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Resumen

Elisidepsin es un compuesto sintético producido por PharmaMar S.A, derivado de un compuesto natural
de origen marino. Tiene propiedades antitumorales gracias a que posee una gran actividad citotéxica.
Produce una muerte rapida en células tumorales, asociada a la perturbacion de la permeabilidad de la
membrana plasmatica, lo que provoca un cambio osmotico que da lugar a una serie de alteraciones
morfoldgicas y fisiologicas caracteristicas de una muerte celular por necrosis. Su mecanismo de accion
parece estar relacionado con la composicidon de la bicapa lipidica, ya que se observan cambios en el
contenido lipidico de una linea celular resistente al compuesto. Ademas, se ha demostrado la unién
especifica del compuesto a un determinado grupo de lipidos perteneciente al contenido lipidico total de la
linea celular sensible al tratamiento con Elisidepsin, lo que puede contribuir a identificar cual es la diana
de accién de dicho citotoxico.
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Introduccioén

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el cancer, la diabetes, las enfermedades respiratorias y
las enfermedades cardiovasculares constituyen la mayor causa de mortalidad en el mundo y suponen un
gran coste para los sistemas de salud publicos [1]. Por ello, el descubrimiento de nuevas moléculas que
permitan controlar de manera efectiva estas patologias, supone un reto de gran importancia. Es aqui,
donde actualmente la biotecnologia marina esta adquiriendo una relevancia cada vez mayor. El 70% de la
superficie terrestre esta constituida por océanos en los que se puede encontrar una alta biodiversidad [1,
2]. Muchos organismos marinos viven en habitats complejos expuestos a condiciones extremas, lo que
hace necesario el desarrollo de mecanismos de adaptacion, que conllevan la produccion de una gran
variedad de metabolitos secundarios, no presentes en otros organismos [1]. Estas sustancias bioactivas
pueden poseer actividades bioquimicas susceptibles de ser explotadas como terapias frente a distintas
patologias, incluido el cancer [2]. Actualmente, mas de 22000 nuevas moléculas marinas han sido
publicadas en la literatura [3], mostrando nuevos mecanismos de accion y propiedades farmacologicas
favorables [2]. Por tanto, podemos concluir que la exploracion del ambiente marino representa una
herramienta interesante para la busqueda de nuevas moléculas con grandes potenciales terapéuticos [3].

En este trabajo se ha empleado un compuesto denominado Elisidepsin, propiedad de la empresa
biofarmacéutica PharmaMar S.A. Elisidepsin (Irvalec ®, PM02734; Figura 1) es un ciclodepsipéptido
sintético relacionado estructuralmente con Kahalalide F (KF), un antitumoral aislado del molusco
Hawaiano Elysia rufescens [4,5]. KF tiene una alta actividad citotoxica frente a distintas muestras
tumorales y lineas celulares derivadas de distintos tipos de tumores sélidos, como carcinomas de prostata,
mama, pulmén no microcitico, ovario y colon [6].

Estudios in vitro en células de cancer de mama y de prostata revelan que KF induce oncosis con un patréon
caracteristico de permeabilizacion de la membrana para pequefias moléculas como el Toduro de Propidio
[7]. El tratamiento con KF de numerosas lineas celulares tumorales provoca la pérdida de la integridad




lisosomal, entrada de calcio, perturbaciones en la conductividad de membrana y formacion de vesiculas
gigantes membranosas lo que desemboca en hinchamiento celular severo [6,8]. Un estudio de
microscopia confocal y microscopia electronica revela que KF induce dafio en la mitocondria, en el
reticulo endoplasmatico y en la membrana plasmatica, mientras que la membrana nuclear y el DNA no
sufren dafios [6]. Datos previos indican que KF es un potente antitumoral que induce,
predominantemente, muerte celular por necrosis [9]. Se ha comprobado que la muerte inducida por KF es
independiente de sintesis de proteinas, independiente de apoptosis mediada por caspasas, e independiente
de la actividad de proteasas lisosomales cathepsina B y D [6].

Usando una coleccion de mutantes de delecion de Saccharomyces cerevisiae, se demostrod que la ausencia
funcional de ciertos genes involucrados en trafico intracelular, funciones mitocondriales, pared celular o
sintesis de esfingolipidos, inducia resistencia relativa a Elisidepsin. En concreto, los mutantes en el gen
Scs7, cuyo homoélogo humano es el gen FA2H (sphingolipid fatty acid 2-hydroxylase), presentaban la
maxima resistencia frente a Elisidepsin encontrada. En este mismo sentido, la sobre-expresion del gen
FA2H en células tumorales humanas, aumentaba significativamente la sensibilidad de las células frente al
compuesto [5].

En nuestro estudio, se ha analizado la pérdida de la integridad de membrana que ocurre en un modelo de
linea celular tumoral humana tras el tratamiento con Elisidepsin, asi como las diferencias existentes en la
composicion lipidica entre dicha linea celular y una linea celular resistente al compuesto, derivada de la
primera.
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Figura 1.- Estructura quimica de Elisidepsin.
Materiales y métodos

Cultivos celulares

La linea celular humana de carcinoma de colon HCT-116-WT (Wild Type), fue cultivada en medio
McCoy’s 5A (Sigma-Aldrich). El medio fue suplementado con 10 % de FBS, 1 % L-Glutamina 200 mM
(Sigma-Aldrich) y 1 % de Penicilina 100 U/ml y 1 % de Estreptomicina 10 mg/ml (Sigma-Aldrich). Las
condiciones de cultivo fueron 37 °C, 95 % de humedad relativa 'y 5 % CO,,

El subclon resistente HCT-116-IRV se desarrollo a partir de la linea celular HCT-116-WT mediante la
exposicion continua, durante aproximadamente 18 meses, a concentraciones crecientes de Elisidepsin,
alcanzando como maxima concentracion de tratamiento, 100 pM.

Elisidepsin

Elisidepsin fue sintetizado en PharmaMar y preparado en un stock a 5 mM en DMSO y conservado a -20
°C.

Ensayos de viabilidad celular

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos e incubadas 24 horas en medio de cultivo libre de
tratamiento. Posteriormente, se procedio al tratamiento de las mismas a diferentes concentraciones de
Elisidepsin a tiempos de 30 minutos y 72 horas. Para la cuantificacion de la viabilidad celular, el medio
de cultivo fue eliminado y las células fueron fijadas con glutaraldehido 1 % en PBS, durante 20 minutos.

Posteriormente, fueron tefnidas durante otros 20 minutos con Sulforrodamina B 0,4%. El exceso de
colorante se elimind con acido acético al 1 % y las placas se dejaron secar a temperatura ambiente. El
colorante se extrajo con trizma base 10 mM. La absorbancia de las muestras fue medida a 510 nm en un
espectrofotometro de placas POLARstar Omega (BMG Labtech). Los resultados se expresaron como
porcentaje de supervivencia en funcion de las células no tratadas con Elisidepsin.



Evaluacion del efecto de Elisidepsin por microscopia

Las células HCT-116-WT y HCT-116-IRV se sembraron en las placas adecuadas y se cultivaron hasta
alcanzar una confluencia del 50 %. Se sustituyo el medio de cultivo libre de tratamiento por nuevo medio
suplementado con 25 mM de HEPES pH 7,4 y 50 pg/ml de Ioduro de Propidio (IP). Mediante técnicas
de microscopia de contraste de fases y fluorescencia, se analizaron los cambios en la morfologia celular y
la internalizacion del IP como consecuencia del tratamiento de las células con Elisidepsin a las
concentraciones de 10 6 20 uM.

Deteccion de la permeabilizacion de membrana por fluorimetria

Se sembraron células en placas de 96 pocillos, a alta densidad, para asegurar su confluencia a las 48h de
incubacion, en medio de cultivo libre de tratamiento. Posteriormente, se eliminé el medio de cultivo y se
afiadié nuevo medio, suplementado con 25mM de HEPES pH 7,4 y 50 pg/ml de IP. Las células se
trataron en dicho medio con vehiculo s6lo (DMSO) o distintitas concentraciones de Elisidepsin (1, 5, 10 o
20 uM). La internalizacion de IP se cuantificé por fluorimetria de placa (ex 531/em 632 nm) durante 60
minutos a 37°C, en un fluorimetro de placas Victor’ (Wallac). El resultado se representé como valor
relativo al control de tratamiento con vehiculo.

Analisis del contenido lipidico

Las células HCT-116-WT y HCT-116-IRV se cultivaron en frascos T162 durante 72h hasta alcanzar un
90% de confluencia, se recogieron y los pellets fueron resuspendidos en el volumen necesario de agua en
funcion de la cantidad de células obtenidas. Para la extraccion de lipidos, se sucedieron las siguientes
adicciones de volumenes respecto al volumen total de la suspension celular, agitdndose la mezcla tras
cada afiadido: 3,75 voliimenes de cloroformo: metanol (1:2); 1,25 volumenes de cloroformo; 1,25
volimenes de NaCl 1M. Acto seguido, se centrifugd a 2000 rpm, 10 min. Por ultimo, se recogio la fase
organica y se evaporo el disolvente por flujo de N,. Los lipidos recogidos se almacenaron a -20 °C en
atmosfera de N,. Para su analisis, se disolvieron en cloroformo:metanol (2:1) y se analizaron por HPTLC.

Para la realizacion de la HPTLC se utiliz6 como fase estacionaria placas HPTLC SilicaGel 60 (Merck
Millipore) y como fase movil, cloroformo: metanol (8:2). Junto a las muestras se emplearon lo siguientes
compuestos, que sirvieron como marcadores lipidicos: 16-B-D-glucoceramida, mezcla de
glucoesfingolipidos neutros, D-eritrodihidroesfingosina, acido oleico y colesterol. El andlisis de la
separacion lipidica se hizo mediante tincion con Tioflavina S 10 pg/ml (acetona:agua, 1:1) (Sigma-
Aldrich), mientras que la busqueda de lipidos glicosilados se determiné con Orcinol-sulfurico (0,5 % en
H,S0, 0,5 M) (Sigma-Aldrich).

Determinacion de la union de Elisidepsin a los componentes lipidicos

Se realiz6 una purificacion de fracciones lipidicas de las lineas HCT-116-WT y HCT-116-IRV a partir de
una HPTLC preparativa. Posteriormente, se cargé una cantidad equivalente de cada fraccion en distintos
puntos de una membrana de nitrocelulosa (Whatman). Las membranas se bloquearon con leche desnatada
en polvo 1% en PBS. A continuacion, se procedié a la hibridacion con Biotina (6 uM) o Elisidepsin-
Biotina (6 uM), durante 1h a T* ambiente; seguidamente, se incubd con Estreptavidina-HRP (1:600,
stock: 1 mg/ml) (Sigma-Aldrich). Por ultimo, se reveld mediante quimioluminiscencia empleando el
reactivo ECL Plus™ (GE Healthcare).

Resultados

Citotoxicidad de Elisidepsin en lineas tumorales humanas

Para estudiar la citotoxicidad de Elisidepsin, las lineas celulares HCT-116-WT y HCT-116-IRV se
trataron con Elisidepsin en curvas dosis-respuesta (diluciones seriadas con ratio '5,5), tanto a tiempos
cortos (30 minutos) como a tiempos largos (72 horas). La supervivencia celular fue determinada mediante
el método de Sulforrodamina B, usando como parametro de referencia, el valor ICsq El valor ICs,
obtenido para cada condiciéon fue: en el caso de la incubacion de 30 min, 7,76 uM; mientras que la
incubacion durante 72 horas dio un valor de 4,58 uM. Como podemos observar en la Figura 2, la linea
celular HCT-116-WT es sensible al tratamiento con Elisidepsin, en cambio, la linea celular HCT-116-
IRV presenta una resistencia significativa a la actividad citotoxica de Elisidepsin.
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Figura 2.- Citotoxicidad de Elisidepsin. (A) Incubaciéon de 30min. (B) Incubacion de 72h. Los
resultados se expresan en porcentaje de supervivencia en comparacion al control.

Elisidepsin altera la permeabilidad de membrana causando muerte celular por necrosis

Para evaluar el tipo de muerte celular que provoca Elisidepsin en las células sensibles al tratamiento, se
procedi6 a incubar las células junto al compuesto citotdxico y se observaron por microscopia de contraste
de fases y de fluorescencia. Las células fueron tratadas con una concentracion de 10 uM de Elisidepsin y
se observo que la linea sensible HCT-116-WT sufri6 una muerte rapida, asociada a una pérdida de la
integridad de membrana que provoco grandes cambios morfologicos (Figura 3) como la generacion de
vesiculas y deformacion celular. En cambio, la linea celular HCT-116-IRV no mostré6 cambios
morfologicos aparentes con el tratamiento con Elisidepsin (10 uM).
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Figura 3.- Analisis microscopico de los efectos de Elisidepsin sobre la morfologia celular y
permeabilidad de membrana. Las células HCT-116-WT y HCT-116-IRV fueron tratadas con
Elisidepsin 10 uM durante 10 min en presencia de IP. Las células sensibles al compuesto mostraron
cambios morfologicos en las imagenes de contraste de fases (paneles superiores) y tincién nuclear por
IP en las imagenes de microscopia de fluorescencia (paneles inferiores).

La permeabilidad celular se valor6 por medio de analisis fluorimétrico, realizando una cinética de
incorporacion de IP y mediante el uso de microscopia de fluorescencia. Como se ve en la Figura 3 las
células sensibles sufrieron una incorporacion severa de IP, mientras que en las células resistentes no se
aprecia ninguna tincion nuclear. Esto se corresponde con el mantenimiento de la estabilidad de membrana
y muestra que Elisidepsin no ejercié ningun efecto en la linea celular resistente, HCT-116-IRV. Por otro
lado, la cinética de permeabilizacion (Figura 4) mostro el efecto negativo que Elisidepsin (principalmente



Elisidepsin

a las concentraciones de 10 y 20 pM) indujo sobre la estabilidad de la membrana celular en la linea
celular HCT-116-WT, dando lugar a la pérdida de la integridad de membrana, desde los primeros minutos
de tratamiento, que persiste de manera continua hasta que ocurre el 100 % de muerte celular. Sin
embargo, la linea celular resistente a Elisidepsin, HCT-116-IRV, no incorpora IP a ninguna concentracion
tras 60 minutos de tratamiento.

HCT-116-IRV
HCT-116-WT
2.5
- (1uM)
o = (5uM) % 2.0-
-+ (10uM .
£ -~ EZOEM; 5 154 - (20uM)
% — Control g : - Control
= ©
] e
§ FRRA—
0.5 T T T
0 20 40 60
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 4.- Cinética de permeabilizacion de membrana por adquisicién de IP. Evaluacion realizada por
fluorimetria de placa en tiempo real (min) (ex 531/ em 632nm).

Diferencias en el contenido lipidico de las células resistentes a Elisidepsin

Para la determinacion de posibles diferencias entre las dos lineas celulares se llevo a cabo una separacion
de los lipidos de ambas mediante HPTLC. Como se ve en la Figura 5A y 5B, los patrones de bandas se
diferencian en la region central, donde se pueden observar 4 fracciones lipidicas diferentes en el caso de
la linea celular WT (Figura 5A), mientras que solo se distinguen 2 de estas fracciones en el caso de las
resistentes. Por comparacion con la migraciéon de marcadores lipidicos utilizados como patron, las
fracciones de interés presentaron una migracion, en la HPTLC, similar al de la 16-f-D-Glucoceramida y a
la de dos glucoesfingolipidos. Por otro lado, en la Figura 5 D y E se muestra la deteccion de glucidos en
las HPTLCs mediante tinciéon con orcinol-sulfurico, pudiendo observar que las fracciones diferenciales
entre ambas lineas celulares, se corresponden con lipidos glicosilados.
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Figura 5.- Analisis del contenido lipidico por HPTLC. Las imagenes muestran dos tipos de tincion:
tincion de lipidos con Tioflavina S (A, extracto lipidico de HCT-116-WT; B, extracto lipidico de
HCT-116-IRV; C, marcadores lipidicos, de izquierda a derecha: 16-B-D-Glucoceramida, mezcla de
glucoesfingolipidos neutros, D-eritrodihidroesfingosina, acido oleico y colesterol) o tincion de
glucidos con Orcinol sulfurico (D, extracto de HCT-116-WT; E, extracto de HCT-116-IRV). Las
flechas indican las fracciones lipidicas que muestran diferencias entre las lineas celulares HCT-116-
WT y HCT-116-IRV.

Elisidepsin se une de forma especifica a una fraccion lipidica

Debido a las diferencias en la composicion lipidica entre la linea celular sensible y resistente, se realizo
un ensayo de hibridacién en membrana con un derivado de Elisidepsin marcado con biotina para evaluar
si existia interaccion de este compuesto con alguna de las fracciones lipidicas. Como se observa en la
Figura 6, existe una unidn especifica del compuesto con la fraccion 4 de la linea celular HCT-116-WT.
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Figura 6.- Interaccion de Elisidepsin-biotina con fracciones lipidicas seleccionadas de HCT-116-WT
y HCT-116-IRV.

Discusion

Elisidepsin es un derivado sintético de un compuesto de origen marino con una potente actividad
citotoxica en varios tipos de lineas celulares tumorales [10]. En este trabajo, hemos evaluado los efectos
de Elisidepsin en células humanas de carcinoma de colon, resistentes o sensibles a su accion citotoxica.
Se ha observado que el tratamiento de las células con concentraciones micromolares induce una rapida

muerte en las células sensibles, mientras que cuando se tratan las células resistentes con concentraciones
efectivas de Elisidepsin, las células no presentan sensibilidad significativa al compuesto.

El analisis de las curvas de dosis-respuesta nos permite reafirmar, junto a otros estudios, que Elisidepsin
necesita llegar a una concentracién minima en la célula para ejercer todo su efecto citotoxico (efecto
todo-nada) [4]. A su vez, hemos podido observar que la citotoxicidad del compuesto implica una rapida
pérdida de la homeostasis celular que se produce a los pocos minutos del comienzo del tratamiento, ya
que los ensayos de viabilidad celular de tiempos largos o cortos, presentan resultados muy similares.

Las alteraciones que Elisidepsin provoca en células humanas sensibles incluyendo hinchamiento celular,
pérdida de la integridad de membrana, formacion de vesiculas, dafio en el reticulo endoplasmatico y
mitocondria, sugieren que este compuesto induce cambios en el balance osmotico de la célula [4,5],
posiblemente como resultado de dafio en la membrana celular [9]. Ademads, el hecho de que otros
organulos como los lisosomas no se vean afectados a tiempos cortos de exposicion, sugiere que Irvalec
actue inicialmente en la membrana plasmatica [4]. Todos estos cambios morfolégicos y fisioldgicos han
sido corroborados por microscopia y por fluorimetria de placa, confirmando la rapida permeabilizacion de
la membrana a moléculas como el IP. Estos procesos son caracteristicos de la muerte celular por necrosis
[9]. Ademas, el estudio de marcadores de apoptosis tuvo resultados negativos, asi como el andlisis de
proteasas lisosomales indicd que su inhibicion no protege frente a la actividad citotoxica de Eisidepsin

[6].

Se ha comprobado que Elisidepsin interacciona rapidamente con la membrana de las células tumorales
causando reestructuracion de la bicapa lipidica, alterando su fluidez y sus propiedades fisicoquimicas
normales [4]. Sin embargo, aunque Elisidepsin puede interactuar con la bicapa lipidica es improbable que
por si solo forme poros ya que es una molécula de 14 aminoacidos y, en teoria, hace falta un minimo de
20 para atravesar por completo la membrana [5]. Se ha demostrado, utilizando la técnica de FRET, que a
concentraciones citotoxicas, Elisidepsin forma complejos en la membrana, es decir, el compuesto se
autoorganiza en la membrana formando estructuras supramoleculares que podrian provocar la ruptura de
la integridad de membrana [4]. La rapida permeabilidad catidnica a IP y moléculas grandes como anexina
V y LDH sugieren la formacion de grandes poros [7].

Por otro lado, se ha visto que la sensibilidad a Elisidepsin depende de los niveles de la hidroxilacion de
acidos grasos mediada por FA2H [5]. En modelos de levaduras, la resistencia a Elisidepsin estaba
asociada con la deficiencia del gen FA2H, indicando la importancia que tiene la hidroxilacion de los
acidos grasos en el mantenimiento de la conformacion de la membrana, requerida para la actividad del
compuesto [4]. A su vez, en la linea celular HCT-116 se ha observado que la sobreexpresion de FA2H
incrementa la sensibilidad a Elisidepsin [5].

Nuestros resultados muestran una unidon especifica de Elisidepsin a una fraccion lipidica concreta
(fraccion #4) presente en la linea celular HCT-116-WT, fraccidon que no se encuentra presente en la linea
resistente al compuesto, HCT-116-IRV. Esto nos indica que la diana de acciéon de Elisidepsin en la
membrana celular podria ser un lipido idéntico u homologo en estructura a los lipidos presentes en dicha
fraccion. Ademas, el andlisis de migracion de los marcadores y la presencia de azlicares sugieren que ese
lipido puede pertenecer al grupo de glucoesfingolipidos o ceramidas presentes en la membrana
plasmatica. De esta manera, la generacion de la resistencia a Elisidepsin podria haber surgido por una
deficiencia en la produccion de este tipo de lipidos por parte de las células resistentes.



En conclusion, Elisidepsin muestra una potente actividad citotoxica en la linea celular HCT-116-WT que
se desencadena rapidamente. Da lugar a un proceso de muerte por necrosis, marcado por una serie de
profundas alteraciones morfologicas que afectan a la mayoria de organulos celulares y principalmente a la
membrana plasmatica. Todo ello parece asociado al contenido lipidico celular que podria marcar la
sensibilidad o resistencia al compuesto, en funcion de la presencia o no de un componente lipidico de la
membrana que podria actuar como diana directa de Elisidepsin.
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