemia a la dosis
de analogo empleada en este modelo animal en los ensayos de calcemia
realizados en los ratones nude y, ademas, por un tiempo de tratamiento mayor
al comprendido en este ensayo, decidimos igualmente evaluar los niveles de
calcemia para conocer si los mismos eran afectados por el analogo en esta
cepa de raton que no habia sido estudiada anteriormente. Por lo tanto,
analizamos los niveles de calcemia de los ratones antes de comenzar el
experimento (niveles basales) y una vez finalizado el tratamiento con UVB1 o
vehiculo luego de dos semanas (6 dosis de 40 pg/kg de peso). La Figura 36A
muestra la ausencia de diferencias significativas en los niveles de calcemia al
final del tratamiento entre los animales tratados con el analogo y el grupo
control (UVB1: 10,61 + 1,53 mg/dL vs vehiculo: 10,16 + 0,76 mg/dL, p =0,528).
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Tampoco los niveles plasmaticos de calcio de los animales variaron durante el
periodo de tratamiento (calcemia basal: 10,02 + 0,3271mg/dL). Se analizaron
los hematocritos de los dos grupos al final del tratamiento y no se hallaron
diferencias significativas (Figura 36B), como tampoco se evidencio pérdida de
peso corporal en cada uno de los grupos (Figura 36C).
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Figura 36. Calcemia, hematocrito y peso corporal de los ratones tratados con UVB1 o
vehiculo en el modelo animal de transplante singeneico con células LM3. A) Valores de
calcemia. B) Valores del hematocrito. C) Peso promedio de los ratones de cada grupo. Los
animales fueron tratados con 6 dosis de 40 ug/kg de peso de UVB1 o vehiculo durante dos
semanas. Se realizd el test de Student para la calcemia y el hematocrito. En los gréficos se
representa el promedio + SD de cada grupo. Se aplico el test de ANOVA con posterior test de
Bonferroni para el peso corporal. Ns: no significativo. p >0,05.

Teniendo en cuenta los alentadores efectos obtenidos con el UVB1 en
las lineas celulares de adenocarcinoma mamario es necesario continuar en el
futuro los experimentos en este modelo animal con variaciones en las
modalidades de tratamiento del analogo y con técnicas mas refinadas que
consideren no solo el nimero de metastasis pulmonares sino también el

volumen de las mismas.

2.4. Evaluacion de los efectos antitumorales del analogo UVB1 en

células de carcinoma colorrectal
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Estudio de los efectos del UVB1 sobre la viabilidad celular en la
linea HCT116

El ensayo exploratorio inicial realizado sobre la linea celular de CCR
HCT116 demostré que el analogo disminuye la viabilidad de estas células. Con
el fin de comparar los efectos del UVB1 con los ejercidos por el calcitriol,
repetimos los ensayos de viabilidad celular realizando esta vez las curvas de
concentracion - respuesta a 120 h de tratamiento en estas mismas células
(Figura 37A).

La proteina p53 es un importante gen supresor tumoral que se encuentra
mutado en aproximadamente la mitad de todos los tumores. Especificamente
en CCR es un gen mutado en un 50 — 60 % (Mdiller et al., 2016; Puerta-Garcia
et al.,, 2015; Carethers & Jung, 2015). En condiciones normales p53 esta
presente en niveles casi indetectables. Ante situaciones de estrés celular sus
niveles proteicos se incrementan e induce arresto del ciclo celular
principalmente aumentando la expresion del inhibidor p21. Si el dafio celular es
irreparable la proteina p53 induce apoptosis. Teniendo en cuenta que en el
ensayo de viabilidad celular exploratorio inicial el analogo indujo una reduccién
de la viabilidad y, contando con la linea celular HCT116 wild type y HCT116
p53 -/-, nos propusimos evaluar el efecto del UVB1 sobre la viabilidad en estas
dos lineas celulares. De esta manera, la comparacion de los efectos del UVB1
en una linea celular de CCR con presencia y ausencia de p53, nos permitiria

conocer la posible implicancia de esta proteina en los efectos del analogo.

Como se puede observar en la Figura 37 y la Tabla 14, tanto el UVB1
como el calcitriol afectaron la viabilidad de las células HCT116 con ICsg
similares. Sorprendentemente, el anadlogo no mostré efectos sobre la viabilidad
celular de la linea HCT116 p53 -/- en ninguna de las concentraciones testeadas
durante 120 h. En cambio, el calcitriol mantiene sus efectos sobre la reduccion

de la viabilidad celular en ausencia de p53 con una ICspde 19,32 nM.
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Figura 37. Ensayos de concentracion - respuesta para el UVB1 y calcitriol evaluando la
viabilidad celular de las lineas celulares A) HCT116 y B) HCT116 p53 -/-. Las células fueron
expuestas a las concentraciones indicadas de andalogo, calcitriol o vehiculo por 120 h. Cada
punto representa el promedio de cuatro replicas de un mismo experimento + SD. El ensayo fue
repetido 3 veces para cada linea. Se aplico el test de ANOVA de dos vias, con posterior test de
Bonferroni, *** p <0,001; * p <0,05.

Tabla 14. I1Csxy de las lineas

Linea Celular UVB1 Calcitriol celulares HCT116 y HCT116 p53
HCT116 0,103 0,403 -/- tratadas con UVB1 o calcitriol
durante 120 h. Las ICsg

HCT116 p53 -/- - 19,32 corresponden al promedio de los

o . tres ensayos independientes.
ICs0: Concentracion Inhibitoria 50: concentraciéon de compuesto

necesaria para reducir la viabilidad celular al 50 % (nM).

Estos resultados sugieren que, a diferencia del calcitriol, al menos en
esta linea, los efectos del andlogo sobre la viabilidad celular serian
dependientes de p53. Este hecho establece una importante diferencia en su
mecanismo de accidn con respecto al calcitriol, ya que este ultimo ejerce sus
efectos sobre la viabilidad de una manera independiente de la presencia de
p53.

Andlisis de los efectos del analogo UVB1 sobre el ciclo celular y la
apoptosis en la linea celular HCT116

Como se ha mencionado anteriormente, la variacion en el nimero de

células de una poblacién tumoral puede deberse a cambios en la regulacion del
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ciclo celular (que conducen a una modificacion correspondiente en la
proliferacion celular) o a variaciones en la muerte celular. Por lo tanto, teniendo
en cuenta la disminucion de la viabilidad celular producida por el UVB1 en la
linea de CCR HCT116 se comenzé a investigar si esta reduccién se debia a un
efecto del andlogo sobre la proliferacion celular, la apoptosis o ambas. Con
este objetivo analizamos el efecto del UVB1 sobre la progresion del ciclo
celular. Para ello, las células HCT116 pre-tratadas con UVBL1 o calcitriol en dos
concentraciones distintas (100 y 1 nM) durante 120 h se sometieron al analisis
de la distribucion de la poblacién de células en las distintas fases del ciclo

celular por citometria de flujo utilizando la tincién con IP.

El tratamiento de las células HCT116 con UVB1l o calcitriol a la
concentracion mas alta de 100 nM indujo un aumento muy pronunciado de la
poblacién de células en sub GO/G1 respecto al vehiculo, lo que dificultd el
analisis correcto de las fases del ciclo celular (UVB1: 80,49 + 0,24 %,; calcitriol:
87,39 + 1,12 % vs vehiculo: 4,53 £ 0,14 %, *** p <0,001; Figura 38A). Por lo
tanto, continuamos el analisis de la distribucion de la poblacién celular

reduciendo la concentracion de tratamiento del analogo a 1 nM.

Como se observa en la Figura 38B, luego del tratamiento de las células
con UVB1 en una concentracion de 1 nM, el porcentaje de células en sub
GO0/G1 aumentd muy significativamente con respecto al control (50,69 + 1,22 %
vs 10,45 + 1,675 %, *** p <0,001). Este incremento en la regién sub G0O/G1 fue
acompafado por una reduccién de células en las fases G0/G1 (30,99 £ 0,53 %
vs 55,34 + 0,93 %, *** p <0,001) y S (5,99 + 0,30 % vs 16,39 + 0,90 %, *** p
<0,001) del ciclo celular. Por su parte, el calcitriol también produjo un aumento
de células en sub GO/G1 (17,40 + 2,48 % vs 10,45 + 1,675 %, ** p <0,01) con
una disminucion de células en la fase G2/M (6,63 + 1,63 % vs 15,79 + 1,08 %,
*** n <0,001).
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Figura 38. Andlisis de la distribucion de células HCT116 en las distintas fases del ciclo
celular por citometria de flujo. Las células fueron expuestas al analogo UVB1, calcitriol o
vehiculo por 120 h. Se muestra la distribucion de la poblacién celular analizada por citometria
de flujo luego de la tincion con IP a una concentracién de A) 100 nM y B) 1 nM. El grafico de
barras representa el porcentaje de células en las fases indicadas. Cada barra representa el
promedio de tres repeticiones + SD. Se aplicé el test de ANOVA de dos vias, con posterior test
de Bonferroni, *** p <0,001; ** p <0,01.

Estos resultados sugieren que la disminucion en la viabilidad celular
observada en los ensayos de concentracion - respuesta al tratar las células con
el analogo o el calcitriol puede deberse a un aumento de la muerte celular por

apoptosis.

Mas importante aun, el UVB1 demostro ser tres veces mas potente que
el calcitriol en producir este incremento del porcentaje de células en sub GO/G1
sugiriendo que podria ser mas efectivo que la hormona natural en la induccién
de muerte celular (50,69 + 1,22 % vs 17,40 + 2,48 %; p =0,0003).

Para confirmar que efectivamente el analogo estaba induciendo

apoptosis realizamos ensayos de TUNEL.

Como se puede observar en la Figura 39, el anadlogo produjo un
incremento del porcentaje de células TUNEL positivas con respecto al control
(9,86 + 1,01 % vs 7,38 + 0,38 %; p =0,026) mientras que no se hallaron

diferencias significativas en el porcentaje de células TUNEL positivas cuando
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las células fueron tratadas con calcitriol con respecto al vehiculo (7,57 + 0,45 %
vs 7,38 + 0,38 %; p >0,05).

Vehiculo

HCT116

= =
2 g

Células TUNEL
positivas (%)
(62

Vehiculo UVB1 Calcitriol

Figura 39. Ensayo de TUNEL en la linea celular HCT116. Las células fueron tratadas con
vehiculo, UVBL1 o calcitriol (100 nM, 72 h). El gréfico de barras muestra el porcentaje de células
TUNEL positivas. Cada barra representa el promedio de tres repeticiones + SD. Se realiz6 el
test de ANOVA con posterior test de Bonferroni, * p <0,05.

Los resultados previos nos demuestran que el UVB1 reduce la viabilidad
celular en forma p53 dependiente y a través de la induccién de apoptosis.
Sabiendo que p53 provoca apoptosis principalmente a través de un aumento
de la proteina Bax, decidimos estudiar si el analogo modulaba la expresion de

esta proteina pro-apoptética.

Para ello, realizamos la técnica de WB luego de tratamiento de las

células con el analogo o calcitriol a una concentracion de 100 nM. Como se
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observa en la Figura 40 el UVB1, a diferencia del calcitriol, indujo un fuerte

incremento en los niveles proteicos de Bax.

Aunque los resultados obtenidos en los experimentos descriptos
previamente indican que el analogo no induce arresto del ciclo celular,
igualmente evaluamos la expresion de dos importantes proteinas reguladoras
del ciclo celular como son las ciclinas D1 y E y, tal como era de esperar, no se
detectaron diferencias en los niveles de expresion de estas proteinas luego del
tratamiento con 1 nM de UVBL1 o calcitriol con respecto al control (Figura 40).

Figura 40. WB de células HCT116

0\0 N oo tratadas con UVBL, calcitriol o vehiculo.
{\\0 OAQ? OV‘ Se analizd la expresion de las proteinas
2 Bax, ciclina D1 y ciclina E en las células
Bax 4 Iueg.o 'del tratamiento con vehiculo, UVB1 o
calcitriol durante 96 h.
CicliNna D1l o . s

CiclinaE S — -

AcCtiNa s i

Efectos del UVB1 sobre procesos celulares y mecanismos
moleculares relacionados con la metastasis

Al igual que en los otros tipos tumorales estudiados en esta tesis,
evaluamos los efectos del analogo sobre los procesos celulares relacionados
con la metéastasis en las células de CCR. Con este fin comenzamos estudiando

la influencia del UVB1 sobre la migracién celular.

En cuanto a la linea celular HCT116, el UVB1 produjo un retraso de la
migracion celular a las 18 h de tratamiento comparado con el control (UVB1 vs
vehiculo: 67,40 + 3,54 % vs 48,66 + 3,87 %, ** p <0,01; Figura 41A). A
diferencia del analogo, no se observaron efectos sobre la migracion celular en

las células tratadas con calcitriol con respecto al vehiculo (p >0,05). Por lo
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tanto, el anédlogo presentd una mayor capacidad que la hormona natural para la

inhibicion de la migracion en esta linea celular.

Para investigar si el efecto del andlogo sobre la migracion celular
también era dependiente de p53, evaluamos este proceso en la linea HCT116
p53 -/- tratada con el UVB1 o calcitriol. En la Figura 41B se observa que el
tratamiento con el UVB1 no provoco diferencias significativas en la tasa de

migracion con respecto al control indicando que también este efecto del analo-
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Figura 41. Evaluacion de la migracién celular luego del tratamiento con UVB1 y calcitriol
sobre las lineas celulares de CCR. A) HCT116 y B) HCT116 p53 -/-. Las células fueron
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expuestas a la concentracion de 100 nM de UVB1, calcitriol o vehiculo por un tiempo menor a
24 h. Se muestran fotos representativas a los distintos tiempos analizados (200x). El grafico de
lineas representa la media =+ SEM del porcentaje descubierto del area de la herida de tres
ensayos independientes. Se analiz6 mediante el test de ANOVA de dos vias, con posterior test
de Bonferroni, ** p <0,01.

-go es dependiente de p53. Ademas, el calcitriol, a diferencia del UVB1, no
provoc6 efectos sobre la migracion celular en la linea HCT116
independientemente que esta exprese o0 no el gen supresor tumoral p53.

Teniendo en cuenta que el analogo UVBL1 inhibié la migracién celular de
la linea HCT116 y sabiendo que el proceso de metastasis requiere tanto de un
incremento en la capacidad migratoria como invasiva de las células tumorales,
capacidades que se han reportado moduladas por el calcitriol y sus analogos
en varios tipos celulares tumorales (Salomén et al., 2014, Leyssens et al.,
2013), nos propusimos evaluar si el tratamiento con UVB1 o calcitriol afectaba

la capacidad invasiva de las células HCT116.

Para ello, empleamos el ensayo de invasiéon a través de camaras
transwell que detecta la capacidad de las células para atravesar una membrana
cubierta con Matrigel®, tal como se describi en “Materiales y Métodos”. Como
se observa en la Figura 42, el tratamiento con el analogo o calcitriol redujo
significativamente la capacidad invasiva de las células de la linea HCT116 en
comparacion con el vehiculo (promedio del nimero de células invasivas + SD:
UVBL1: 77,23 + 2,74; calcitriol: 84,93 + 1,66 vs vehiculo: 107,70 + 4,21, *** p
<0,001).
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Figura 42. Ensayo de invasion celular en células HCT116. Las células fueron tratadas con
vehiculo, UVBL1 o calcitriol (100 nM, 18 h) y se evalué la capacidad invasiva utilizando camaras
transwell recubiertas con Matrigel®. A) Imagenes representativas del ensayo de invasion
mostrando las células HCT116 que atravesaron la capa de Matrigel®. Magnificacién: 400x. B)
Cuantificacion del nimero de células invasivas por campo luego del tratamiento. El gréfico
muestra la media £ SD. El ensayo se realiz por triplicado y se analizaron diez campos al azar
de cada condicién. Se aplico el test de ANOVA con posterior test de Bonferroni. *** p <0,001.

Como se mencionod anteriormente, el proceso de metastasis requiere de
un incremento de la capacidad de las células tumorales para invadir la MEC.
Parte de esta capacidad se logra aumentando la expresion y/o la activacion de
diferentes proteasas. Estas enzimas proteoliticas incluyen, entre otras, a las
MMPs tales como las MMP-1, MMP-2, MMP-9, MT-MMP. En este sentido, en
estudios con pacientes con CCR se encontr6 que los mismos presentaban
niveles séricos altos de la MMP-2 (Roy et al., 2009) y esta MMP junto con la
MMP-9 son biomarcadores prondésticos de este tipo de carcinoma (Araujo et al.,
2015). Teniendo en cuenta estos antecedentes y con el objetivo de determinar
si el andlogo UVB1 modulaba la actividad de estas dos MMPs, evaluamos
mediante la técnica de zimografia la actividad proteolitica (gelatinasa) de las
MMP-2 y MMP-9 en las células HCT116 tratadas con 100 nM de UVB1 o

calcitriol o vehiculo durante 18 h.
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Como se observa en la Figura 43, el andlogo inhibié la actividad de
ambas MMPs, dado que redujo la actividad de las MMP-2 y MMP-9 (82,32 £
2,42 %y 76,12 + 4,05 % respectivamente, con respecto al control considerado
100 %). Por su parte el calcitriol también provocé una disminucion de la
actividad de las MMP-2 y MMP-9 (71,17 + 432 % y 78,26 + 7,07 %

respectivamente, con respecto al control considerado 100 %).
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Figura 43. Evaluacién de la actividad de las MMP-9 y MMP-2 secretadas por las células
HCT116. Zimografia realizada con el medio condicionado del cultivo de células HCT116
tratadas con vehiculo, UVB1 o calcitriol (100 nM, 18 h). A) Visualizacién de la actividad de las
MMP-9 y MMP-2. B) Cuantificacion de las bandas usando el software ImageJ y normalizadas
con la cantidad de células del pocillo. El grafico muestra la media + SEM de tres ensayos
independientes. Se analiz6 mediante el test de ANOVA con posterior test de Bonferroni, *** p
<0,001; ** p <0,01.

Estos resultados indican que el analogo UVB1 conserva la capacidad del
calcitriol de inhibir, al menos en la linea celular HCT116, la actividad de estas

dos MMPs implicadas en el desarrollo de metastasis en el CCR.

El calcitriol y algunos de sus andlogos han demostrado promover la
diferenciacion epitelial de células de cancer de colon humano mediante la

induccion de la expresion de E-cadherina y la inhibicion de la via Wnt/B-
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catenina (Larriba et al.,, 2011). Ademas, se ha reportado que la unién del
calcitriol al VDR provoca que este Ultimo mantenga a -catenina en citoplasma
impidiendo su translocacion a nucleo y la consecuente formacion del complejo
de trascripcién B-catenina / TCF (Palmer et al., 2001). En base a estos
antecedentes decidimos evaluar la expresion de E-cadherina, B-catenina y
VDR en las células HCT116 luego del tratamiento con el analogo o calcitriol.

Al analizar la expresién de E-cadherina mediante IF, se registré un
aumento de la proteina cuando las células fueron tratadas con UVB1 con
respecto al control (38,32 + 0,70 % vs 17,00 = 5,70 %; p =0,012) mientras que
el tratamiento con calcitriol no provocoé diferencias significativas (23,01 + 8,61
% vs 17,00 + 5,70 %; p >0,05; Figura 44A). Estos resultados fueron
corroborados mediante WB (Figura 44C).

A continuacion se evaluaron los niveles proteicos de B-catenina luego
del tratamiento de las células con UVBL1 o calcitriol. Mediante IF, se registro un
aumento de su expresion tanto con UVB1 (61,50 * 8,08 % vs 27,05 £ 3,28 %,
*** n <0,001) como con calcitriol (45,65 + 4,31 % vs 27,05 + 3,28 %, * p <0,05)
con respecto al control (Figura 44B). Estos resultados fueron corroborados
mediante WB (Figura 44C). Es importante destacar que también se detectd
una mayor localizacion citoplasmatica de B-catenina (Figura 44B) luego de
tratar las células con UVB1 (59,75 + 7,78 % vs 20,16 + 3,06 %, *** p <0,001) o
con calcitriol con respecto al control (44,00 + 4,41 % vs 20,16 + 3,06 %, ** p
<0,01).

En cuanto a la expresion de VDR, detectamos mediante ensayo de WB
gue el analogo provocé un aumento del receptor mientras que el tratamiento de
las células con la hormona no produjo cambios significativos con respecto al
control (Figura 44C).
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Figura 44. Estudio de los efectos de UVB1 o calcitriol sobre la expresién de E-cadherina,
B-catenina y VDR. Las células HCT116 fueron tratadas con vehiculo, UVB1 o calcitriol (100
nM, 96 h). Evaluacién de la expresién de A) E-cadherina y B) B-catenina mediante IF. Cada
barra representa el promedio + SD de 10 campos al azar de cada condicion. El ensayo se
realizd por triplicado. C) Expresién de E-cadherina, B-catenina y VDR mediante WB. Las
proteinas fueron normalizadas con actina. El grafico de barras muestra la media + SEM de tres
experimentos independientes. Se analizé mediante el test de ANOVA con posterior test de
Bonferroni. Ns: no significativo. *** p <0,001; ** p <0,01; * p <0,05.

Estos hallazgos sugieren que el analogo puede inducir la diferenciacion
celular incrementando la adhesion célula - célula a través del aumento de la

expresion de E-cadherina. Ademdas, muestran que el UVB1 inhibiria la
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proliferaciéon celular reteniendo a B-catenina en el citoplasma, probablemente
mediante la accion del VDR, e inhibiendo consecuentemente la via de Wnt.

Estudio de los efectos del UVB1 en un modelo animal de
xenotransplante subcutaneo con células de carcinoma colorrectal

El comportamiento de las células en cultivo puede ser diferente al de las
células cuando se encuentran formando parte integral de los tejidos en los
organismos. Por esta razdén, es conveniente analizar, como parte de los
ensayos preclinicos, si las respuestas a drogas antitumorales observadas en
lineas celulares se repiten también en modelos animales. En este sentido, y
teniendo en cuenta los resultados obtenidos in cultivo con el analogo UVB1 en
la linea celular HCT116, nos propusimos evaluar los efectos del analogo en el
modelo animal de CCR. Para ello, las células HCT116 fueron implantadas
subcutaneamente en ratones N:NIH(S)-Fox1™ (nude). Cuando uno de los
diametros del tumor alcanzo los 4 - 5 mm, los animales se dividieron al azar en

dos grupos y se trataron con vehiculo o UVB1 (40 pg/kg de peso).

Como se observa en la Figura 45, el tratamiento de los animales con
UVB1 produjo una reduccion significativa del volumen tumoral tanto in vivo
como ex vivo. Los volumenes tumorales in vivo antes del sacrificio fueron:
vehiculo: 3.467 + 813 mm°® vs UVBL1: 1.885 + 407 mm?®, ** p <0,01; Figura 45A.
Los volumenes tumorales ex vivo de cada grupo fueron: vehiculo: 2.563 + 703
mm?3vs UVBL1: 916 + 153 mm?®, * p <0,05; Figura 45B.
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Figura 45. Efecto del analogo UVB1 en un modelo animal de xenotransplante subcutaneo
de células HCT116 en ratones N:NIH(S)-Fox1™ (nude). Los animales fueron tratados con 12
dosis de 40 pg/kg de peso de UVB1 o vehiculo. A) El grafico muestra el crecimiento del
volumen tumoral in vivo para cada grupo. Se realiz6 un test de ANOVA con posterior test de
Bonferroni, ** p <0,01. B) El grafico muestra el volumen tumoral ex vivo para cada grupo
experimental. Se aplicé el test de Student, * p <0,05. C) Fotografias representativas de tumores
de cada condicion.

A partir de este importante efecto antitumoral observado en los ratones
tratados con UVB1, decidimos comenzar a investigar si los mecanismos
subyacentes implicados en la reduccién del tamafio tumoral eran coincidentes
gue los observados en los experimentos con las células HCT116 en cultivo.
Con este objetivo analizamos si el analogo produjo efectos sobre los procesos
de proliferacion y/o apoptosis en los tumores primarios de estos animales. Para
evaluar la proliferacion celular, se cuantificdé el niumero de figuras mitéticas en

cortes tefiidos con H&E y se analizé la expresion de Ki-67 por IHQ. También
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evaluamos los niveles de expresion de las proteinas pro-apoptoticas p53 y Bax
mediante IHQ.

Como se observa en la Figura 46A no se hallaron diferencias
significativas en el numero de figuras mitéticas entre ambos grupos (media del
namero de figuras mitéticas en los tumores de los animales tratados con UVBL1:
67 £ 10 vs vehiculo: 68 + 8; p >0,05). En concordancia con este resultado, la
expresion de Ki-67, un marcador de proliferacion, fue similar en ambos grupos
(media del score promedio de cada ratdon tratado con: UVB1: 0,842 + 0,87 vs
vehiculo: 0,915 + 0,27; p >0,05; Figura 46B).

©
S

Vehiculo
B
ns

M:..“Lw,@v‘,‘® % 2 E‘ nTH '
S - 4 O &3T
W ) Y74 L 4
“

o

¢
Py
Splel SN

o]
o
1
®

~
<

o)
2

Figuras mitéticas en
10 campos por tumor
(o))
o

Vehl’lculo UVIBl

Lol S
o o wu
1 1 1
=]
(7]

=

o
1

L]

o
[é)]
1

Ki-67 (%de
células positivas)

©
[=}

Vehiculo  UVB1

Figura 46. Efecto del UVB1 sobre el indice mitético y la expresion de Ki-67 en los
tumores del modelo animal. A) Evaluacién de las figuras mitéticas en preparados coloreados
con la técnica de H&E y de B) la expresién de Ki-67 detectada por IHQ. Se muestran
fotomicrografias representativas (izquierda) y sus correspondientes semicuantificaciones
(derecha). Magnificacién: 400x y 1000x. Se aplico el test de Student. Ns: no significativo. p
>0,05.

Como se puede observar en la Figura 47, en relacion a las proteinas
pro-apoptoéticas p53 y Bax, se pudo detectar un incremento significativo en los

niveles de expresion de ambos supresores tumorales en los tumores de los
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animales tratados con UVB1 con respecto al control (media del IRS para p53
de los tumores tratados con UVB1 vs vehiculo: 1,02 + 0,47 vs 0,38 £+ 0,40; p
=0,031; Figura 47A; media del IRS para Bax de los tumores tratados con UVB1
vs vehiculo: 2,90 + 3,02 vs 0,57 + 1,09; p =0,030; Figura 47B)
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Figura 47. Efecto del UVB1 sobre las proteinas pro-apoptéticas p53 y Bax en los tumores
del modelo animal. Evaluacion de la expresion de A) p53 y B) Bax mediante IHQ. Se
muestran  fotomicrografias  representativas  (izquierda) y sus  correspondientes
semicuantificaciones (derecha). Magnificacion: 400x y 1000x. Se aplicé el test de Student. * p

<0,05.

Como se describid, los resultados obtenidos in cultivo mostraron que el
analogo puede inducir la diferenciacion celular a través del aumento de la
expresion de E-cadherina y limitar la accion de [(-catenina en el nucleo
probablemente mediante su interaccién con VDR. Por esta razon, decidimos
evaluar la expresion de las proteinas E-cadherina, B-catenina y VDR en los
tumores de los ratones tratados con el analogo con respecto a los tumores de

los animales control.
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Como se muestra en la Figura 48A, el tratamiento de los ratones con
UVBL1 produjo un aumento de la expresion de E-cadherina en los tumores con
respecto al control (media del IRS de los tumores tratados con UVB1: 1,69 +
0,84 vs vehiculo: 0,97 + 0,37; p =0,004; Figura 48A). Ademas se hall6 una
reduccién de la expresion de B-catenina nuclear con respecto al control (media
del IRS de los tumores tratados con UVB1: 0,90 + 0,70 vs vehiculo: 2,04 +
0,84; p =0,015, Figura 48B), conjuntamente con un aumento de la expresién

de B-catenina citoplasmatica en los tumores tratados con UVB1 (media del IRS
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Figura 48. Efecto de UVBL1 sobre la expresion de E-cadherina, B-catenina y VDR en los
tumores del modelo animal. Evaluacion de la expresion de A) E-cadherina, B) B-catenina 'y C)
VDR mediante IHQ y sus correspondientes semicuantificaciones. Se muestran fotomicrografias
representativas. Magnificacion: 400x y 1000x. Se aplico el test de Mann Whitney. ** p< 0,01; *
p< 0,05.
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de los tumores tratados con UVB1: 2,38 + 1,17 vs vehiculo: 1,22 + 1,01; p
=0,036). En relacion a la expresion del receptor VDR, el analogo provoco un
aumento de su expresion total (media del IRS de los tumores tratados con
UVB1: 8,52 + 0,75 vs vehiculo: 7,16 + 0,99; p =0,041) y un aumento de la
expresion de VDR citoplasméatico (media del IRS de los tumores tratados con
UVBL1: 6,01 + 0,98 vs vehiculo: 4,93 + 0,80; p =0,046; Figura 48C).

Por lo tanto los resultados obtenidos in vivo se encuentran en
concordancia con los resultados obtenidos in cultivo y sugieren que el analogo
impide el crecimiento tumoral mediante la induccion de apoptosis o de

diferenciacion celular.

Con la finalidad de determinar si el tratamiento de los ratones con UVB1
durante el ensayo de xenotransplante subcutaneo con células HCT116
generaba algun efecto secundario o toxico indeseable, también aqui
monitoreamos el peso corporal de los animales a lo largo del ensayo, la

calcemia, el hematocrito y la histologia de los 6rganos de los animales.

Como se puede observar en la Figura 49 Ay B, los valores de calcemia
y hematocrito de los ratones se mantuvieron dentro de los parametros
normales. En cuanto al peso corporal de los ratones no se detectaron
variaciones significativas entre el peso promedio de los animales tratados con
UVBL1 o vehiculo (Figura 49C). Por otro lado, el analisis histolégico de higado,
rifones y bazo de los ratones no evidencio lesiones o alteraciones patoldgicas
al final del periodo de tratamiento con el analogo, reafirmando la evidencia que
la dosis de 40 pg/kg de peso administrada durante un mes no resultaria nociva

para estos animales (Figura 49D).
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Figura 49. Estudios preliminares de toxicidad del UVB1. Los animales fueron tratados con
12 dosis de 40 ug/kg de peso de UVB1 o vehiculo. Se muestran los A) valores de calcemia, B)
valores del hematocrito, C) peso de los ratones durante el tratamiento y D) histologia de
higado, rifibn y bazo de los ratones. Magnificacion: 100x y 400x. En los graficos se representa
el promedio de los niveles de calcio plasmaético, hematocrito y peso de los ratones de cada
grupo = SD. Se aplicé el test de Student para la calcemia y el hematocrito y ANOVA de dos
vias con posterior test de Bonferroni para el peso corporal. Ns: no significativo. p >0,05.

3. Analisis bioinformatico de la interacciobn molecular entre el
analogo UVB1ly el VDR

Como se describié en la seccion “Introduccién”, las acciones biologicas
del calcitriol pueden estar mediadas por el receptor VDR, tanto a nivel
genémico como no gendmico (Feldman et al., 2014). Nos propusimos evaluar
mediante estudios computacionales si el analogo UVBL1 era capaz de unirse al
VDR vy, de ser posible su unién, describir sus interacciones con el receptor

comparandolas con las establecidas por el calcitriol.
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Los estudios de modelado molecular entre el UVB1 y el dominio de
unién a ligando del VDR (LBD - VDR) se realizaron mediante la aplicacion de
técnicas computacionales, tales como docking molecular, dinAmica molecular
(DM) y andlisis de la energia libre de union. También se llevé a cabo el estudio
comparativo entre los patrones de interaccién intermoleculares del UVB1 y
calcitriol con el VDR con el objeto de establecer una relacion estructura -

actividad con los resultados experimentales presentados anteriormente.

La estructura cristalina de LBD - VDR unido a su ligando natural, el
calcitriol, ha sido reportada por Rochel y col. (Rochel et al., 2000) y
corresponde a la conformacion activa del VDR (es decir, contiene un dominio
AF-2 activado), por lo que se decidio realizar los estudios de docking molecular
del UVB1 sobre esta estructura cristalografica. La Figura 50 presenta las
interacciones intermoleculares entre el calcitriol y el VDR en la estructura
cristalina correspondiente (Figura 50C) y las identificadas para el UVBL1 con el
VDR (Figura 50D) obtenidas mediante la aplicacion de los procedimientos de
acoplamiento molecular. En la Figura 50C se muestran las interacciones
intermoleculares establecidas en el complejo calcitriol - LBD - VDR, las cuales
corresponden a interacciones criticas previamente reportadas para la
modulacién alostérica del VDR por el metabolito activo (Malinska et al., 2015;
Rochel et al., 2000). Entre las interacciones que presentan especial interés
cabe citar una red de enlaces puentes de hidrogeno que involucran los
residuos Ser237, Arg274, Ser278, Tyrl43, His305 y His397. Ademas, varias
interacciones de Van der Waals se establecen entre el calcitriol y los residuos
Ser275, Cys288, Leu233, lle271, Trp286, le268, Leu309, Leu227 y Met272 del
VDR. Con excepcion de lle268, todos estos residuos también interactuaron con
el analogo UVB1 (Figura 50D). Asimismo, varias interacciones de Van der
Waals adicionales se establecieron con el analogo, a saber: los residuos
Tyrld7, Val234, Leud404, Leu230, Leu313, Val300, Tyr401 y Leu414 (Figura
50E). Asi, estas observaciones demuestran que el UVB1 es capaz de
acoplarse al sitio de unién a ligando del VDR, estableciendo interacciones
homélogas a las del calcitriol y, por lo tanto, provocar una modulacién

alostérica del receptor.
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Figura 50. Docking molecular del UVB1 a la estructura cristalina del LBD - VDR. A)
Comparacion general de los modos de unién del UVBL1 (rojo) o del calcitriol (celeste) al receptor
VDR. B) Vista ampliada de las moléculas. Se puede ver que el modo de unién del UVBL1 (rojo)
al VDR es homdlogo al del calcitriol (celeste). C) Interacciones intermoleculares entre el
calcitriol y VDR. D) Interacciones intermoleculares entre UVB1 y VDR. E) Interacciones
intermoleculares compartidas entre el calcitriol y UVBL1 (circulos) y aquellas particulares para el
UVBL1 (elipses).

Para profundizar los estudios en cuanto a la afinidad del UVB1 por el
VDR, asi como los cambios estructurales ocurridos luego de la union del
analogo al receptor, se llevaron a cabo simulaciones de DM en condiciones
explicitas de solvente. Los resultados indican que tanto el calcitriol como el
UVB1 mantienen su unién al LBD - VDR durante los 20 ns de la trayectoria
establecida en la DM. Las energias totales de interaccién para cada ligando se
presentan en la Tabla 15. El UVB1 exhibié una energia de interaccion total
menor en comparacion con el calcitriol (-82,1 kcal/mol vs -74,4 kcal/mol),

indicando una afinidad aumentada por el LBD - VDR. Esta caracteristica se
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origina como consecuencia del establecimiento de mayores interacciones de

Van der Waals entre el UVB1 - LBD - VDR comparadas con el calcitriol.

Tabla 15. Componentes energéticos calculados por DM para la interaccién intermolecular
entre el calcitriol o el UVB1 con VDR.

Componente Calcitriol (Kcal/mol) UVB1 (Kcal/mol)

Van der Waals -63,2 -77,6
Electrostaticas -28,5 -24,2

Gas -91,7 -101,8
Solvatacion polar 25,7 29,8

Solvatacion no polar -8,4 -10,1

Total -74,4 -82,1

Con el fin de analizar los patrones de interaccion intermoleculares por
cada residuo para el UVBL1 y calcitriol, se calcularon los perfiles de energia de
interaccion por residuo y la afinidad diferencial entre el calcitriol y el UVB1
(Figura 51). Como se puede observar en la Figura 51 Ay B, el UVB1 exhibi6
un patron de interacciones intermoleculares por residuos similar al del calcitriol,
sugiriendo firmemente un modo de union homdlogo al LBD - VDR. La Figura
51C muestra la diferencia por residuo entre las energias de interaccion
calculadas para calcitriol y UVBL1. El calcitriol mostré una mejor interaccién con
residuos polares (Ser237, Ser275, Ser278 y Tyr295), y el UVB1, a diferencia
del calcitriol, exhibio interacciones energéticamente mas estables con residuos
tanto polares (Arg274, Glu277, His305 y His397) como apolares (Leu227,
Val234, Val300, Ala303, Leu309, 1le310 y Leud404). Como se ha mencionado
anteriormente, la mayor afinidad de unién del UVB1 en comparacion con el
calcitriol hacia LBD - VDR se debe principalmente a una mejor interaccion con

residuos apolares del receptor.
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Figura 51. Patrones de interaccién intermoleculares por residuo del UVB1 o calcitriol a
VDR. Descomposicién de la energia de interaccién por residuos para la interaccion entre A)
calcitriol - VDR, B) UVBL1 - VDR y C) Energias de interaccién por residuos para el calcitriol -
UVB1 que demuestran los puntos de contacto favorecidos para cada ligando.

Con el objetivo de profundizar los estudios sobre los efectos
estructurales provocados por el UVB1 al unirse a la estructura tridimensional
del VDR, se monitorearon las fluctuaciones posicionales atdmicas (RMSF, del
inglés Root Mean Square Fluctuation) a lo largo de la trayectoria de DM para la
hélice H12 del VDR, utilizando como referencia la estructura cristalografica
reportada que corresponde a la conformacién activada del VDR por
encontrarse unida al calcitriol. Reportes previos relacionados con la activaciéon
alostérica del VDR han identificado el papel importante de esta hélice para
mantener el dominio funcional AF-2 activado (Rochel et al., 2000; Malinska et
al., 2015).

Como se muestra en la Figura 52A, el UVB1 fue capaz de mantener una
disposicion conformacional similar a la del calcitriol sobre la hélice H12. Este

resultado sugiere que el UVB1 podria ser capaz de mantener una conformacion
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homoéloga a la del calcitriol sobre AF-2. Estos hallazgos son un importante
soporte a favor de la participacion del VDR en los efectos antitumorales del
UVBL1.

150 —
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Figura 52. Fluctuaciones atémicas posicionales (RMSF) monitoreadas durante la
simulacion de DM para la hélice H12. A) RMSF respecto a los residuos de la H12 de la
estructura cristalogréfica activada del VDR, obtenidas durante las trayectorias de DM del
calcitriol (linea negra continua) y UVB1 (linea roja punteada). B) Posiciones relativas del
calcitriol (azul) y del UVBL (rojo) a la hélice H12.

Por ultimo, se calcularon los valores de las RMSF para el conjunto de las
estructuras correspondientes a las trayectorias de DM del calcitriol y del UVB1
(Figura 53). Se registraron diferencias en varios residuos en los perfiles de
RMSF correspondientes a los complejos de VDR con calcitriol o UVBL1. Es de
destacar que el UVB1 fue capaz de restringir las fluctuaciones de posicion de
dos residuos de la regién de bisagra (His140 y Vall159) en comparacion con el
calcitriol y de varias correspondientes al LBD (Arg252, His326, Leu378 y
Phe406-Cys410). Varios trabajos en la bibliografia consultada sugieren que la
region bisagra puede participar en facilitar el posicionamiento del LBD al ADN y
modular la accesibilidad de la hélice H12 para reclutar co-reguladores (Orlov et
al., 2012). Teniendo en cuenta que es necesario considerar la capacidad del
ligando para reclutar co-activadores o co-represores luego de la union al
receptor y de esta manera modular la transcripcién génica (Christakos et al.,

2015) se requieren estudios adicionales para evaluar si las caracteristicas
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estructurales que se presentan en la Figura 53 pueden estar involucradas en
las propiedades bioldgicas observadas para el UVB1 en cuanto a sus efectos

antineoplasicos como sobre la actividad calcémica.
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Figura 53. Diferencias entre las fluctuaciones estructurales posicionales moleculares
(RMSF) calculadas para el calcitriol y el UVBL1 sobre el VDR mediante simulaciones de DM.
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Como se ha mencionado en la seccion “Introduccion”, el descubrimiento
de las propiedades pro-diferenciantes y anti-proliferativas del calcitriol en la
década del “80 (Abe et al., 1981; Colston et al., 1981) constituyeron el estimulo
para investigar nuevas aplicaciones terapéuticas de la hormona especialmente
en el area del cancer. Sin embargo, los efectos secundarios téxicos, como la
hipercalcemia, producidos por las dosis antitumorales efectivas o administradas
en los ensayos clinicos, estimuld la busqueda de analogos del calcitriol que
conservaran o superaran las actividades biol6gicas del metabolito activo pero
qgue carecieran de la actividad hipercalcémica. De esta manera se han
sintetizado numerosos analogos del calcitriol. Sin embargo, solo un namero
limitado de ellos han sido probados en ensayos clinicos, obteniéndose, en
ciertos casos, resultados promisorios (Leyssens et al., 2013; Mehta et al.,
2013). Es por ello que se continua con el disefio, la sintesis y la evaluacion
biolégica de nuevos analogos, y, tal como se describié en la “Introduccion”,
varios de ellos se encuentran en ensayos clinicos en fase | y Il. En este trabajo
de tesis hemos estudiado los efectos antitumorales y la actividad calcemiante
del nuevo analogo de calcitriol UVB1, que se caracteriza por ser un derivado
tipo gemini, es decir presenta una estructura quimica similar a la del calcitriol
con la novedad de poseer dos cadenas laterales unidas al C-20. El analogo fue
obtenido a través de una ruta sintética flexible y versatil desarrollada en
colaboracion con el laboratorio Quimica Organica de la universidad de Vigo
(Espafa) y, actualmente, se esta trabajando para dilucidar la l6gica mecanicista
detras de la formacion de la cadena lateral del UVB1 y el disefio de una

sintesis estereoselectiva.

Como acabamos de mencionar, las dosis necesarias de calcitriol para
inducir los efectos antitumorales producen hipercalcemia. Por esta razén, uno
de los primeros ensayos preclinicos que se deben realizar con todo analogo del
calcitriol es el estudio de su capacidad calcemiante. Los resultados de esta
tesis indican que el UVB1 no produce hipercalcemia administrado a las dosis
de 5y 40 pg/kg de peso corporal, en forma repetida y durante un periodo
prolongado de tiempo (30 dias). Tampoco se observaron cambios en el
comportamiento de los ratones ni efectos sobre el hematocrito, peso e

histologia de los érganos de los animales, tanto en los ensayos iniciales de
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evaluacion de la calcemia como en los modelos animales de céancer
desarrollados, indicando que el andlogo resulta bien tolerado sin presentar
efectos nocivos. Por el contrario, los ratones tratados con calcitriol evidenciaron
efectos hipercalcemiantes a partir de las 24 h de su administracion a la dosis
de 5 pg/kg de peso corporal. Nuestros hallazgos concuerdan con los estudios
reportados en la bibliografia sobre la hipercalcemia producida por el metabolito
activo en ratones (Saito & Harada, 2014; Carballa et al., 2012; Sharabani et al.,
2006). Es importante resaltar que el analogo fue administrado a tres cepas
diferentes de ratones (CF1, nude y BALB/c) en dosis repetidas y, en una de
ellas, durante un periodo de tiempo correspondiente al de los estudios sub-
agudos de toxicidad, sin encontrarse signos adversos. Sin embargo, seria
necesario continuar con los ensayos de toxicidad crénica conjuntamente con la
estimacion de los rangos terapéuticos y toxicos del analogo para poder conocer
cualquier tipo de efecto adverso a largo plazo y establecer la relacion entre
eficacia y toxicidad; estudios que se planifican llevar a cabo en el periodo

postdoctoral.

Se ha reportado que el calcitriol tiene efectos diferenciales en distintos
tipos de cancer. Ademas, el analogo UVB1 ha sido recientemente sintetizado
por nuestro grupo de investigacion por lo que no contabamos con ningun
conocimiento previo relacionado con sus posibles efectos antitumorales.
Teniendo en cuenta estos hechos decidimos estudiar sus efectos
antineoplasicos sobre diferentes lineas celulares correspondientes a cuatro
tipos tumorales: glioblastoma multiforme, carcinoma celular escamoso de
cabeza y cuello, adenocarcinoma mamario y carcinoma colorrectal. Los
resultados obtenidos demostraron que el UVB1 presentd algun grado de
eficacia antitumoral en los cuatro tipos de tumores investigados y que su
mecanismo de accién antineoplasico es dependiente del tipo tumoral en

estudio.

Con respecto al glioblastoma multiforme los experimentos realizados con
lineas celulares demostraron que tanto el UVB1 como el calcitriol disminuyen la
viabilidad celular de lineas tumorales humanas (U251) y murinas (GL26). Sin
embargo la comparacion de las ICsy obtenidas a partir de las curvas de
concentracion - respuesta a 120 h de tratamiento nos permite concluir que el
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anélogo presenta un efecto mas potente que el calcitriol sobre la viabilidad de
las células U251, mientras que la hormona ejerce un mayor efecto que el UVB1
sobre la viabilidad de las células GL26. En cuanto a la migracion celular, ni el
anéalogo ni el calcitriol provocaron efectos sobre estas dos lineas celulares. Con
respecto a la linea de glioblastoma multiforme humana T98G ninguno de los
dos compuestos afectd su viabilidad celular y solo el UVB1 disminuyd su
capacidad migratoria. En relacién a la falta de efecto del calcitriol sobre la
viabilidad de estas Ultimas células, Zou y col. sugieren que se necesitaria una
ICso0 mayor a 100 nM para reducir la viabilidad celular (Zou et al., 2000).
Nosotros confirmamos esta hipGtesis ya que en otras investigaciones de
nuestro laboratorio utilizando una concentracion de 1 uM de calcitriol obtuvimos
la reduccion de la viabilidad celular de esta linea tumoral (Salomoén et al.,
2014). Como se puede observar en este tipo tumoral obtuvimos distintas
respuestas con el analogo o con el calcitriol en las diferentes lineas celulares.
Como se menciond en la “Introduccion” se plantean varias hipétesis como
consecuencia de la variabilidad de respuestas halladas entre lineas celulares
tratadas con el calcitriol o sus analogos (Brown & Slatopolsky, 2008). Una de
ellas involucra al catabolismo de los compuestos. Especificamente, la enzima
24-hidroxilasa se ha visto que, si bien presenta una mayor localizacion y
actividad en rifion, se expresa en casi todos los tipos celulares (Luo et al.,
2013; Trump et al., 2010), incluso en las células tumorales (Horvath et al.,
2010; Anderson et al., 2006). Cada vez se cuenta con mayor evidencia que
relaciona la expresion elevada de esta enzima con una estimulacion de la
degradacion del calcidiol y calcitriol (Luo et al., 2013), lo que podria afectar sus
acciones antitumorales, como también la de sus andlogos. En relacion a esto,
resultados previos de nuestro laboratorio demostraron una mayor transcripcion
de la enzima en células T98G luego del tratamiento con calcitriol (Ferronato et
al., 2015). Esto sugiere que la falta de efectos sobre la viabilidad de estas
células tratadas con la hormona, a concentraciones menores o iguales a 100
nM, podria deberse a que esta siendo activamente degradada localmente por
la 24-hidroxilasa. Este efecto podria también estar ocurriendo en las células
T98G tratadas con el analogo. Dado que de los cuatro tipos tumorales
analizados en esta tesis, los resultados obtenidos en las lineas celulares de

glioblastoma multiforme fueron los mas variables, y teniendo en cuenta el
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tiempo de desarrollo habitual de una tesis, decidimos continuar con los estudios
de los efectos antineoplésicos del analogo sobre los otros tipos tumorales
anteriormente descriptos. Los resultados obtenidos con el UVB1 sobre las
lineas de glioblastoma multiforme (reduccién de la viabilidad celular de las
lineas GL26 y U251 y disminucion de la capacidad migratoria de las células
T98G) quedan como antecedentes para futuros estudios del laboratorio.

Como se detallé en la seccién “Introduccién”, el calcitriol puede ejercer
sus efectos sobre la viabilidad celular a través de acciones anti-proliferativas
ylo pro-apoptéticas que dependen del tipo tumoral y de su contexto. En
concordancia con esta forma de accion, el analogo demostro la capacidad de
provocar efectos sobre la inhibiciobn de la proliferacion o la induccion de la
apoptosis dependiendo del tipo tumoral donde actue, es decir, en células de
CCECC, el analogo indujo un arresto del ciclo celular y, en cambio, en células
de CCR el UVBLI1 redujo la viabilidad celular a través de la estimulacion del
proceso apoptotico. Estos resultados obtenidos con el analogo son
coincidentes con reportes previos que muestran que el calcitriol también ejerce
sus acciones anti-proliferativas mediante arresto del ciclo celular en otras lineas
de CCECC (Kriebitzsch et al., 2009; Gedlicka et al., 2006; Satake et al., 2003) y
a través de efectos pro-apoptoéticos en otras lineas de CCR (Gonzalez Sancho
et al., 2006; Diaz et al., 2000).

En relacion a los efectos anti-proliferativos sobre las células de CCECC,
demostramos que el analogo provoca aumento de las ROS, especies oxidantes
gue podrian contribuir con el arresto del ciclo celular. Se ha visto que los
niveles de ROS elevados pueden conducir a una toxicidad que conlleve a un
arresto del ciclo celular o a la muerte celular por apoptosis (Lennicke et al.,
2015; Gupta et al.,, 2012). En patrticular, en células tumorales de mama, la
generacion de ROS es uno de los mecanismos propuestos que mediaria los
efectos antitumorales del calcitriol ya que el metabolito activo inhibe el
crecimiento de las células MCF-7 por la produccion de un desequilibrio en el
estado redox celular produciendo un arresto del ciclo celular y apoptosis (Bohl
et al., 2012; Marchionatti et al., 2009; Koren et al., 2001). Si bien se trata de
otro tipo tumoral, el UVB1 podria estar actuando en el CCECC de una manera
similar al calcitriol en cancer de mama. De esta manera en las células HN13 el
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analogo estaria induciendo arresto del ciclo celular como consecuencia del
aumento de las ROS. Esto explicaria el aumento de la expresion de la enzima
antioxidante HO-1 como probable mecanismo compensatorio. Por otro lado, los
efectos anti-proliferativos del analogo en estas células también podrian estar
mediados por el VDR, ya que encontramos un aumento en la expresion del
receptor temporalmente coincidente con la reduccion de la viabilidad celular, el
arresto del ciclo celular y el incremento de las ROS provocados por UVBL.
Como se ha descripto, el analogo produjo una disminucién de la expresién de
ciclina D1 en este tipo tumoral lo que sin duda esta relacionado con el arresto
de las células en la fase G1 del ciclo celular. Dado que se ha reportado que el
VDR activado por unioén a su ligando inhibe la transcripcion del gen CCND1 es
probable que este efecto del analogo este mediado por el receptor.

Conjuntamente con la inhibicion de las cliclinas, se ha demostrado que el
calcitriol ejerce sus efectos anti-proliferativos modulando la expresion de los
inhibidores del ciclo celular (Christakos et al.,, 2015). Como ya hemos
mencionado, se cuenta con evidencia de la participacion del p27 en la
inhibicién del ciclo celular y/o en efectos relacionados con la migracion celular.
En este sentido se ha reportado que el calcitriol es capaz de inducir la sintesis
y / o estabilizacion de esta proteina (Brown et al., 2008). En cuanto a la
modulaciéon de este inhibidor por parte del analogo UVB1, si bien este
compuesto no afectd su expresion en células de carcinoma celular escamoso
de cabeza y cuello, produjo un aumento pronunciado de p27 en células de
adenocarcinoma mamario. Este efecto del analogo sobre p27 podria explicar
tanto sus acciones sobre la reduccion de la viabilidad como de la migracién
celular. En relacién a este ultimo proceso, se ha descripto que la interaccion de
p27 con proteinas que regulan la dinamica del citoesqueleto es, al menos en
parte, independiente de su accion inhibidora de complejos CDK - cliclinas. Si
bien dependiendo del tipo y contexto celular o del enfoque experimental, el p27
citoplasmatico puede inhibir o promover la motilidad celular (Besson et al.,
2004), Berton y col. probaron en cultivos tridimensionales de fibroblastos que
el silenciamiento genético de p27 induce el cambio hacia un fenotipo con una
morfologia ameboide con mayor motilidad celular (Berton et al.,, 2009).

Coincidentemente en esta tesis se ha detectado una mayor expresioén de p27
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en células LM3 tratadas con el andlogo y se pudo observar por IF su
localizacién tanto en nlcleo como en citoplasma. Este hallazgo podria
relacionarse con la reorganizacion de los filamentos de actina de la linea
celular LM3 luego del tratamiento con el analogo, dado que se evidencié una
reduccion significativa de la cantidad de células con fibras de estrés en todo el
cuerpo celular indicativo de una disminucion de la migracion celular. De esta
manera, el aumento de la expresion de p27 y su localizacion citoplasmatica,
sumado a la disminucion de las fibras de estrés son eventos relacionados con
los efectos anti-migratorios provocados por el analogo en estas células. Sin
embargo, es necesario ampliar estos estudios ya que muchas de las
modificaciones del citoesqueleto de actina que son necesarias para la
migracion celular estan mediadas por distintas GTPasas de la familia Rho (Guo
& Giancotti, 2004), algunas de las cuales se han visto moduladas por el
calcitriol (Ordofiez Moréan et al., 2010). Dentro de esta familia se encuentran a
Rho, Racl y Cdc42, que inducen la formacion de fibras de estrés, lamellipodios
y filopodios, respectivamente (Schenk et al., 2015; Quintela-Fandino et al.,
2010; Christofori, 2006). Teniendo en cuenta esto, y que p27 ha demostrado
bloquear la accion de RhoA (Besson et al.,, 2004), es factible pensar que el
UVB1 podria estar afectando la organizacion del citoesqueleto de actina

mediante distintas Rho GTPasas, a través de su accion sobre p27.

Una de las caracteristicas deseadas de los agentes antineoplasicos es
su capacidad de actuacion diferencial sobre las células tumorales con respecto
a las células normales. En este sentido, demostramos que tanto el calcitriol
como su analogo presentaron efectos semejantes sobre los procesos celulares
estudiados en la linea epitelial no maligna HC11, es decir, ambos compuestos
provocaron disminucién de la viabilidad celular pero no afectaron la motilidad
de las células HC11, la contraparte normal de las células LM3. Si bien la
disminucién de la viabilidad de las células no malignas es una respuesta
indeseable de cualquier agente antineoplasico, el analogo afecta en menor
medida a la linea celular HC11 dado que la ICsp para estas células resulté ser
14 veces superior a la ICsy de las células tumorales LM3. Esta diferencia que
indica cierta especificidad en su accién sobre las células tumorales,

conjuntamente con su capacidad de reducir la migracién e invasién en estas
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células sin afectar a las no malignas, son caracteristicas atractivas para su
potencial uso terapéutico. Con respecto al calcitriol, nuestros hallazgos sobre la
reduccion de la viabilidad de las células HC11 tratadas con la hormona
concuerdan con los reportados por Katayama y col.,, quienes también
demostraron que la exposicion de las células HC11 a una concentracién de 100
nM durante 72 h provoca una disminucién del crecimiento de la linea por
arresto en el ciclo celular en GO/G1 (Katayama et al., 2003). En cuanto a la
migracién celular, nuestros resultados indican que el calcitriol no provoca
efectos sobre la motilidad de la linea tumoral LM3 ni de su contraparte no
maligna HC11.

Como ya se ha descripto, el analogo inhibié la migracién e invasion
celular de la linea tumoral mamaria murina LM3. En relacion a estos efectos, es
sabido que las MMPs contribuyen con el crecimiento del tumor primario y su
capacidad de migracién, invasion, angiogénesis y metastasis (Yadav et al.,
2014; Gialeli, 2011). Actualmente la familia de MMPs humana cuenta con 23
miembros (Radisky & Radisky, 2015; Yadav et al., 2014); algunos de los cuales
se han asociado con caracteristicas pro- o anti-tumorales en diferentes
estadios de la progresion del cancer (Yadav et al., 2014; Bottino et al., 2014;
Wu et al., 2008; Scorilas et al., 2001). Especificamente en cancer de mama,
niveles plasmaticos aumentados de las MMP-9 y MMP-2 se han relacionado
con un peor prondstico de las pacientes. Como se ha reportado, la actividad de
estas dos MMPs no fue modulada por el tratamiento de las células LM3 con el
UVBL1. En este sentido hay que destacar que otras MMPs también han sido
relacionadas con la progresion de este tipo tumoral, como las MMP-1 (Kuli¢ et
al., 2012; Golubkov et al., 2010; Hess et al., 2003; Sternlicht et al., 2000;
Sympson et al.; 1995), MMP-3 (Wiseman et al., 2003; Ahmad et al., 1998),
MMP-11 (Gonzalez et al.,, 2009), MMP-13 (Zhang et al., 2008) y MMP-14
(Golubkov et al., 2014 y 2012) que también contribuyen con la progresion
tumoral mamaria y, por ende, afectan la sobrevida de las pacientes. Es posible
gue el UVB1 este modulando una o varias de estas MMPs para dar las
caracteristicas anti-invasivas demostradas en las células LM3. Por lo tanto,
surge la necesidad de continuar con el estudio de la accion del analogo sobre

estas otras MMPs.
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Como se comentdé en la “Introduccion” de esta tesis, es sabido que
alteraciones en la adhesion célula - célula y célula - componentes de la MEC
tienen un rol central en facilitar la migracion celular y, por consiguiente,
promover la invasion y la diseminacion metastasica. En este trabajo
demostramos que el UVB1 aumenta la expresion de E-cadherina tanto en
células tumorales mamarias LM3 como de carcinoma colorrectal HCT116;
hecho que contribuye a justificar la disminucién en la migracién e invasion al
tratar estas células con el andlogo. Considerando también que la pérdida de
expresion de E-cadherina en los tumores epiteliales es considerada el paso
desencadenante del proceso de la TEM (Kalluri & Weinberg, 2009) este es un
resultado alentador para comenzar a estudiar la influencia del anédlogo sobre

dicha transicion.

Como se detall6 en la seccion “Resultados”, el analogo demostro efectos
variables sobre la viabilidad celular de lineas tumorales de adenocarcinoma
mamario humano. Por un lado, el UVBL1 redujo la viabilidad celular de la linea
tumoral T47D vy, por otro, no provoco efectos sobre las células MDA-MB-231.
Esta variabilidad en los resultados podria deberse a diferencias en la expresion
de los receptores hormonares de estrogeno y progesterona y del HER2 en
estas lineas celulares. Asi, la ausencia de efectos del UVB1 sobre la viabilidad
en las células MDA-MB-231 puede deberse a la falta de estos receptores, los
cuales se encuentran presentes en la linea tumoral mamaria T47D,
respondedora al tratamiento con el analogo (ATCC HTB-133; Kritsanawong et
al., 2016). Indudablemente, se abre a partir de aqui una interesante linea de
investigacion de la posible interaccion del andlogo UVB1 con estos receptores
gue explique esta diferencia en los resultados obtenidos entre las dos lineas
celulares humanas. Con respecto al calcitriol, nuestros hallazgos sobre la
reduccion de la viabilidad celular de ambas lineas de adenocarcinoma mamario
concuerdan con los reportados en la bibliografia (Hillyer et al., 2012; Kriebitzsch
et al., 2009; Pelczynska et al., 2006; Hansen et al., 1994).

Si bien los experimentos con lineas celulares constituyen una
herramienta valiosa para evaluar la respuesta de las células a nuevas drogas,
siempre es importante tratar de complementar estos estudios con modelos
animales de cancer como una aproximacion al desarrollo de esta patologia en
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un organismo completo. Por esta razon, decidimos evaluar los efectos del
UVB1 en un modelo animal para cada tipo tumoral estudiado. Los resultados
obtenidos in vivo fueron variables dado que, a pesar de los efectos
antitumorales obtenidos in cultivo, solo en un modelo animal, el
correspondiente al CCR, el anélogo reprodujo sus efectos antineoplésicos. En
este sentido, si bien el UVB1 demostro efectos antitumorales en las lineas
celulares de carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello y adenocarcinoma
mamario, no hallamos efectos sobre el volumen tumoral ni el proceso
metastasico en los modelos animales correspondientes a estos dos tipos
tumorales. Entre las posibles explicaciones de la falta de respuesta de los
tumores de estos dos modelos animales de cancer al tratamiento con el
analogo, se encuentran las interacciones heterotipicas que se establecen entre
las células tumorales y las del estroma, ausentes en los cultivos celulares
(Hanahan & Coussens, 2012). Estas interacciones cooperativas pueden volver
a las células cancerosas mas resistentes a los efectos antitumorales del UVBL1.
De esta manera, puede ocurrir que las dosis administradas de analogo no
resulten suficientes para contrarrestar estas acciones. Otras razones que
pueden justificar la falta de efectos en los modelos animales corresponden a
caracteristicas propias de estos modelos murinos. En el caso del modelo
animal utilizado para el CCECC, se pudo observar que, independientemente
del tratamiento administrado, los tumores no se desarrollaron a lo largo del
tiempo mas alla del tamafio minimo alcanzado inicialmente. Por esta razén,
podria ser un modelo animal inadecuado para el esquema de tratamiento
realizado. En cuanto al modelo animal de transplante singeneico con células
LM3 el desarrollo de los tumores primarios y de la implantacion de metastasis
en los pulmones es sumamente rapida. Por esta razon, el periodo de
tratamiento es necesariamente corto (15 dias) y podria estar ocurriendo que no
resulte suficiente para evidenciar los efectos antitumorales del UVB1
presentados in cultivo. También es necesario remarcar que si bien en este
modelo no se obtuvieron resultados estadisticamente significativos se observd
una tendencia a un menor niumero de metéstasis en los animales tratados con
el analogo. Por todas estas razones pensamos que seria necesario continuar
con el estudio de los efectos del UVB1 en modelos animales de

adenocarcinoma mamario y carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello
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probando variaciones como un incremento en el numero de animales empleado
y/o en los esquemas de tratamiento del analogo (tiempo, dosis, via de
administracion y pre-tratamiento) y/o trabajar con modelos murinos alternativos.
De todos modos, cabe resaltar la importancia de la ausencia de efectos
hipercalcemiantes en las dos cepas de ratones empleadas en los modelos
murinos estudiados. Al igual que en los ensayos iniciales de calcemia, se
confirmd nuevamente la falta de efectos sobre los niveles plasméticos de
calcio, el hematocrito y el peso corporal de los ratones. Cabe destacar que en
la bibliografia existe evidencia de la falta de reproducibilidad de los resultados
obtenidos en lineas celulares en los modelos animales, ya sea con calcitriol

(Briggemann et al., 2010) o sus analogos (Eisman et al., 1987).

Como se menciond en la seccidén “Introduccion”, el CCR es la tercera
causa de mortalidad por cancer en todo el mundo (IARC, GLOBOCAN 2012;
Siegel et al., 2014). En la actualidad, el tratamiento de los pacientes con esta
patologia incluye terapias combinadas. Los analisis moleculares que se
realizan hoy para la eleccion de algunos de los quimioterapicos a utilizar
incluyen la evaluacion de la expresion del EFGR y la presencia del gen KRAS
mutado (Caserras & Martinez, 2012). A pesar de esta caracterizacion existe
una gran variabilidad entre los pacientes a las respuestas de los tratamientos vy,
en la mayoria de los casos, se manifiesta una elevada toxicidad. Por lo tanto,
continla resultando importante hallar nuevos farmacos para disefar
tratamientos novedosos combinados para el CCR. En relacion a este tipo de
tumor, demostramos que el analogo UVB1 presenta efectos antitumorales
importantes. Nuestros estudios se realizaron sobre la linea celular de CCR
humana HCT116, la cual se caracteriza por presentar los genes APC y TP53
wild type, y KRAS mutado (Ahmed et al., 2013; Alvarez-Diaz et al., 2012). Si
bien las células presentan APC wild type, la via de sefalizacion de Wnt se
encuentra exacerbada dado que el gen CTNNB1 (codificante de la proteina B-
catenina) esta mutado (Redondo Blanco et al., 2014; Alvarez-Diaz et al., 2012,
Nutakul et al., 2011). Los estudios realizados in cultivo y en modelos in vivo
empleando estas células nos llevan a concluir que el UVBL1: i) incrementa la
muerte celular por apoptosis dependiente de la presencia de p53, ii) induce

diferenciacion celular y iii) posee efectos anti-metastasicos.
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Especificamente, el UVB1 provoca una reduccion de la viabilidad celular
mediante la induccién de apoptosis dado que observamos que el analogo
aumentd los porcentajes de células en sub GO/G1 del ciclo celular y TUNEL
positivas con respecto al control. Este efecto pro-apoptético seria dependiente
de la presencia de p53 wild type, ya que, por un lado, la respuesta antitumoral
desaparece al evaluar los efectos del analogo sobre la linea celular HCT116
p53 -/- y, por otro, hallamos una mayor expresion de esta proteina en los
tumores de los animales que experimentaron una reduccién del volumen
tumoral al ser tratados con el anadlogo. Como hemos mencionado, si bien mas
del 50 % de los pacientes con CCR presentan mutaciones en TP53 (Carethers
& Jung, 2015), identificar compuestos con capacidad antitumoral que puedan
ser empleados para aquellos pacientes con este gen supresor tumoral activo
nos acerca a la estrategia de las terapias individualizadas. EI UVB1 podria ser
un potencial agente antineoplasico para ser utilizado en los esquemas de
guimioterapia de estos pacientes. Igualmente, el analogo ha demostrado,
ademas de su accidn pro-apoptoética dependiente de p53, otros mecanismos de
accion antitumorales que podrian ser empleados para el tratamiento de los
pacientes que presenten TP53 mutado. Ademas, la proteina pro-apoptotica Bax
posiblemente se encuentre implicada en el mecanismo molecular de accion del
UVB1 dado que el andlogo aumentd su expresion tanto en los ensayos in
cultivo como en los tumores del modelo animal. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que el analogo induce apoptosis incrementado los niveles de p53 (¢a
través de la induccion de ROS?), y este factor de transcripcion induce la
expresion de la proteina pro-apoptética Bax (Figura 54). Con respecto al
calcitriol, como se pudo observar en los experimentos de citometria de flujo
(Figura 38), los resultados sugieren que la hormona induce muerte celular por
apoptosis (aunque en menor medida que el analogo). Esto contrasta con los
resultados mostrados en la Figura 39 en la que no se observa un incremento
en el porcentaje de células TUNEL positivas cuando la linea celular HCT116 es
tratada con el calcitriol. Sin embargo, esto puede deberse a la diferencia en los
tiempos de tratamiento utilizados en los experimentos (120 h en la citometria
de flujoy 72 h en el ensayo de TUNEL). En la bibliografia existen antecedentes

de la capacidad del calcitriol de sensibilizar a otras células de adenoma y
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carcinoma colorrectal a sufrir apoptosis al regular diferentes proteinas pro-
apoptoticas (Barnes et al., 2005; Diaz et al., 2000).
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Figura 54. Modelo de mecanismo de accion propuesto para el efecto pro-apoptético del
analogo UVBL1 en células de CCR (parcialmente tomado de Weinberg, 2013).

En relacidén a las caracteristicas pro-diferenciantes del analogo en las
células de CCR, como hemos mencionado, el UVB1 fue capaz de aumentar la
expresion de E-cadherina tanto en los ensayos in cultivo como en los tumores
del modelo animal. Este mecanismo de accion antitumoral es similar al
demostrado por la hormona natural ya que se ha reportado la capacidad del
calcitriol de promover la diferenciacion en células de carcinoma de colon
SW480 mediante la inhibicién de la sefalizacién de (3-catenina y la induccién
de la expresion de proteinas de adhesién, tales como E-cadherina, ocludina y

vinculina (Larriba et al., 2011).

Conjuntamente con los efectos antitumorales sobre la apoptosis y la

diferenciacion celular, el anadlogo demostrd caracteristicas anti-metastasicas al

Maria Julia Ferronato Pagina 170



DISCUSION Y CONCLUSIONES

disminuir la capacidad migratoria e invasiva de las células HCT116. En cuanto
al retraso en la migracion celular, demostramos que el UVB1 provoca sus
efectos también de una manera dependiente de la presencia de p53 ya que
reduce la motilidad de la linea HCT116 con p53 wild type y no la afecta en las
células HCT116 p53 -/-. Ademéas, como hemos mencionado, el tratamiento del
analogo UVB1 induce incrementos en los niveles del receptor VDR tanto en las
células en cultivo como en los tumores del modelo animal. Recientemente se
ha demostrado que el calcitriol provoca una sobre-expresiéon de Cistatina D,
proteina inhibidora de cistein proteasas, a través de un aumento en la
expresion de VDR (Hunten & Hermeking, 2015). El gen supresor tumoral p53
induce directamente el aumento de la expresion de VDR (Kommagani et al.,
2007; Maruyama et al., 2006), asi como del gen CST5, codificante de Cistatina
D (Hunten & Hermeking, 2015). Esta proteina se ha visto incrementada en
células de CCR tratadas con calcitriol y, como consecuencia, se ha observado
inhibicion de la proliferacion y la migracion celular (Alvarez-Diaz et al., 2009).
Hunten y Hermeking reportaron que en células de CCR la combinaciéon de la
activacion de p53 y el tratamiento con calcitriol resulta en una mayor expresion
de CST5 y una represion de la TEM, a través de una disminucién de SNAIL
(Hunten & Hermeking, 2015). Teniendo en cuenta estos antecedentes y los
resultados de esta tesis se puede plantear la hipotesis que el analogo induce a
VDR y a p53, y esta ultima proteina, a su vez también induce al receptor VDR;
ambos finalmente estimularian la expresion de Cistatina D (Figura 55). Dado lo
reciente de la publicacion que muestra la relacion entre Cistatina D y p53,
estudios adicionales son necesarios para comprobar la posible participacion de
esta proteina en el mecanismo de accion del UVB1, dado que el analogo fue
capaz de sobre-expresar al receptor VDR y aumentar la expresion de p53 en
los tumores de los animales, con la consecuente inhibicién del crecimiento
tumoral del modelo animal y la observacion de las caracteristicas anti-

metastasicas in cultivo.

Como ya se describid, el analogo produjo aumento de la expresion de: i)
VDR, ii) E-cadherina vy iii) B-catenina citoplasmatica, con disminucion de la
expresion de [(-catenina nuclear, tanto en las células de CCR como en los

tumores primarios de los animales. Por otra parte, Palmer y col. (Palmer et al.,
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2001) mostraron que el calcitriol al unirse a VDR, induce la union de este altimo
a [-catenina reteniéndola en citoplasma e impidiendo la formacion de
complejos transcripcionalmente activos de $-catenina / TCF en el nacleo, con la
consecuente inhibicién de la expresion de genes implicados en la proliferacion
celular. Ademas, el VDR unido a su ligando natural induce la expresion de E-
cadherina, lo que sumado al aumento de B-catenina citoplasmatica, provocado
por el mismo receptor, conduce a una re-localizacion de [B-catenina en las
uniones adherentes. Teniendo en cuenta nuestros resultados y estos
antecedentes se puede plantear la hipétesis que el andlogo estaria actuando
en forma similar al calcitriol aunque de manera mas potente. Es decir, el UVB1
estimularia una mayor formacién de complejos de E-cadherina - B-catenina,
evitando de esta manera la pérdida de la adhesion celular y la adquisicion de
caracteristicas migratorias e invasivas. Al mismo tiempo, el analogo estimularia
la interaccion entre VDR y B-catenina por lo que el receptor mantendria una
mayor cantidad de esta proteina en citoplasma cooperando con su
relocalizacion en las uniones adherentes (Figura 55). Coincidentemente con
esta hipodtesis hay reportes que indican que en células CCR que no expresan
VDR (SW480-R y SW620) se detectan altos niveles de B-catenina en el nucleo
(Johnson et al., 2015; Larriba et al., 2013). En el mismo sentido, se ha
reportado que B-catenina regula positivamente la expresion de genes que
codifican para MMPs, por ejemplo las MMP-2, 3, 7, 9, 13 (Mantilla et al., 2015).
En base a este antecedente podemos suponer que la disminucion de la
actividad de las MMP-2 y MMP-9 en células HCT116 tratadas con el analogo, o
el calcitriol, detectada en esta tesis podria deberse también a la disminucion de
la actividad transcripcional de B-catenina al encontrarse reclutada en el

citoplasma y/o formando parte de las uniones adherentes.
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Figura 55. Modelo de mecanismos propuestos para la accién del andlogo UVBL1 estimulando la

diferenciacion e inhibiendo la metastasis en células de CCR.

Teniendo en cuenta los antecedentes que sugieren que el receptor VDR
puede estar implicado en la progresion del CCR, dado que se ha reportado que
sus niveles proteicos disminuyen en etapas avanzadas de esta enfermedad
(Stubbins et al., 2012) y que la baja expresion del receptor o su ausencia se
correlaciona con un prongstico desfavorable (Palmer et al., 2004; Evans et al.,
1998), es de suponer que seria de utlidad clinica identificar candidatos
terapéuticos que aumenten la expresion de VDR. Teniendo en mente que la
activacion de este receptor por parte de su ligando conduce a su propia
transcripcion es probable que los efectos terapéuticos atribuidos al calcitriol y/o
algunos de sus analogos en el cancer de colon se deban a este incremento en
los niveles de expresion del VDR (Welsh, 2012; Stubbins et al., 2012). Como
hemos mencionado, el UVB1 fue capaz de aumentar la expresion del VDR en

células de CCR y de CCECC. Es sabido que tanto el calcitriol como sus
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anélogos pueden tener efectos gendémicos y no gendmicos o rapidos mediados
por su unién al receptor. En este contexto es muy importante conocer los
detalles de la interaccion molecular entre el UVB1 y el VDR. Con este objetivo y
como parte de esta tesis hemos realizado estudios bioinforméaticos sobre esta
interaccion. Nuestros resultados demostraron que el andlogo puede unirse al
sitio LBD del VDR con una mayor afinidad que el calcitriol. Los estudios
computacionales del presente trabajo de tesis se realizaron con el receptor
cristalizado depositado en el PDB por Rochel y col. (Rochel et al., 2000). Esta
estructura ha sido utilizada en numerosas investigaciones desde el afio 2000
(Kulesza et al., 2015; Liu et al., 2014; Carballa et al., 2012; Ciesielski et al.,
2012; Gonzalez et al.,, 2003). Las simulaciones de DM exploraron las
caracteristicas estructurales del calcitriol y del UVB1 en la conformacion
tridimensional del VDR y permitieron identificar una serie de particularidades
para el nuevo analogo sintético que podrian justificar las propiedades
antitumorales del UVB1 y que a su vez pueden constituir puntos importantes
para el disefio de nuevos analogos de calcitriol con caracteristicas
antineoplasicas mas potentes. EI UVB1 exhibi¢ interacciones con residuos del
LBD - VDR tanto polares como apolares, siendo estos ultimos los responsables
de la mayor afinidad de union del analogo. Ademas, el UVB1 ha demostrado la
interaccion con los residuos His397 e His305 y su capacidad para mantener
una disposicién conformacional similar a la del calcitriol sobre la hélice H12 del
LBD - VDR. Los residuos His397 e His305 son claves en la union que
establece el calcitriol con el VDR, ambos participan en los enlaces puentes de
hidrogeno con el grupo hidroxilo de la posicion 25 del calcitriol (Malinska et al.,
2015; Carlberg, 2004; Rochel et al., 2000), grupo que también se encuentra
presente en nuestro analogo tipo gemini. La hélice H12, cuya posicion es critica
para la unién de co-activadores transcripcionales, es estabilizada por varios
contactos hidrofébicos establecidos con el UVB1, algunos de los cuales
también han sido reportados por Rochel y col. para el calcitriol como Val234,
l1le268, His397 y Tird01 (Rochel et al., 2000). Sumado a esto, el UVB1 es capaz
de restringir las posiciones de dos residuos de la region de bisagra (His140 y
Vall59) y de varios correspondientes al LBD (Arg252, His326, Leu378 y
Phe406-Cys410) en comparaciéon con calcitriol, y de favorecer el

posicionamiento de otros residuos como Argl58 y Arg370. La bibliografia
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consultada sugiere que la region bisagra puede participar en facilitar el
posicionamiento correcto del LBD y modular la accesibilidad de la hélice H12
para reclutar co-moduladores necesarios para la activacion o represion génica
(Orlov et al., 2012). Estudios adicionales son necesarios para determinar si las
particularidades encontradas en el posicionamiento de estos residuos
determinan efectos diferentes en el reclutamiento de cofactores
transcripcionales. Los resultados de los ensayos in silico sugieren que estas
particularidades pueden estar involucradas en las caracteristicas

antineoplasicas y no hipercalcemiantes halladas con el analogo.

En este sentido, en la bibliografia existen varios reportes de las
conformaciones inducidas en el receptor VDR por analogos de calcitriol, como
también de las interacciones con co-activadores transcripcionales y la
consecuente transactivacion génica. En lo referente a analogos del calcitriol de
tipo gemini, Norman y col. informaron de un analogo (1a,25-dihydroxy-21- (3-
hydroxy-3-methylbutyl) vitamin D3) con una capacidad de union al VDR menor
qgue el calcitriol (38 % con respecto a la hormona natural), el cual gener6
cambios conformacionales unicos en el VDR, estimulé la transcripcion de
genes en las células ROS 17/2.8 e inhibié el crecimiento clonal de manera
similar o con mayor potencia que el calcitriol, dependiendo de la linea celular
estudiada (Norman et al., 2000). En concordancia con esto, Herdick y col.
reportaron que la caracterizacion de las conformaciones del VDR luego de su
unién a ligandos, es insuficiente para la extrapolacion de su potencial en la
regulacion de genes (Herdick al et., 2000). Este grupo demuestra las
propiedades antitumorales de un analogo de tipo gemini (Ro27-2310) que se
comporta como un agonista débil del VDR in vitro y luego, en ensayos in vivo,
presenta una potencia mas alta que el calcitriol. La mayoria de los ligandos de
VDR se han clasificado como agonistas o antagonistas. Carlberg y col.
informaron que los andlogos tipo gemini son capaces de cambiar de un
agonista inverso a un super-agonista, cuando las células son expuestas a altos
niveles de co-activadores (Carlberg & Molnar, 2006). En este sentido Huet y
col. demostraron que dos analogos tipo gemini, Gemini-0072 y Gemini-0097,
inducen una cavidad extra dentro del LDB del VDR, reclutan al co-activador

SRC-1 con una mayor afinidad que su analogo parental y son capaces de
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actuar como super-agonistas gracias a una mayor estabilizacion de la hélice
H12 (Huet et al., 2011). Teniendo en cuenta estos antecedentes y que los
sistemas celulares difieren en sus niveles enddgenos de expresion de co-
activadores (Carlberg & Molnar, 2006; Germain et al.,, 2002), seria de
importancia central que la evaluacién de i) la afinidad al VDR, ii) la potencia de
transactivacion vy iii) los estudios biologicos de los efectos antitumorales, se
desarrollaran en el mismo tipo celular, para poder correlacionar los efectos
obtenidos in silico, in cultivo e in vivo. Teniendo esto en cuenta nuestro objetivo

es continuar los experimentos con el UVB1 sobre el CCR.

En conclusién, en esta tesis hemos demostrado que el analogo de tipo
gemini denominado UVB1 presenta efectos antineoplasicos en varias lineas
celulares de cancer provenientes de tumores tanto murinos como humanos,
afectando diferentes capacidades celulares implicadas en la progresion del
cancer. Estos efectos parecen tener mecanismos de accion que dependen del
tipo de tumor. El analogo redujo la viabilidad celular a través de acciones anti-
proliferativas en células de CCECC y pro-apoptéticas en células de CCR.
Dentro de estas acciones se encuentra la capacidad del analogo de generar un
aumento de las ROS, es decir de provocar estrés oxidativo, lo cual conduciria
al arresto del ciclo celular observado en células de CCECC, o a la apoptosis
provocada en células de CCR. El inicio del estudio de los mecanismos
moleculares implicados en las acciones antineoplasicas del UVB1 muestra que
el analogo actua a través de un aumento de p27 y una disminucion de ciclina
D1 en células de adenocarcinoma mamario y carcinoma celular escamoso de
cabeza y cuello, respectivamente. Ademas, en células de CCR el analogo
provoca sus efectos de una manera dependiente de la presencia de p53 e
induce un aumento de la proteina pro-apoptética Bax. También aportamos
evidencia que el analogo UVB1 presenta caracteristicas pro-diferenciantes, al
aumentar la expresion de E-cadherina en células tumorales mamarias y de
carcinoma colorrectal, y anti-metastasicas, al disminuir la capacidad migratoria
e invasiva de diferentes lineas celulares tumorales. En relacion al dltimo
proceso, hemos mostrado que el analogo inhibe la actividad de las MMP-2 y

MMP-9 en las células de CCR. También hemos demostrado que el UVB1
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posee efectos antineoplasicos en un modelo animal de CCR. Coincidiendo con
los resultados obtenidos in cultivo, la importante inhibicién del crecimiento
tumoral en los animales tratados con el analogo es resultado de la induccién de
apoptosis, aumento de la expresién de E-cadherina y disminucién de la
expresion nuclear de -catenina. En relacién a la actividad calcemiante, los
ensayos in vivo indican que el andlogo no provoca hipercalcemia a las dosis y
tiempos evaluados, ni tampoco efectos téxicos como disminucién del peso
corporal de los ratones, cambios en el hematocrito o en la histologia de los
organos. Por ultimo, los resultados de los estudios computacionales permiten
predecir que el UVB1 es capaz unirse con gran afinidad al VDR, induciendo
cambios conformacionales en el receptor que podrian afectar su interaccién
con los correspondientes cofactores transcripcionales. En conjunto, los
resultados obtenidos en esta tesis aportan evidencia que indica que este nuevo
compuesto podria ser, solo o en combinacién con otros tratamientos, un

posible agente terapéutico efectivo contra, al menos, el cancer colorrectal.
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