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RE: Receptor de estrogenos

RP: Receptor de progesterona

SAC: Punto de control del huso mitético (en inglés, Spindle Assembly Checkpoint)
SDS: Dodecil sulfato (en inglés, Sodium Dodecyl Sulfate)

SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (en inglés, Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

siRNA: RNA pequefio de interferencia (en inglés, Small Interfering RNA)
SSC: Citrato sodico salino (en inglés Saline Sodium Citrate)

STAT1: Transductor de sefial y activador de la transcripcion 1 (en inglés, Signal Transductor and
Activator of Transcription 1)

TBS: Tampon tris salino (en inglés, Tris Buffered Saline)

TEMED: N,N,N’, N-tetraetilendiamina

TNF: Factor de necrosis tumoral (en inglés, Tumor Necrosis Factor)

TNFR: Receptor del factor de necrosis tumoral (en inglés Tumor Necrosis Factor Receptor)
TRADD: Dominio de muerte asociado a TNFR (en inglés, TNFR-Associated Death Domain)

TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (en inglés, TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand).

TRAILR: Receptor de TRAIL (en inglés, TRAIL Receptor)

Wnt: Sitio de integracion relacionado con “Wingless” (del inglés, Wingless-related integration
site)
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1. Cancer

El término cancer engloba un grupo numeroso y heterogéneo de enfermedades malignas,
con origen genético monoclonal, caracterizadas por una pérdida en el control de la
proliferacion celular de un determinado tejido donde las células se dividen sin regulacion.
Mientras que las células normales se dividen y mueren durante un periodo de tiempo
programado, las células cancerosas se dividen casi sin limite y esto conduce a la
formacion de unas masas celulares denominadas tumores o neoplasias. Ademas, estas
células cancerosas pueden adquirir la capacidad de migrar e invadir otros tejidos u
organos circundantes o distantes a traves del torrente sanguineo o linfatico dando lugar a

las metastasis [1] (Figura 1).

Célula normal

Mutacién no
/ \‘reparada \ /'
Expansién \
clonal y nuevas —_—
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K |
<
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Figura 1. Representacion esquematica simplificada de la base molecular del cancer.
Las células normales se caracterizan por dividirse de forma controlada, cuando estas
celulas adquieren mutaciones que no pueden ser reparadas, activan su propio programa
de muerte. En ocasiones, las células portadoras de mutaciones no reparadas, evaden el
programa de muerte celular y comienzan a proliferar de manera descontrolada
acumulando nuevas mutaciones, esto se conoce con el nombre de progresion tumoral. Las
células tumorales pueden adquirir la capacidad de migrar e invadir tejidos adyacentes o
distantes dando lugar a la aparicién de metastasis. Adaptado de Pocket companion to
Robbins and Cotran. Pathologic Basis of Disease [1].
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1.1. Clasificacion del cancer segun el tejido de origen

El tipo de cancer se define, entre otras cosas, por el tejido u drgano en el que se
origind, pero de forma general se agrupan por el tipo de tejido que les dio origen [1]. En
base a esto se clasifican en:

- Carcinomas. Son canceres originados a partir de células epiteliales, es
decir, células que tapizan la superficie de drganos, glandulas o estructuras
corporales. Representan el 80% de la totalidad de los canceres e incluyen
las variedades méas comunes de cancer de pulmén, mama, colon, préstata,
pancreas y estdbmago.

- Sarcomas. Se trata de tumores originados a partir de células
mesenquimales de las que derivan musculos, huesos, cartilagos y tejido
graso. Los mas frecuentes son los sarcomas 0seos.

- Leucemias. Son canceres originados a partir de las células de la médula
Osea.

- Linfomas. Estos canceres tienen su origen en las células de ganglios u

6rganos linfaticos.

1.2. Incidencia y mortalidad del cancer

El cancer es actualmente una de las enfermedades con mayor incidencia,
prevalencia y mortalidad a nivel global. Segun el estudio GLOBOCAN 2012 llevado a
cabo por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer, el cancer es ya
la principal causa de muerte en los paises occidentales, y se convertird en una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en las proximas décadas en todas las
regiones del mundo, independientemente de su nivel de desarrollo [2]. Todo esto
convierte al cancer en un problema de salud prioritario y se hace necesaria una accion

global para frenar la creciente carga del cancer [3].

En términos de tasas de incidencia ajustadas por la edad en hombres, se estima
que entre los canceres mas frecuentemente diagnosticados en el mundo, se encuentran el
cancer de prostata (en paises occidentales y en paises de Africa central y del sur), el cancer
de pulmon (en Europa del este y Asia) y el cancer de higado (en paises del este de Africa

y del sureste de Asia). En mujeres, los méas frecuentemente diagnosticados son el cancer
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de mama (en la mayoria de paises) y el cancer de cuello uterino (la mayoria en paises
africanos) [3] (Figura 2).

[ Prostata
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Figura 2. Incidencia de las formas mas comunes de cancer por sexo. (A) Incidencia
en hombres. (B) Incidencia en mujeres. EI mapa solo muestra los paises incluidos en el
andlisis. Adapatado de Bray et al., 2012 [3].

En términos de mortalidad ajustada por la edad, el cancer de pulmén es la causa
méas comuln de muerte por cancer en hombres, seguido del cancer de préstata y del cancer
de higado. En las mujeres, el cancer de mama constituye la causa de muerte mas comun

por cancer, seguido del cancer de cuello uterino y del cancer de pulmoén (Figura 3) [3].
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Figura 3. Mortalidad de las formas méas comunes de cancer por sexo. (A) Mortalidad
en hombres. (B) Mortalidad en mujeres. EI mapa solo muestra los paises incluidos en el
analisis. Adapatado de Bray et al., 2012 [3].

2. Cancer de mama

Como hemos mencionado anteriormente, el cancer de mama es el tumor mas
frecuente en mujeres, segun las estimaciones de la Agencia Internacional de Investigacion
del Céancer que hacen referencia al afio 2012 [2], cada afio se diagnostican 1,68 millones

de casos nuevos en la poblacion femenina mundial y unos 26.000 nuevos casos en Espafia

[4].

A pesar de que la supervivencia de las pacientes con cancer de mama es alta y
sigue una evolucién ascendente en el tiempo, el cancer de mama continGia siendo un

problema de salud muy relevante ya que, en Espafia se produjeron unas 6000 muertes en
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el afio 2006 y las estimaciones indican que en el afio de 2013 se han producido mas de

6600 muertes a causa del cancer de mama [4, 5].

Las pacientes con cancer de mama metastasico en el momento del diagnostico
suponen aproximadamente el 5%, pero en torno al 30% de las mujeres con diagnosticadas
con cancer de mama en estadio inicial desarrollaran metéstasis a distancia durante la

evolucion de la enfermedad [6].

2.1. Diagnostico histopatoldgico del cancer de mama

Actualmente, el diagndstico histopatoldgico del cancer de mama ha pasado de ser
morfolégico-descriptivo, a identificar una serie de factores pronésticos y predictivos que
permiten tomar decisiones en el tratamiento del cAncer de mama. Los factores pronosticos
son aquellas caracteristicas del tumor o del paciente que pueden predecir la historia
natural de la enfermedad, recidivas y supervivencia de las pacientes. Sin embargo, los
factores predictivos son aquellas caracteristicas del tumor que indican la respuesta a un
determinado régimen quimioterapico [7].

2.1.1. Tamafo tumoral

El tamafio del tumor correlaciona de manera directa con la supervivencia y con la
afectacion ganglionar en la paciente [8]. Aquellos carcinomas que miden menos de 0.5
centimetros de didmetro tienen menos riesgo de tener metastasis en ganglio que los
carcinomas que miden mas de 0.6 centimetros de diametro [9-11]. De manera similar, se
ha reportado un mayor tiempo libre de enfermedad en aquellas pacientes con carcinomas

de menos de 1 centimetro de diametro [12].

2.1.2. Subtipo histologico

El subtipo histologico viene determinado por las células de las que deriva el tumor

[1]. Podemos distinguir:

- Carcinoma ductal. Es el subtipo mas frecuente y deriva de las células que
forman los conductos lacteos.
- Carcinoma lobulillar. Este subtipo deriva de las células de los l6bulos,

donde se produce la leche.
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2.1.3. Grado histologico

El grado histologico es determinado por el patdlogo utilizando el sistema de
Nottingham o sistema de Scarff-Bloom-Richardson modificado [13], que asigna un grado
a los tumores basandose en la capacidad de las células tumorales para formar tubulos, en
el grado nuclear de las células tumorales y en el rango mitético de las células tumorales.
A cada una de las categorias anteriores se les asigna una puntuacion del 1 al 3, una
puntuacion de 1 indica que las células tumorales se asemejan a las células del tejido
normal, y una puntuacién de 3 indica que las células tumorales y las células del tejido
normal son muy diferentes. En base a esto, los tumores obtienen una calificacion de entre

3y 9 puntos y se clasifican en:

- Bien diferenciados o grado 1. La calificacion final de estos tumores es
de 3-5 puntos.

- Moderadamente diferenciados o grado 2. La puntuacion final del tumor
esta comprendida entre 6 y 7.

- Poco diferenciados o grado 3. Son tumores con una puntuacion definitiva

de maés de 8.

El mayor grado histoldgico correlaciona con mayor frecuencia de metéastasis,
recurrencia tumoral, muerte por enfermedad metastasica, menor tiempo libre de

enfermedad y menor supervivencia [14, 15].

2.1.4 Afectacion ganglionar

En la actualidad, el mejor indicador prondstico en pacientes con cancer de mama
en estadio inicial es la presencia o ausencia de metéstasis en ganglios linfaticos axilares.
La recurrencia de la enfermedad es mayor en las pacientes con afectacion ganglionar, a
mayor nimero de ganglios afectados, peor es el prondéstico de la enfermedad [16]. La
afectacion ganglionar se analiza mediante la técnica del ganglio centinela, que consiste
en extraer el primer ganglio que recibe el drenaje linfatico del tumor y ver si esté afectado

por el tumor.

2.1.5 Expresion de receptores

La proliferacion de las células tumorales que expresan receptores de estrégenos
(RE) o de progesterona (RP) depende, al menos en parte, de dichas hormonas para

proliferar. Por otro lado, las células tumorales pueden sobreexpresar el receptor
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HER2/neu (Receptor del factor de crecimiento humano 2), producto del proto-oncogen
ERBB2, que regula la proliferacion celular en la mama. Dependiendo de la expresion de
estos receptores, se establece la siguiente clasificacion del cancer de mama:

- Receptores hormonales positivos. Son tumores positivos para RE y/o
RP. Los patrones de expresion genética de estos canceres son similares a
los de las células normales que recubren los conductos y las glandulas de
la mama. Son los tumores de mama con mejor prondstico y, en general,
responden muy bien a la terapia hormonal [17].

- HER2 positivo. Son tumores con amplificacion del gen HERZ2,
constituyen aproximadamente el 20% de los canceres de mama y suelen
tener una apariencia de alto grado, un crecimiento rapido y un peor
prondstico, aungue pueden ser tratados con éxito con terapias especificas
anti-HER2 [18].

- Triple positivo. Son tumores positivos para RE y RP que, ademas,
sobreexpresan HER2 por lo que pueden ser tratados con terapia hormonal
0 con terapia dirigidas contra HER2.

- Triple negativo. Son tumores que carecen de RE y RP y no tienen
amplificado HER2. La expresién genética de estos tumores es similar a la
de las células basales de los conductos y las glandulas de la mama. Se trata
de tumores de alto grado, con crecimiento rapido y un prondstico
desfavorable. La Gnica opcion terapéutica es la quimioterapia, ya que ni la
terapia hormonal ni la terapia dirigida a HER2 son eficaces contra estos
canceres [19].

2.1.6 Estadiaje del cancer de mama

Todos los subtipos de cancer de mama se clasifican en estadios segun la extensién
de la enfermedad. Se utiliza el sistema de clasificacion TNM basado en el tamafio del
tumor (T), a la afectacion de los ganglios linfaticos regionales (N) y en la aparicion de

metastasis en otras partes del cuerpo (M).
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Estadio 0 o carcinoma in situ.

Son lesiones premalignas, las células tumorales se localizan exclusivamente en la pared de
los 16bulos mamarios (carcinoma lobulillar in situ) o de los conductos mamarios (carcinoma
ductal in situ o intraductal). Aunque no suelen ser invasivos si se dejan evolucionar pueden
convertirse en un carcinoma infiltrante.

Estadio I.

Incluye aquellos tumores que miden menos de 2 centimetros, sin diseminacion a ganglios
linfaticos axilares ni metastasis a distancia.

Estadio Il. Incluye los siguientes tumores:

- Tumores de pequefio tamafio, diametro menor de 2 centimetros, con afectacién de los
ganglios linfaticos axilares.

- Tumores de tamafio mediano, diametro de entre 2 y 5 centimetros, con independencia de
la afectacion de los ganglios linfaticos axilares.

- Tumores de gran tamafio, diametro mayor de 5 centimetros, sin afectacion de los ganglios
linfaticos axilares.

Estadio lll o localmente avanzado. Dentro de este estadio se hacen 3 subdivisiones:
Estadio IlIA. Incluye los siguientes supuestos:

- Tumores de menos de 5 centimetros que se han diseminado a ganglios linfaticos axilares,
de manera palpable, o a ganglios linfaticos situados en el mediastino.

- Tumores de mas de 5 centimetros que se han diseminado a ganglios linfaticos axilares o
a ganglios linfaticos situados en el mediastino.

Estadio llIB. Incluye todos aquellos tumores que, independientemente del tamario afectan
a la pared del térax o a la piel de la mama.

Estadio IlIC. Incluye a tumores que independientemente del tamafio tengan:

- Afectacion de mas de 10 ganglios linfaticos axilares.

- Afectacion de ganglios linfaticos axilares y ganglios linfaticos situados en el mediastino.

- Afectacion de ganglios linfaticos situados por encima o por debajo de la clavicula.

Estadio 1V.

Incluye todos aquellos tumores que han diseminado a otras partes del cuerpo, afectando a
otros drganos como hueso o higado

Tabla 1. Estadiaje del cancer de mama.

2.2. Tratamiento del cancer de mama

El cancer de mama presenta una gran heterogeneidad por lo que el tratamiento del
mismo se basa en multitud de factores y debe individualizarse. Por lo general, a la mayoria
de las pacientes se les practicara algun tipo de cirugia que, a menudo, se combinaré con
radioterapia, quimioterapia o terapia hormonal. Clasicamente se iniciaba con la cirugia
para despuées administrar el tratamiento sistémico y la radioterapia, pero en la actualidad
se puede iniciar con la radioterapia y el tratamiento sistémico para permitir una cirugia

mas conservadora en las pacientes.

10
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2.2.1. Cirugia

El principal objetivo de la cirugia es la extirpacion del tumor y el anélisis de los
ganglios axilares. En pacientes con cadncer de mama localizado, puede llevarse a cabo dos

tipos de cirugia:

- Cirugia conservadora. Implica la extirpacion del tumor junto con una
pequefia cantidad del tejido sano circundante y, en general, va acompafada
de la administracion de radioterapia con objeto de eliminar aquellas células
tumorales que pudieran quedar tras la cirugia.

- Mastectomia. Implica la extirpacion completa de la mama.

Los ganglios linfaticos axilares son de los primeros que se afectan por la
diseminacion de la enfermedad y por ello, durante la cirugia se extirpa el ganglio centinela
para ver si esta afectado o no por el tumor y realizar una linfadenectomia cuando sea

necesario.

2.2.2. Radioterapia

La radioterapia se basa en el uso de rayos X de alta energia o de otros tipos de
radiacion para destruir las células tumorales o para impedir su crecimiento. Puede
utilizarse como tratamiento adyuvante para eliminar células tumorales que pudieran haber
quedado tras la cirugia o como tratamiento paliativo para aliviar el dolor que produce la
afectacion 6sea 0 ganglionar o la presion craneal producida por alguna metastasis
cerebral. Existen dos tipos de radioterapia y se aplica una u otra dependiendo del tumor
[20].

- Radioterapia externa. Una maquina envia la radiacion desde el exterior
del cuerpo hacia el area donde se localiza el tumor.

- Radioterapia interna o braquiterapia. Implica el uso de sustancias
radiactivas que se aplican directamente en el &rea donde se localiza el

tumor.

2.2.3. Tratamiento sistémico

El tratamiento sistémico, a diferencia de la cirugia o la radioterapia, actta sobre
todo el organismo ya que se administra via intravenosa u oral. Este tipo de terapia se
administra en estadios iniciales del cancer de mama o como tratamiento adyuvante como

en la fase de enfermedad metastéasica.

11
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El tratamiento sistémico en adyuvancia tiene como objetivo evitar que en un

futuro puedan aparecer metéstasis derivadas de células tumorales que pudieran haber

quedado tras la cirugia y reducir asi el riesgo de recaida y de muerte de las pacientes con

cancer de mama. Existen diferentes formas de tratamiento adyuvante y el uso de una u

otra depende del prondstico de la enfermedad y del tipo de cancer de mama.

Terapia hormonal. Solo se indica si el tumor es positivo para receptores
hormonales y, habitualmente, se administra tras finalizar la quimioterapia.
Segun el Grupo Espafiol de Investigacion en Cancer de Mama (GEICAM),
en mujeres premenopausicas se recomienda el uso de tamoxifeno en
monoterapia 0 combinado con anélogos de la hormona liberadora de la
hormona luteinizante. En mujeres postmenopausicas se recomienda el uso
de inhibidores de la aromatasa de tercera generacién como el letrozole
[21].

Terapias dirigidas. Actualmente la Unica terapia dirigida que se usa en
adyuvancia en el cancer de mama es el trastuzumab, una terapia anti-HER2
que en combinacion con la quimioterapia estandar reduce el riesgo de
recaida y de muerte de las pacientes [18, 22].

Quimioterapia. En el cancer de mama, es habitual el uso de regimenes
quimioterapicos que incluyen drogas que inducen dafios en el DNA como
las antraciclinas, la ciclofosfamida o el 5’fluor-uracilo, asi como drogas
dirigidas a microtubulos entre las que tienen especial relevancia los
taxanos como el paclitaxel o el docetaxel. Se ha demostrado que la
combinacion de taxanos con antraciclinas mejora los resultados de la
terapia en términos de respuesta global [23]. Se recomienda el tratamiento
con quimioterapia secuencial en lugar de poliquimioterapia debido a que
la eficacia del tratamiento es similar independientemente de la forma de
administracion, pero la administracién secuencial genera menor toxicidad

en las pacientes [24].

12
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3. Cancer de prostata

El cancer de prostata es uno de los tumores con mayor tasa de incidencia y de
mortalidad en hombres de todo el mundo. Segln las estimaciones de la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer que hacen referencia al afio 2012, cada afio se
diagnostican 1,1 millon de nuevos casos en la poblacién masculina mundial y unos 32000

nuevos casos en Esparia [2, 25].

Desde que se generalizo el test de diagndstico precoz de determinacion de los
niveles del antigeno prostatico especifico (PSA) en sangre, la incidencia del cancer de
prostata ha aumentado, pero al diagnosticarse los tumores en fase inicial, la supervivencia
también ha aumentado en las tltimas décadas y se espera que esta tendencia contintie. A
pesar de ello, en Espana se producen unas 5400 muertes anuales por cancer de prostata

[2, 25].
3.1. Diagnéstico histopatologico del cancer de préstata

Actualmente, la mayoria de los canceres de prostata se detecta mediante la
deteccion del PSA en sangre y/o el examen digital de recto (DRE). Por lo general, los
canceres de prostata en fase inicial son asintomaticos, mientras que los de estadios mas
avanzados se pueden detectar por los sintomas que causan. Si de acuerdo con las pruebas
de deteccidn y/o los sintomas se sospecha cancer de prostata, el diagndstico definitivo se

realiza mediante una biopsia prostatica [26].

3.1.1. Grado histoldgico

El grado de histologico del cancer de prostata es determinado por el patdlogo
utilizando el sistema de puntuacion de Gleason, basado en la medida en la que el tumor
se asemeja histolégicamente al tejido prostatico normal. Consiste en la identificacion de
los dos patrones tumorales més prevalentes y en la asignacion de una puntuacion en escala
del 1 al 5 a cada uno de ellos, los tumores cuyas células tienen una apariencia similar a
las de las células normales reciben una puntuacion baja, mientras que los tumores cuyas
celulas se parecen menos a las células normales o tienen una apariencia méas agresiva
reciben una puntuacion mas alta [27]. Histologicamente el sistema de Gleason se

representa en 5 patrones:

- Patron 1. Las celulas tumorales se caracterizan por tener citoplasmas

palidos, nicleos regulares y pequefios con muy pocas mitosis que forman

13
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glandulas bien diferenciadas, pequefias y con morfologia uniforme. La
masa tumoral esta bien circunscrita sin infiltrar hacia las glandulas
benignas adyacentes ni hacia el estroma.

- Patrdn 2. En esencia es similar al patrén 1, pero las glandulas presentan
una ligera variacion en tamarfio y forma y no estan tan bien circunscritas.
En el interior de las glandulas, las células pueden estar apiladas en mas de
una capa y presentar un leve patrdon cribiforme.

- Patrdn 3. Las células tumorales forman glandulas de tamafio y morfologia
muy variable, tanto las glandulas como las células tumorales libres
infiltran hacia el estroma y muestran un patrén cribiforme.

- Patron 4. Las células tumorales son grandes, poligonales y poseen
citoplasmas palidos, muestran ciertas caracteristicas de diferenciacion
glandular e infiltran de manera difusa hacia el estroma.

- Patron 5. Las células tumorales presentan escasa o ninguna diferenciacion
glandular e infiltran de forma difusa hacia el estroma, es lo que se conoce

como carcinoma indiferenciado.

La puntuacion definitiva de Gleason es la suma de las puntuaciones asignadas a
cada uno de los dos patrones tumorales mas prevalentes. En base a esto, los tumores
obtienen una calificacion de entre 2 y 10 puntos y se clasifican en bien diferenciados o
bajo grado si la calificacién es de 2-6 puntos, moderadamente diferenciados si la
calificacion es de 7 y poco diferenciados o alto grado si la calificacion es de més de 8
(Figura 4). Los tumores de bajo grado crecen méas lentamente y tienen menos

probabilidades de diseminarse que un cancer de alto grado [28].

14
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Figura 4. Sistema de puntuacion de Gleason. (A) Representacion de los 5 patrones
histoldgicos establecidos por el sistema de Gleason. Adaptado de Gleason 1974 [27]. (B)
La fotografia izquierda muestra un cancer de prostata bien diferenciado con bajo grado
de Gleason, mientras que la fotografia derecha muestra un cancer de préstata pobremente
diferenciado con alto grado de Gleason.

3.1.2. Grado histoldgico

Al igual que en el cancer de mama, los pat6logos utilizan el sistema TNM. Los
resultados de la evaluacion del tamafio, de la diseminacion a ganglios linfaticos cercanos
y de la existencia de metastasis a distancia se combinan ademas con el nivel de PSA en
el momento del diagnéstico y con la puntuacién de Gleason para determinar el estadio

del cancer de prostata en cada paciente. Se distinguen los siguientes estadios:

15



Introduccién

Estadio | o localizado.

El tumor se encuentra confinado exclusivamente a la prostata, sin afectacion de ganglios
linfaticos ni metastasis a distancia, una puntuacién de Gleason inferior a 6 y niveles de PSA
en sangre menores de 10 ng/ml. Incluye los siguientes supuestos:

- Tumores no palpables ni visibles con estudios de imagen, diagnésticados durante una
reseccion transuretral o mediante biopsia con aguja realizado por la presencia de altos
niveles de PSA.

- Tumores palpables y/o visibles con estudios de imagen que afectan solo a la mitad de uno
de los lobulos prostaticos.

Estadio Il. Dentro de este estadio se hacen dos subdivisiones:

Estadio IlA. Incluye los siguientes supuestos:

- Tumores no palpables ni visibles con estudios de imagen, sin diseminacion a ganglios
linfaticos cercanos ni metastasis a distancia, con una puntuacién de Gleason de 7 y con
niveles de PSA inferiores a 20 ng/ml.

- Tumores no palpables ni visibles con estudio de imagen, sin afectacion de ganglios
linfaticos regionales ni metastasis a distancia con una puntuacién de Gleaso de 6 o menor
y niveles de PSA en sangre de 10-20 na/ml.

- Tumores palpables o visibles mediante estudios de imagen, que afectan a un unico Ié6bulo
prostatico sin afectacién de ganglios linfaticos adyacentes ni metastasis a distancia, con
una puntuacién de Gleason de 7 o menor y con niveles de PSA en sangre inferiores a 20
ng/ml.

Estadio IIB. Incluye los siguientes supuestos:

- Tumores palpables o visibles con estudios de imagen que afectan a ambos lébulos
prostaticos sin diseminacién a ganglios linfaticos adyacentes ni metastasis a distancia, con
independencia de la puntuacién de Gleason y de los niveles de PSA en sangre.

- Tumores no palpables o visibles con estudios de imagen, sin afectacion de ganglios
linfaticos adyacentes ni metastasis a distancia, que con independecia de la puntuacion de
Gleason presentan niveles de PSA en sangre superiores a 20 ng/ml.

- Tumores palpables o visibles con estudios de imagen, sin afectacién de ganglios linfaticos
cercanos ni metastasis a distancia y con una puntuacién de Gleason de 8 o mayor,

independientemente de los niveles de PSA en sangre.
Estadio lll o localmente avanzado

Incluye tumores que, independientemente de su puntuacién de Gleason o de sus niveles
de PSA en sangre, crecen hacia fuera de la prostata, siendo posible la diseminacion a las
vesiculas seminales, sin diseminacion a ganglios linfaticos cercanos ni metastasis dseas.

Estadio IV o metastasico

Con independencia de la puntuacion de Gleason y de los niveles de PSA en sangre,
incluye los siguientes supuestos:

- Tumores que se han diseminado hacia tejidos adyacentes a la prostata diferentes de las
vesiculas seminales, sin afectacion de ganglios linfaticos ni metastasis a distancia.

- Tumores con diseminacion a ganglios y/o metastasis a distancia (vejiga, recto, hueso,
higado o pulmones).

Tabla 2. Estadiaje del cancer de prostata
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3.2.  Tratamiento del cancer de prostata

El estadio del cancer de prostata es uno de los factores mas importantes para la
eleccion de tratamiento, pero también se consideran otros factores como el riesgo de
recurrencia tras el tratamiento inicial, la edad del paciente, su estado de salud o su

expectativa de vida [29].

3.2.1. Terapia expectante y vigilancia activa

Los tumores de prdstata en estadio | o Il frecuentemente crecen de manera muy
lenta y, sobre todo en pacientes de edad avanzada, es probable que nunca necesiten
tratamiento por lo que se recomienda la vigilancia activa. Este método se basa en la
supervision del cancer mediante pruebas de PSA en sangre, DRE, ecografia transrectal y
biopsias prostaticas a intervalos regulares de tiempo para determinar si el cancer esta
creciendo o estd adquiriendo caracteristicas mas agresivas y aplicar otros tratamientos en

caso de que sea necesario [30].

3.2.2. Cirugia

La cirugia es la opcion més comun para el tratamiento del cancer de prostata
localizado. El tipo principal de cirugia se conoce como prostatectomia radical y consiste
en la extirpacion de la glandula prostatica y de una porcion del tejido circundante,
incluyendo las vesiculas seminales. El objetivo principal de la prostatectomia es eliminar
las células tumorales y, en la mayoria de las ocasiones, tiene un prondstico excelente [31].
En caso de sospechar gque el tumor se ha diseminado a los ganglios linfaticos, se puede
realizar la extirpacion de los ganglios linfaticos y analizarlos durante o después de la

intervencion.

En los pacientes con cancer de préstata avanzado se realiza otro tipo de cirugia
denominada reseccion transuretral de la prdstata que, aunque no tiene fines curativos, se

Ileva a cabo para aliviar los sintomas.

3.2.3. Radioterapia

La radioterapia utilizada puede ser externa o braquiterapia y se emplea como
tratamiento inicial del cancer de bajo grado confinado exclusivamente en la glandula
prostatica, con una tasa de curacion similar a las de la prostatectomia radical [32]; como
parte del tratamiento inicial junto con la terapia hormonal para tumores que se han

diseminado hacia los tejidos adyacentes a la prostata; como terapia adyuvante tras la
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cirugia en caso de que el tumor no se extirpara por completo o en caso de que el tumor
regrese; y como terapia del cancer avanzado para reducir el tamafio del tumor y para

aliviar los sintomas.

3.2.4 Terapia hormonal o de privacion de andrégenos

Los andrdgenos, a través de la union al receptor androgénico median el desarrollo
normal de la préstata, Huggins y Hodges realizaron un estudio en el afio 1941 en el que
observaron que la retirada de andrégenos mediante castracion quirdrgica o gquimica
provocaba la reduccion del cancer de proéstata [33], sentando las bases de la ablacion
androgenica para el tratamiento de esta enfermedad, que aunque provoca una reduccion
del tamafio tumoral o un crecimiento méas lento durante un tiempo, por si sola no es
curativa. Por ello, la terapia hormonal se emplea cuando el cancer de préstata se ha
propagado lejos de la prostata, cuando el cancer regresa tras la cirugia y/o la radioterapia,
junto con la radioterapia si el tumor presenta un fenotipo agresivo (alta puntuacion de
Gleason, altos niveles de PSA en sangre o diseminacion fuera de la préstata) o antes de
la radiacion para reducir el tamafio tumoral. EI andrégeno mé&s abundante es la
testosterona, se sintetiza en los testiculos y es transformada en la prostata en 5-
dihidrotestosterona (DHT), el metabolito activo. Otros andrégenos minoritarios son
sintetizados en las glandulas adrenales y pueden transformarse también en testosterona.
Cuando la DHT se une a su receptor, se induce la transcripcion de genes regulados por

promotores con elementos de respuesta a andrdgenos [34].

La reduccion de los niveles de androgenos puede realizarse quirdrgicamente
mediante orquitectomia 0 quimicamente mediante el uso de analogos de la hormona
liberadora de gonadotrofinas que son medicamentos que reducen la cantidad de
testosterona producida por los testiculos. Por otro lado, el uso de antiandrdgenos,
esteroideos 0 no esteroideos, bloquea la union de los androgenos a sus receptores, impide
su actividad transcripcional y bloquea el crecimiento de las células tumorales. Casi todos
los pacientes con cancer de prostata son sensibles a la terapia hormonal reduciéndose el
crecimiento tumoral por disminucion de la proliferacion celular y la induccion de
apoptosis, pero tras un periodo de tiempo variable que oscila entre meses y afios, la terapia
hormonal fracasa y la enfermedad avanza hacia cancer de prdstata resistente a castracion

que, a menudo, va acompafiada de la aparicion de la enfermedad metastasica [28],

18



Introduccién

asociada con la desregulacion del ciclo celular y de los mecanismos apoptoticos normales
[35-37].

3.2.5 Quimioterapia no hormonal

Este tipo de terapia se administra cuando el cancer de prostata se ha propagado
fuera de la glandula prostatica y la terapia hormonal ya no es eficaz. En estadios iniciales
de la enfermedad no es un tratamiento convencional, pero algunos estudios estan
determinando si este tratamiento podria ser util si se administra tras la cirugia.
Normalmente se trata de farmacos dirigidos a microtibulos como los taxanos (docetaxel
cabazitaxel y paclitaxel), drogas que inducen dafios en el DNA como las antraciclinas, y
otros farmacos que destruyen las células tumorales. Por lo general, los fArmacos se usan
en monoterapia y en la mayoria de los casos, el primer medicamento que se administra

suele ser el docetaxel con un efecto beneficioso sobre la supervivencia [38].

4. Apoptosis

La apoptosis es un proceso fisiolégico de muerte celular por el que las células
mueren de forma controlada en respuesta a diferentes estimulos y conduciendo a la
eliminacion de células potencialmente peligrosas, dafiadas o infectadas [39]. Se trata de
un proceso esencial para el desarrollo normal de los organismos y para el control de la
homeostasis de los tejidos, por lo que su desregulacion puede ser la causa de diversas
patologias como enfermedades degenerativas, autoinmunidad o cancer [40]. La
importancia de la apoptosis en el tratamiento del cancer de mama y de prostata resulta de
las evidencias que demuestran que las drogas quimioterapicas o la radiacion ionizante
utilizadas en el tratamiento de ambas patologias pueden activar la ruta apoptética en las
células tumorales y que, la incapacidad de dichos quimioterapicos para inducir apoptosis
en estas células se asocia con una peor respuesta terapéutica, con un peor pronostico y

con la progresion de la enfermedad.

Durante el proceso apoptotico, las células sufren una serie de cambios
morfolégicos como condensacion de la cromatina y diversos organulos celulares,
desintegracion nucleolar y reduccion del tamafio nuclear y celular, seguido de la
fragmentacion del nucleo y del citoplasma en pequefios corplsculos rodeados de

membrana que reciben el nombre de cuerpos apoptéticos que seran fagocitados por
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macrofagos. También se producen cambios bioquimicos como la activacion de
endonucleasas dependientes de Ca?" y Mg** encargadas de la fragmentacion del
DNA gendmico en los espacios internucleosomales, la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial o la exposicion de fosfatidilserina en la hemimembrana externa, lo que las

hace reconocibles para que puedan ser fagocitadas por los macréfagos [41] (Figura 5).
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Figura 5. Cambios morfoldgicos y bioquimicos de la apoptosis. EI esquema muestra
los cambios morfolégicos y bioquimicos que ocurren en una célula normal tras un
estimulo apoptético.

Se conocen dos vias de induccion de apoptosis, la via extrinseca o de receptores
de muerte y la via intrinseca o mitocondrial, e independientemente de la via que se active,
las caspasas son las principales ejecutoras de la apoptosis. Las caspasas son un grupo de
cisteina-proteasas sintetizadas como zimdgenos que para activarse deben proteolizarse,
evitando asi una activacion inadecuada. La accion de las caspasas, con frecuencia produce
la inactivacion de las proteinas diana, pero también pueden provocar la activacion de las
mismas si cortan un dominio regulador negativo o si inactivan una subunidad reguladora

(Figura 6). Se han identificado 12 caspasas diferentes, de las cuales 8 parecen estar
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implicadas en apoptosis [42] y dependiendo de la funcion que desempefien se pueden

clasificar en varios grupos:

- Grupo I. Se denominan caspasas inflamatorias ya que participan en la
maduracion de citoquinas, a este grupo pertenecen las caspasas -1, -4 y -
5.
- Grupo Il. Participan en la regulaciéon de la apoptosis y, a su vez esta
formado por dos subgrupos:
o Caspasas iniciadoras o apicales. Son activadas en respuesta a
sefiales de estrés, dafio celular o sefiales de muerte, este grupo lo
componen las caspasas -2, -8, -9 y -10.
o Caspasas efectoras o ejecutoras. Son activadas por las caspasas
iniciadoras y son responsables de la protedlisis directa de diversos

sustratos [40, 43], a este grupo pertenecen las caspasas -3, -6 y -7.
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Figura 6. Estructuray activacion de caspasas. (A) Las caspasas inactivas o procaspasas
presentan un prodominio en el extremo amino terminal y un dominio catalitico formado
por dos subunidades unidas covalentemente, la subunidad grande o p20 contiene el centro
activo de la enzima y la subunidad pequefia o p10 en el extremo carboxilo terminal. Las
caspasas iniciadoras tienen prodominios grandes CARD (dominios de reclutamiento y
activacion de caspasas) o dominios DED (dominios efectores de muerte), mientras que
las efectoras tiene prodominios pequefios (B) La forma activa de las caspasas es un
tetradimero formado por dos subunidades p20 y dos subunidades p10, por lo que tienen
dos centros activos. La dimerizacién de las caspasas iniciadoras estd mediada por el
prodominio, sin embargo la dimerizacion de las caspasas ejecutoras requiere la rotura de
las uniones entre subunidades. Adaptado de Pop y Salvesen, 2009 [44].
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4.1. Viaapoptdtica extrinseca o de receptores de muerte

La via apoptdtica extrinseca es activada tras la interaccion de diferentes ligandos,
la mayoria de ellos pertenecientes a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), con
los denominados receptores de muerte que pertenecen a la familia del receptor del factor
de necrosis tumoral (TNFR) y que se localizan en la membrana plasmatica. Dichos
receptores poseen dominios de muerte citoplasmicos (Dominios DD) que median la
transmision de la sefial entre los receptores y la maquinaria apoptética de la célula [45-
47], de manera que cuando el ligando se une a su receptor, la sefial de muerte se transmite
mediante el complejo sefalizador de induccion de muerte (DISC) produciéndose la
activacion de las caspasas -8 y -10 y propagandose la sefial apoptética al citosol [46-48]
(Figura 7).

Ligandos
(CDY5L, TNF, Apo3L, TRAIL)

Receptores de muerte
(CD95/Fas, TNFR1, DR3/Apo3, TRAILR)
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Figura 7. Esquema de la via apoptotica extrinseca o de receptores de muerte. Esta
via se activa tras la union de los receptores de muerte a sus ligandos, lo que implica la
unién de los dominios de muerte de los receptores con los dominios de muerte de las
proteinas adaptadoras. Como consecuencia, se produce el reclutamiento de las
procaspasas -8 y -10 a través de sus dominios efectores de muerte dando lugar a la
formacion del DISC o complejo sefializador de induccion de muerte. La activacion
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proteolitica de las procaspasas -8 y -10 provoca la activacion de las caspasas efectoras y
se produce la apoptosis. Adaptado de Ashkenazi y Dixit, 1998 [46].

4.2.  Viaapoptdtica intrinseca o mitocondrial

La via apoptdtica intrinseca 0 mitocondrial se activa por diversos tipos de estrés
como privacion de factores de crecimiento o por diferentes dafios intracelulares [49] y
esta controlada principalmente por la familia de proteinas Bcl-2. Uno de los puntos clave
de esta via es la liberacion del citocromo c y otras proteinas reguladoras desde el espacio
intermembrana mitocondrial hacia el citoplasma, proceso regulado por proteinas de la
familia Bcl-2. Cuando el citocromo c es liberado al citoplasma, éste se une a Apaf-1
(factor activador de proteasas apoptéticas) que tras sufrir un cambio conformacional
recluta a la procaspasa-9 para formar un complejo denominado apoptosoma que
promueve la activacion de la caspasa-9, que a su vez activa a las caspasas ejecutoras -3y
-7, produciéndose la rotura de diversos sustratos [40, 50]. La rotura de la proteina PARP
(poli-(ADP-ribosa)-polimerasa) por la caspasa-3 en las fases finales del proceso
apoptotico se utiliza frecuentemente como marcador de apoptosis [44, 51] (Figura 9).

4.2.1. Familia de proteinas Bcl-2

Las proteinas de la familia Bcl-2 son las principales reguladoras de la via
apoptética intrinseca y pueden suprimir o promover la apoptosis, ya que consta de
miembros antiapoptéticos y proapoptoticos [52]. Los miembros de esta familia comparten
al menos uno de los cuatro dominios de homologia con Bcl-2 (dominios BH1-BH4),
algunos de ellos poseen también un dominio transmembrana (dominios TM) que les
permite anclarse en la membrana mitocondrial externa o en la membrana del reticulo
endoplasmico. En base a su funcién y a los dominios BH que presentan, las proteinas de

la familia Bcl-2 se clasifican en tres grupos (Figura 8).
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Figura 8. Estructuray clasificacion de las proteinas de la familia Bcl-2. Las proteinas
de la familia Bcl-2 contienen dominios de homologia con Bcl-2. En el esquema se
representa la estructura de las proteinas antiapoptoticas, proteinas proapoptéticas
multidominio y proteinas proapoptdticas “s6lo BH3”, indicando la localizacién de los
dominios BH1-4 en cada caso. Adaptado de Chipuk et al., 2010 [50].

Proteinas antiapoptdticas (Bcl-2, Bel-xL y Mcl-1). Poseen 4 dominios
BH y un dominio TM. La funcién de estas proteinas es proteger a las
celulas de estimulos apoptéticos mediante la union a proteinas
proapoptoticas efectoras e inactivacion de las mismas para preservar la
integridad de la membrana mitocondrial externa.

Proteinas proapoptéticas multidominio o efectoras (Bax y Bak).
Poseen varios dominios BH y alguna también posee un dominio TM.
Cuando estas proteinas se activan tras un estimulo apoptético, forman
homo-oligbmeros que se integran en la membrana mitocondrial externa
generando poros proteolipidicos que inducen su permeabilizacion y
permiten la liberacion de citocromo c al citosol.

Proteinas proapoptoticas “sélo BH3". Las proteinas de este grupo sélo
poseen el dominio BH3 y en funcién de su capacidad para interaccionar
con proteinas antiapoptéticas y/o proapoptéticas efectoras se dividen en
dos subgrupos:

o Sensibilizadoras o desrepresoras (Bad y Noxa). Unicamente se
unen a proteinas antiapoptdticas neutralizando la accién de estas
altimas y permitiendo la liberacion de las proteinas proapoptoticas
efectoras.

o Activadoras directas (Bid y Bim). Interaccionan con proteinas
antiapoptoticas y con proteinas proapoptoticas efectoras, por lo que
pueden inducir directamente la oligomerizacion de Bax y Bak y la

permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa.
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Figura 9. Esquema de la via apoptdtica intrinseca o mitocondrial. La via apoptética
intrinseca puede activarse por diferentes estimulos de muerte o a través de la activacion
de Bid mediada por la activacion de la via apoptdtica extrinseca. Tras un estimulo
apoptotico, las proteinas “s6lo BH3” se activan inhibiendo a las proteinas antiapoptdticas
y permitiendo la activacion de las proapoptéticas efectoras o activando directamente a
estas ultimas. Como consecuencia, se produce la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa y la liberacion al citosol del citocromo ¢ que junto con Apaf-1
promueve la activacion proteolitica de la caspasa-9. Tras la activacion de la caspasa-9, se
produce la activacion de las caspasas efectoras y la apoptosis. Adaptado de Kollek et al.,
2016 [48]

El equilibrio entre las proteinas proapoptéticas y antiapoptoticas determinan la
susceptibilidad de las células a la apoptosis de forma que cualquier alteracion que afecte
a este equilibrio como sobre-expresion de antiapoptdticas, infra-expresion de
proapoptdticas o defectos en la sefializacion de la apoptosis pueden contribuir a la
patogénesis y a la progresion del cancer y se observan en numerosos tipos de cancer
humano. Ademas, dichas alteraciones pueden estar implicadas en la aparicién de
resistencia a quimioterapicos [52, 53]. Concretamente, en cancer de mama se ha descrito
que la sobreexpresion de Bcl-2 y Bel-xL induce resistencia a diferentes quimioterapicos,

mientras que la disminucion de los niveles de Bcl-2 aumenta la sensibilidad a diversos

25



Introduccién

quimioterapicos como la doxorrubicina y los taxanos. Por otra parte, también se ha
demostrado que la disminucion de la proapoptéticas Bax o Bak suprime la apoptosis
inducia por paclitaxel en células de cancer de mama y su baja expresion en tejidos de
pacientes con cancer de mama se asocia con un peor pronostico de la enfermedad [54-
60]. En lineas celulares de cancer de prostata se ha demostrado que la sobreexpresion de
Bcl-xL induce resistencia a multiples quimioterapicos [61-63]. También, hay estudios
que muestran que los tumores de prostata con peor prondstico, aquéllos con alto grado de
Gleason o que son resistentes a castracion, expresan altos niveles de Bcl-xL [64]. Otros
estudios han demostrado que la sobre-expresion de Bax en lineas celulares de cancer de
prostata sensibiliza a la apoptosis inducida por diversos agentes quimioterdpicos a los que
eran resistentes [65]. Todos estos datos indican que el equilibrio entre miembros pro- y
anti apoptdticos de la familia Bcl-2 determina la susceptibilidad de las células a la

apoptosis.

5. Microtubulos como diana farmacologica
5.1.  Microtubulos

Los microtdbulos son estructuras proteicas que forman parte esencial del
citoesqueleto celular y juegan un papel crucial en la organizacion interna de todas las
células eucariotas. Su componente principal es una proteina globular de 100 kDa llamada
tubulina; cominmente se denomina tubulina a un heterodimero formado por dos
isoformas homologas, a y B, que comparten aproximadamente el 40% de identidad de
secuencia y poseen estructuras tridimensionales similares [66, 67]. Los dimeros de
tubulina interaccionan entre si para formar protofilamentos rectos que posteriormente se
asocian de forma paralela y con cierto desplazamiento, estableciendo contactos laterales
entre ellos para formar los microtubulos, unas estructuras de 25 nm de didmetro y longitud
variable [68, 69].

Debido a que cada protofilamento esta delimitado por a-tubulina en un extremo y
por B-tubulina en otro, los microtibulos son estructuras polarizadas y se denomina
extremo negativo al extremo delimitado por a-tubulina y extremo positivo al delimitado
por B-tubulina [70]. Los heterodimeros de tubulina se afiaden con menor afinidad a la a-
tubulina que a la B-tubulina, por lo que el extremo positivo de los microtibulos es,
preferentemente, el extremo de crecimiento del microtibulo y en él predomina la
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polimerizacion frente a la despolimerizacion, mientras que en el extremo negativo

predomina la despolimerizacion (Figura 10).
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Figura 10. Estructura de los microtubulos. (A) Las subunidades de a-tubulina y B-
tubulina forman heterodimeros que interaccionan linealmente para formar el
protofilamento. Los protofilamentos se asocian lateralmente dando lugar a la pared
cilindrica del microtdbulo. (B) El esquema muestra el extremo positivo del microtibulo
0 extremo de polimerizacion, y el extremo negativo del microtdbulo o extremo de
despolimerizacion, delimitados por B-tubulina y a-tubulina respectivamente. Adaptado
de Stanton et al., 2011 [71].

Una vez que comienza la formacion de un microtibulo, la incorporacion de
nuevos dimeros de tubulina hace que crezcan en longitud, pero este proceso puede
detenerse e incluso revertir de forma que el microtibulo comience a despolimerizarse [72,
73]; esta alternancia entre polimerizacién y despolimerizacion se denomina inestabilidad
dinamica y es un fendmeno dependiente del aporte continuo de energia procedente de la
hidrolisis de GTP [70, 74-76] (Figura 11).
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Figura 11. Dindmica de los microtubulos, modelo del tapon de tubulina-GTP. La
adicion de nuevos dimeros de tubulina al microtubulo, requiere que las subunidades de
a-tubulina y B-tubulina estén unidas a GTP y que la molécula de GTP de la B-tubulina se
hidrolice a GDP liberandose un fosfato inorganico. Esta hidrolisis de GTP se realiza tras
un lapso de tiempo, por lo que si la adicion de dimeros es répida, el extremo positivo del
microtUbulo estara delimitado por un tapon de tubulina-GTP y se favorecera la elongacion
del microtubulo, mientras que si la adicion de dimeros es lenta, la molécula de GTP es
hidrolizada y en el extremo positivo del microtibulo estara delimitado por tubulina-GDP
y se favorecerd la despolimerizacion. Adaptado de Jordan y Wilson, 2004 [77].

Las propiedades dinamicas de los microtibulos son esenciales para el desempefio
de algunas de sus funciones como son el mantenimiento de la forma celular, el transporte
intracelular o la formacién el huso mitético [78, 79]. Durante la formacion del huso
mitotico, los extremos negativos de los microtubulos se concentran en los polos del huso,
en torno a los centrosomas, y los extremos positivos se dirigen hacia el ecuador, lugar en
el que los cromosomas deben alinearse correctamente para formar la placa metafasica
antes de separarse y dar lugar a las dos células hijas. Una alteracién en la dinamica de los
microtubulos afecta a todas estas funciones, entre ellas a la formacion del huso mitdtico

y a la progresion normal del ciclo celular [80].

El papel critico de los microtubulos durante la division celular junto con la elevada
tasa de crecimiento de las células tumorales hacen de la tubulina una diana muy
importante para el desarrollo de quimioterapicos. Por ello, desde que la tubulina se
identificara como la proteina de unidn a la colchicina, un veneno natural con efectos sobre
el ciclo celular y, en particular, sobre la formacion del huso mitético [81, 82], el interés

por esta proteina como diana antitumoral ha ido en aumento [83].

5.2.  Drogas dirigidas a microtubulos

Este grupo de compuestos ejercen su accion interaccionando con la tubulina e
inhibiendo la dinamica de los microtubulos, lo que impide la formacion del huso mitoético
y el alineamiento de los cromosomas en la placa metafasica, con el consiguiente bloqueo
de la mitosis en la transicion metafase-anafase y, como consecuencia, inhibiendo la
proliferacion celular. Debido a esto, los farmacos dirigidos a microtubulos a menudo se
denominan antimitoticos. En la actualidad se conocen multitud de compuestos de este
tipo y muchos de ellos se usan satisfactoriamente en el tratamiento de diversos tipos de

cancer o estan siendo objeto de ensayos clinicos [84, 85].
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Las drogas dirigidas a microtabulos se han clasificado convencionalmente en
dos grandes grupos en base a los efectos que producen sobre la masa total de los
microtubulos cuando son administrados a altas concentraciones [83, 86]. Podemos

distinguir:

- Desestabilizadores de microtubulos (alcaloides de la Vinca, colchicina,
PEITC). Inhiben la polimerizacion de los microtdbulos
desestabilizandolos y provocando una disminucion de la masa total del
polimero [87, 88].

- Estabilizadores de microtubulos (taxanos, epotilonas,
discodermolide). Promueven la polimerizacién de los microtabulos
estabilizandolos y provocando un aumento de la masa total de los mismos
[89].

Mas recientemente, se considera que los efectos que ejercen estos compuestos
sobre la dindmica de microtubulos tienen més importancia que los efectos que producen
sobre la masa total de los mismos, siendo esta circunstancia la que representa el

mecanismo de accidn que ocurre de forma mas comun en la clinica [90-92].

5.2.1. Paclitaxel

El paclitaxel pertenece al grupo de los taxanos y fue el primer compuesto
estabilizador de microtibulos descubierto, se aislo de la corteza del Taxus brevifolia en
1971 [93, 94].

Actualmente, tanto el paclitaxel como su analogo semisintético el docetaxel, se
utilizan con éxito en el tratamiento de gran cantidad de tumores solidos como mama,
ovario, pulmon, prostata o sarcoma de Kaposi [77, 95-97]. A pesar de ello, desventajas
como su baja solubilidad acuosa, sus efectos secundarios (neurotoxicidad) o el desarrollo
de resistencias de las células tumorales, limitan su aplicabilidad [98].

5.2.2. Feniletil-isotiocianato (PEITC)

El PEITC es un derivado de plantas cruciferas perteneciente al grupo de los
isotiocianatos. Es uno de los isotiocianatos mas extensamente estudiados y se ha
demostrado que posee actividad quimiopreventiva y quimioterapica frente a varios tipos
tumorales [99, 100].
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Numerosos estudios preclinicos demuestran la eficacia antitumoral del PEITC
y apoyan su uso clinico para el tratamiento de varios tipos de cancer, entre ellos prostata,
pulmon y mama [101-104]. También se ha demostrado su eficacia en combinacion con
otros agentes quimioterapicos convencionales como docetaxel en cancer de prostata
[105], vimblastina en cancer de mama [106] o cisplatino en cancer de cuello uterino y
mama [107]. Todo ello indica que el PEITC puede potenciar los efectos de los agentes
quimioterapicos clasicos y, que el uso de terapias combinadas podria ser beneficioso para
el tratamiento del cancer resistente a alguno de estos quimioterapicos. Aungue estos datos
justifican el uso del PEITC en pacientes, se requieren mas evidencias para su aplicacion
clinica en el tratamiento del cancer y, con este objetivo, se estan llevando a cabo varios
ensayos clinicos en fase | y Il en cancer de pulmon y cancer oral, en los que el PEITC es

el protagonista y cuyos resultados se publicaran en un futuro proximo [99, 100, 108].

5.3. Drogas dirigidas a microtubulos y bloqueo del ciclo celular en mitosis

El ciclo celular consta de dos periodos:

- Interfase. Es el periodo de mayor duracion del ciclo celular y en él, la
célula aumenta de tamafio y duplica su material genético. Se divide en tres
fases:

o Fase G1. La ceélula duplica su tamafio y sintetiza diferentes
organulos y proteinas.

o Fase S. Es la fase de sintesis del DNA vy al final de la misma hay
dos copias exactas de cada cromosoma.

o Fase G2. Durante esta fase la célula se prepara para la division
celular.

- Mitosis. Es un proceso de division celular asociado a la generacion de dos
células hijas exactamente iguales a la célula de origen. Se divide en 4 fases:

o Profase. Esta fase se caracteriza por la condensacion de la
cromatina para la generacion de los cromosomas y por la ruptura
de la membrana nuclear. Durante profase, los cromosomas estan
formados por dos cromatidas hermanas que se mantienen unidas a
través de una estructura proteica llamada centromero.

o Metafase. Los centrosomas se duplican y migran hacia polos
opuestos de la célula, desde donde actian como centros

organizadores de microtubulos para la formacion del huso
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mitotico. Ademas, los cromosomas se alinean en el centro de la
celulay se unen a los microtubulos del huso mitético formando la
placa metafésica.

o Anafase. Las cromatidas hermanas se separan y se dirigen a polos
opuestos de la célula.

o Telofase. Cada juego de crométidas hermanas es rodedado por una
membrana nuclear, lo que dara lugar a los ndcleos de las células

hijas tras la citocinesis.

Durante la mitosis, el punto de control del huso mitético (SAC) es el
responsable de la generacion de una sefial inhibitoria de anafase y retrasando la
segregacion de los cromosomas hasta que todas las cromatidas hermanas estén unidas y
perfectamente orientadas en el huso mitético formando la placa metafasica. Entre otros
componentes del SAC, encontramos a la proteina BubR1 que se une a Cdc20 regulando
negativamente la actividad del complejo promotor de anafase/ciclosoma (APC/C) e
impidiendo la poliubiquitinacién de dos sustratos claves de esta ubiquitina ligasa como
son ciclina B1 y Pttgl, previniendo su degradacion por el proteasoma 26S y retrasando el
inicio de anafase [109-111]. Ante una mitosis normal, el punto de control del huso se
satisface favorablemente y el APC/C ubiquitina a la ciclina B1 y al Pttgl provocando su
rapida degradacion por el proteasoma, lo que conduce a la salida de mitosis y a la division
celular [112, 113] (Figura 12).

PROFASE PROMETAFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

c% "%Cﬂg"‘ g} "Z?ZNZ" - 51

BubR1
Bub3 ) memm]  Cdc:20
= g S
Mad2 — ﬁpud:"amsn €dkl inactiva

€dc20
ub
Ub
- OO
Ciclina B1 — gica Ciclina B -, o 9 —
‘_Pﬁl Apc{ @ ub — ‘—l D
gl | inacti Ub Proteasoma | 0 —
o d

cicling B1/2dk1 [ Pttgt |

activo Separasa
inactiva

31



Introduccién

Figura 12. Estado de activacion y funcién del SAC durante el ciclo celular. El SAC,
representado por varios de sus componentes como BubR1, Mad2 o Bub3, se mantiene
activo hasta que los cinetocoros de los cromosomas estan unidos a los microttbulos del
huso mitético y las cromatidas hermanas estan perfectamente biorientadas, con el objetivo
de asegurar la correcta segregacion de las cromatidas hermanas durante la division
celular. La inactivacion del SAC implica la liberacion de Cdc20 y la consecuente
activacion del APC/C, esto conduce a la ubiquitinacion de sus sustratos de anafase ciclina
B1y Pttgly, a la posterior degradacion proteolitica de los mismos por el proteasoma. La
degradacion de ciclina B1 y Pttgl provoca la inactivacion de Cdk1 y la activacion de la
separasa respectivamente y, como consecuencia, las cromatidas hermanas se separan.
Tras esto se produce la citocinesis y la célula sale de mitosis. EIl uso de drogas dirigidas
a microttbulos, impide la correcta formacion del huso y esto induce una activacion
cronica del SAC evitando la degradacion proteolitica de ciclina B1 y Pttgl lo que retrasa
el inicio de anafase. Adaptado de Musacchio y Salmon, 2007 [110].

Las drogas dirigidas a microtibulos como el paclitaxel, impiden la correcta
formacion del huso mitético provocando una activacién cronica del SAC y un arresto
prolongado en mitosis [114, 115]. En ocasiones, a pesar de la activacion mantenida del
SAC por la exposicion a drogas dirigidas a microtdbulos, la ciclina B1 es capaz de
degradarse [115, 116]. Si los niveles de ciclina B1 caen por debajo del umbral requerido
para mantener el bloqueo en mitosis, la célula escapara de esta fase del ciclo celular; este
proceso por el que la célula escapa del arresto en mitosis incluso en condiciones que
mantienen el SAC activo, como es el tratamiento con paclitaxel, se denomina

deslizamiento mitotico.

Tras una parada prolongada en mitosis inducida por la activacién del SAC, se
han descrito varios destinos posibles para las células. Algunas mueren durante la parada
en mitosis, mientras que otras escapan del bloqueo en mitosis mediante deslizamiento en
un estado G1 tetraploide, tras el cual las células mueren, quedan bloqueadas en G1 o
inician una nueva ronda de ciclo celular [110, 112, 115, 117, 118] (Figura 13). Estas
diferentes posibilidades indican que el bloqueo de la division celular previene la
proliferacion celular, pero no necesariamente mata a las células. La relacion entre el
bloqueo en mitosis inducido por las drogas antimitéticas y la supervivencia o muerte de
las células no se conoce totalmente, aunque se ha propuesto un modelo en el que dos redes
compiten entre si durante la parada en mitosis, una de ellas induce las rutas de muerte y
la otra controla la degradacion de ciclina B1 y la salida de mitosis. Ambas redes tienen
umbrales, de modo que si lo primero que ocurre es que los niveles de ciclina B1 caen por

debajo del umbral, la célula saldra de mitosis por deslizamiento; mientras que si el umbral
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de muerte es el que se alcanza en primer lugar, la célula morira durante la parada en
mitosis [118].
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Figura 13. Destinos posibles de las células tratadas con drogas dirigidas a
microtUbulos. La exposicion a antimitdticos, provoca la activacion cronica del SAC y,
por tanto, el bloqueo del ciclo celular en mitosis. Tras el blogueo en mitosis, las células
pueden morir durante la mitosis, dividirse asimétricamente generando células hijas
aneuploides o salir de la mitosis sin citocinesis mediante deslizamiento. Asi mismo, tras
el deslizamiento las células pueden morir, quedar bloqueadas en G1 durante un tiempo
indefinido o continuar con una nueva ronda de ciclo celular. Adaptado de Gascoigne y
Taylor, 2009 [118].

6. Proteina quinasa C delta (PKCd)

La familia PKC son un conjunto de serina/treonina quinasas que consta al
menos de 10 isoformas codificadas por 9 genes diferentes en mamiferos. Habitualmente,
los miembros de esta familia se dividen en tres grandes grupos atendiendo a su estructura
primaria y al requerimiento de distintos cofactores para la regulacion de su actividad

enzimatica [119]:

- PKGC:s clasicas (PKCa, PKCpi1, PKCpiy PKCy). Poseen dos copias del
dominio C1 y un dominio C2 en su region reguladora, para su activacion
requieren diacilglicerol o ésteres de forbol, fosfolipidos aniénicos como la
fosfatidilserina o fosfatidilinositol-bifosfato e inones Ca?* [120].

- PKCs nuevas (PKCd, PKCe, PKCn y PKC0). Estructuralmente son

similares a las PKCs clésicas, poseen dos dominios C1 y un dominio C2,
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pero este ultimo se localiza en el extremo amino terminal. Las PKCs
pertenecientes a este grupo no requieren iones Ca2* para su activacion, son
dependientes de diacilglicerol o de ésteres de forbol [121].

- PKCs atipicas (PKC{ y PKCvl). Carecen de dominio C2 y en su
estructura aparece un dominio C1 atipico y un dominio PB1 de interaccion
con otras proteinas como PARG. Su activacion no es dependiente de iones
Ca?*, de diacilglicerol ni de ésteres de forbol [122].
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Figura 14. Estructura primaria de las isoenzimas de la familia PKC. Se representan
de manera esquematica tanto los dominios caracteristicos de cada grupo de PKCs, asi
como la posicion que ocupan. En el extremo amino terminal se encuentra la region
reguladora con el dominio pseudosustrato, y los dominios C1 y C2 que unen diferentes
cofactores dependiendo de la isoforma. En el extremo carboxilo terminal, se localiza la
region catalitica de la enzima con el dominio quinasa de union al ATP y al sustrato. Los
dominios cataliticos poseen también un lazo de activacion, un motivo de giro y, a
excepcion de las PKCs atipicas, un motivo hidrofébico. Adaptado de Newton, 2010 [121].

Las PKCs estan implicadas en la transduccion de un amplio rango de sefiales
extracelulares que inducen la generacién de un segundo mensajero lipidico, por lo que
regulan gran variedad de funciones celulares como supervivencia, crecimiento,
proliferacion, migracion, transformacion maligna o apoptosis [123-125]. Alteraciones en
la regulacion de las proteinas de esta familia pueden provocar diversas fisiopatologias
como cancer, diabetes, enfermedades autoinmunes, enfermedades del sistema nervioso y
diversas patologias cardiacas, pulmonares o renales [126]. Aunque el mecanismo
molecular que conduce al estado patolégico no esta totalmente caracterizado, la mayoria
de estudios apuntan a alteracion en la localizacion subcelular, de los niveles de expresion

y del estado de activacion de las diferentes isoformas.

La primera evidencia que introdujo a las PKCs en la investigacion oncoldgica
fue su identificacion como los receptores intracelulares de los ésteres de forbol, unos

compuestos naturales derivados de plantas que poseen capacidad promotora de tumores
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[127]. Actualmente existen numerosas evidencias que implican a la familia de las PKCs,
de un modo incuestionable, en la generacion de tumores y en la metastasis. Cada
isoenzima se asocia de manera especifica al desarrollo de determinados tipos de cancer y
a su evolucién. La vinculacion de las PKCs con la carcinogénesis, las convierte en dianas
clave para el desarrollo de nuevas estrategias o terapias antitumorales. Esta generalmente
extendido que la activacion de las PKCs contribuye al cancer, pero en el caso de la PKC9,
mas que su activacion, es su inactivacion la que se ha asociado con progresion tumoral
[128, 129], mientras que hay algunos estudios que apuntan a un papel antiapoptotico y
pro-supervivencia de la isoforma PKC9, la mayoria de estudios indican que PKCd
promueve supresion de la proliferacion e induccion de apoptosis [130]. La isoforma
PKC3 se activa por numerosos estimulos apopt6ticos inducidos por genotoxinas, estrés
oxidativo y receptores de muerte [129, 131] y su inhibicion bloguea la apoptosis inducida
por gran variedad de estimulos en muchos tipos celulares [132, 133]. Entre los fenGmenos
apoptéticos inducidos por la activacion de PKC8 encontramos el incremento de citocromo
c, la secrecion de factores de muerte celular, la activacion de la ruta de INK y p38, de las
caspasas -3y -8, de STAT1, de p53 y de laminina B [133, 134]. También interviene en la
inhibicién de las ciclinas A, D y E y en la hipofosforilacion de la proteina de
retinoblastoma [135, 136]. Ademas, la expresion de PKC5 esta disminuida en cancer de
vejiga, cerebro y carcinomas de celulas escamosas, sugiriendo todo ello que esta isoforma

posee una funcion supresora de tumores.

Concretamente, en el cancer de prostata, hay estudios que vinculan a PKCS con
proliferacion [137], angiogénesis [138] o migracidn e invasidn [139-141], pero la mayoria
de articulos indican que la expresion de PKC3 se requiere para la induccion de apoptosis
por drogas antitumorales o a través de receptores de muerte [142-148]. En un articulo
previo del laboratorio, documentamos que el silenciamiento de PKCs disminuia la
apoptosis inducida por el tratamiento con PEITC y anti-FAS o con paclitaxel en la linea
celular de cancer de prostata LNCaP, y que la sobreexpresion de PKCS incrementaba la
apoptosis inducida por dichos tratamientos en la linea celular de cancer de préstata PC3.
Ademaés, observamos la pérdida de expresion de PKCS en pacientes con céncer de
préstata pobremente diferenciados con alto grado de Gleason, y esto podria estar
relacionado con resistencia a apoptosis, progresion tumoral y un prondstico desfavorable
[102].
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Obijetivos

En la actualidad, los taxanos se incluyen en los regimenes quimioterapicos de
eleccion mas comunes para el tratamiento de tumores solidos y, aunque han supuesto un
gran avance en el tratamiento de la enfermedad metastéasica del cancer de mama y
prostata, sus efectos secundarios y la adquisicion de resistencia hacen necesaria la

busqueda de nuevas estrategias terapéuticas. Por ello, los objetivos del estudio son:

1. Estudiar la respuesta apoptotica inducida por taxanos y otras drogas dirigidas a

microtubulos en lineas celulares de cancer de mama y prostata.

2. Estudiar los efectos inducidos por los taxanos y otras drogas dirigidas a microtubulos
sobre el ciclo celular en las diferentes lineas celulares de cancer de mama y prdéstata
para determinar si la induccién de apoptosis es 0 no dependiente del blogueo de las

células en mitosis.

3. Estudiar el comportamiento de las proteinas de la familia Bcl-2 en respuesta al
tratamiento con taxanos y otros antimitéticos en las lineas celulares previamente
mencionadas y determinar la relevancia de esta familia de proteinas en la sensibilidad
a dichas drogas.

4. Estudiar la influencia de PKC3 en la apoptosis inducida por taxanos en lineas

celulares de cancer de proéstata.

5. Analizar los niveles de expresion de proteinas de la familia Bcl-2, PKCS y otras
proteinas de interés en biopsias de pacientes con cancer de mama o préstata, asi como
como su correlacion con parametros clinicos o con respuesta al tratamiento con

taxanos.

6. BuUsqueda de nuevas estrategias terapéuticas mediante la combinacién de taxanos con
otros antimitdticos u otros farmacos, con el objetivo de sensibilizar a las lineas

celulares de cancer de mama y prostata resistentes a taxanos.
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Material y métodos

1. Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y T-47D vy las lineas
celulares de cancer de prostata PC3 y LNCaP, se obtuvieron de la coleccion de células de
la “Interlab Cell Line Collection” (Génova, Italia). Todas ellas se cultivaron de manera
rutinaria en medio RPMI 1640 (Lonza) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al
10% (Biochrome, Millipore), glutamina 2 mM (Gibco), tampon HEPES (&cido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazine-etanosulfénico) 10 mM (Gibco), penicilina 50 U/ml y
estreptomicina 50 pg/ml (Sigma), en un incubador humidificado a 37°C y 5% de CO..
Los cultivos fueron diluidos de forma periddica mediante tripsinizacion para mantenerlos

siempre a subconfluencia.
1.1. Tripsinizacion

Las células se lavaron con tampén fosfato salino (PBS) (Sigma) y posteriormente
se afiadié una solucion de tripsina-acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0.05%
(Lonza) y se incubaron a 37°C. EIl tiempo de incubacion fue diferente para cada linea
celular, en todos los casos se incubd el tiempo minimo necesario para despegar cada una
de las lineas celulares. Una vez despegadas, la tripsina se neutralizé mediante la adicion
de medio suplementado, el volumen de medio suplementado afiadido fue 4 veces el
volumen de tripsina. Tras esto, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 1800 rpm,
se resuspendieron en medio suplementado y se sembraron de nuevo. Este mismo
procedimiento se usO para recoger los experimentos realizados con dichas lineas

celulares.

1.2. Congelacion de células

Los cultivos celulares subconfluentes se alimentaron entre 4 y 6 horas antes de la
congelacion, se tripsinizaron, se resuspendieron en medio de congelacion y se pusieron
aproximadamente 5x10°® células/criotubo. La suspension de células en medio de
congelacién se enfrié a 4°C durante una hora, se congelaron a -80°C durante 24-48 horas

y posteriormente se guardaron en nitrogeno liquido indefinidamente.

1.3. Descongelacion de células

Las células se descongelaron transfiriendo los criotubos del nitrégeno liquido a un

bafio a 37°C, agitando el criotubo en el agua hasta su completa descongelacion. Las

43



Material y métodos

células se resuspendieron en medio suplementado, se sembraron en un frasco de cultivo
y se incubaron a 37°C y 5% de COs,.

2. Ensayos de induccién de apoptosis

Las soluciones de paclitaxel (Calbiochem), PEITC (Sigma), LY294002
(Calbiochem) y XAV939 (Selleck Chemicals) se prepararon a 10 mM en dimetil-
sulfoxido (DMSO) (Calbiochem), se alicuotaron y se conservaron a -20°C. Las células se
sembraron a subconfluencia y se incubaron durante 24 horas para permitir su adhesion y
a continuacion se afiadio6 DMSO a las células no tratadas, usadas como control, y las
diferentes drogas o combinaciones de drogas indicadas en cada caso. Las concentraciones
de paclitaxel utilizadas en las lineas celulares de cancer de mama y proéstata fueron 1 y
2.5 pM respectivamente, la concentracion de PEITC utilizada en las lineas celulares de
cancer de mama fue 10 uM, la concentracion de LY294002 utilizada en las lineas
celulares de cancer de préstata fue 0.5 uM y la concentracion de XAV939 utilizada en
las lineas celulares de cancer de préstata fue 1 uM. En las lineas celulares de cancer de
mama, los tratamientos secuenciales se realizaron afiadiendo la primera droga durante 24
horas y después, afiadiendo la segunda droga durante 24 o 48 horas. En el caso de las
lineas celulares de céancer de proéstata, los tratamientos secuenciales se realizaron
afiadiendo la primera droga durante 8 horas y después, afiadiendo la segunda droga
durante 40 horas. La induccion de apoptosis se midié mediante la activacién de caspasas
y el clivado de la PARP por Western blot y mediante la cuantificacion de cuerpos

apoptoticos en los diferentes tratamientos.

2.1. Calculo del porcentaje de PARP clivada

El porcentaje de clivado de PARP se calculd como el valor densitométrico de la banda
de PARP clivada (85 kDa) dividida por el valor densitométrico de las bandas de PARP
intacta y clivada (116 y 85 kDa) y multiplicada por 100.

2.2. Tincion y cuantificacion de cuerpos apoptéticos

Las células sometidas a los diferentes tratamientos se improntaron en portaobjetos
silanizados, se fijaron en una solucion de metanol:acido acético glacial (3:1) (Fisher
Chemicals y Merck) durante 10 minutos a -20°C y se dejaron secar al aire. Posteriormente
se tifieron con DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol, Vysis) y se visualizaron en un

microscopio de fluorescencia equipado con los filtros adecuados y con una cadmara digital
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(Leica). Al menos se examind la morfologia nuclear de 100 células y se calculé el

porcentaje de cuerpos apoptoticos para cada condicion.

3. Ensayos de silenciamiento géenico

Los ensayos de silenciamiento génico se realizaron con RNAs de interferencia
pequefios (SIRNAS) y el reactivo DharmaFECT 2 (GE Dharmacon) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI siRNA control negativo y el siRNA especifico para PKCd
utilizados en los experimentos fueron pools validados de GE Dharmacon (ON-TARGET
plus Non-targeting pool D-001810 y ON-TARGET plus Human PRKCD siRNA-
SMART pool L-003524). Todos los siRNAs se usaron a una concentracién de 50 nmol/L.

Las células se sometieron a diferentes tratamientos 24 horas después del silenciamiento.

4. Ensayos clonogénicos

Las células se sembraron en pocillos de 2 cm?, tras 24 horas de incubacion se
transfectaron con siRNA control o con siRNA PKC3 y 24 horas después fueron sometidas
a diferentes tratamientos, tras los cuales, el medio que contenia las diferentes drogas o
combinaciones de drogas se elimind y se sustituyé por medio RPMI suplementado y las
células se incubaron a 37°C y 5% CO». Transcurridos 14 dias desde el final del
tratamiento, se descartd el medio y tras un lavado con PBS las células se fijaron y se
tifieron siguiendo el método pandptico rapido (QCA), un método de tincion celular
diferencial que se lleva a cabo en tres pasos y que implica el uso de tres soluciones:

- Solucién pandptico n® 1. Se trata de una solucion alcohdlica de
triarilmetano que fija las células evitando el deterioro de las mismas.

- Solucién panoptico n° 2. Se trata de una solucién tamponada de xanteno
que proporciona una tincion rosa palido del citosol y de las granulaciones
aciddfilas.

- Solucidn panoptico n° 3. Se trata de una solucién tamponada de tiazina
que proporciona una tincion de color azul-violeta de los nucleos y las
granulaciones baséfilas. Tras la adicion de esta dltima solucion, se lavé

con agua destilada hasta eliminar el exceso de colorantes y se dejo secar.
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Finalmente, las células se visualizaron en un microscopio invertido equipado con
una camara digital y se contabilizo el nimero de colonias formadas en cada una de las

condiciones, considerandose como colonias aquellos clones de mas de 50 células.

5. Western blot

Las células sometidas a los diferentes tratamientos se tripsinizaron, se
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm, se retir0 el sobrenadante y el boton celular
se lavo en 1 ml de PBS. Nuevamente las células se centrifugaron durante 10 minutos a
3000 rpm, se retird el sobrenadante y se lisaron con homogeneizadores de plastico
(Eppendorf) en tampon de lisis NonidetP-40 (NP-40) con inhibidores de proteasas
(Sigma) y fosfatasas (Roche). Los lisados se incubaron durante una hora a 4°C y se
centrifugaron 30 minutos a 12000 rpm y a 4°C. La concentracién de proteinas de los
lisados se cuantifico mediante ensayo colorimétrico usando el método BCA (BCA Protein
Assay Kit, Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las proteinas se
desnaturalizaron afiadiendo tampon de carga de Laemmli 1x y calentando a 98°C durante
2 minutos en un termobloque. Generalmente, 10 ug de proteinas de cada lisado se
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)
utilizando como electrolito tampon Tris-glicina 1x. Las proteinas del gel se
electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham™ Hybond-ECL, GE
Healthcare) aplicando un voltaje constante de 100 V durante 90-120 minutos, en tampon
de transferencia. Las membranas de nitrocelulosa se tifieron con una solucién de Ponceau
S 1x para comprobar que las cantidades de proteinas de las diferentes condiciones eran

comparables.

Para la inmunodeteccidn, los sitios de union inespecificos de las membranas se
bloquearon incubandolas durante 1 hora en tampén de blogueo (Blocking Reagent,
Roche) a temperatura ambiente y en agitacion suave. Tras el blogueo, se incubaron con
el anticuerpo primario preparado a las concentraciones indicadas en tampén de bloqueo
durante toda la noche, a 4°C. Posteriormente, las membranas se lavaron utilizando tampén
tris salino (TBS)-Tween 20 (2 lavados de 15 minutos, a temperatura ambiente y en
agitacion suave) y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa,
cabra anti-raton o cabra anti-conejo (ECL™ anti-mouse IgG o ECL™ anti-rabbit 1gG,
GE Healthcare) diluido en tampon de bloqueo durante 1 hora, a temperatura ambiente y
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en agitacion suave. Tras la incubacién, las membranas se lavaron en tampén TBS-Tween
20 (2 lavados de 15 minutos, a temperatura ambiente y en agitacion suave) y se les aplico
ECL Prime (Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent, GE
Healthcare) de acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante. La sefal
quimioluminiscente se detecto utilizando peliculas de autorradiografia (Amersham™
Hyperfilm-ECL, GE Healthcare) y soluciones de revelado (Developer D-19, KODAK) y
fijacion (Rapid Fixer, ILFORD) siguiendo el protocolo descrito por los fabricantes. El
analisis densitométrico de los Western blots se realizé con el programa QuantiScan

(Biosoft). La B-actina se utilizo como control de carga.

5.1. Anticuerpos utilizados para Western blot

En la tabla se detallan los anticuerpos utilizados para Western blot y la dilucion a

la que se usaron.

Anticuerpo Casa comercial Peso molecular Dilucion
Anti-PARP BD Biosciences 116 kDa y 85 kDa 1500
Anti-CASP-9 activa Cell Signaling 37 kDa 1500
Anti-CASP-7 activa Abcam 20 kDa 1200
Anti-CASP-3 activa Abcam 19 kDa 1200
Anti-CASP-3 activa Cell Signaling 17-19 kDa 1500
Anti-Mcl-1 Santa Cruz 43 kDa 11000
Anti-Bel-xL Santa Cruz 30 kDa 1100
Anti-Bcl-2 Calbiochem 24 kDa 1500
Anti-Bak BD Biosciences 24 kDa 13000
Anti-Bax BD Biosciences 21 kDa 11000
Anti-BubR1 Bethyl Laboratories 125 kDa 15000
Anti-Ciclina B1 Santa Cruz 60 kDa 11000
Anti.p.Cdk1™"3 Santa Cruz 34 kDa 11000
Anti-Pttg1 Santa Cruz 29 kDa 1500
Anti-Pttg1 Dominguez et al. 1998 29 kDa 11000
Anti-p-Histona.3%"? Santa Cruz 15 kDa 11000
Anti-PKCd Santa Cruz 77 kDa 13000
Anti-f-catenina total Lab Vision/Neomarkers 92 kDa 115000
Anti-fi-catenina activa Millipore 92 kDa 1500
Anti-c-Myc Sigma 65 kDa 1500
Anti-Ciclina D1 BD Biosciences 36 kDa 12000
Anti-AurKA Novus 46 kDa 15000
Anti-p-Akt¥*7? Cell Signaling 60 kDa 11000
Anti_p-GSK3p®=* Cell Signaling 46 kDa 11000
Anti-p-Mcl-1%138 Cell Signaling 43 kDa 1500
Anti i-Actina Sigma 46 kDa 1:20000

Tabla 3. Listado de anticuerpos utilizados para Western blot. En la tabla se detallan
los anticuerpos utilizados para este trabajo, indicando la casa comercial del mismo, el
peso molecular de la proteina a la que va dirigido y la concentracion a la que se utilizé en
Western blot.
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6. Ensayos de inmunoprecipitacion

Las ceélulas sometidas a los diferentes tratamientos se tripsinizaron, se
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm, se retir0 el sobrenadante y el boton celular
se lavd en 1 ml de PBS. Nuevamente las células se centrifugaron durante 10 minutos a
3000 rpm, se retird el sobrenadante y se lisaron con homogeneizadores de plastico en
tampon de lisis CHAPS (3-[(3-colamidopropil)-dimetillammonio]-2-hidroxi-1-
propanosulfonato) con inhibidores de proteasas y fosfatasas. EI uso de CHAPS, un
detergente zwitterionico, evita las interacciones artefactuales entre proteinas de la familia
Bcl-2 observadas con el uso de detergentes no idnicos [149]. La concentracion de
proteinas de los lisados se cuantificé mediante el método BCA siguiendo las instrucciones
del fabricante. Entre 1 y 2 mg de proteinas de los lisados se incubaron con 80 pl de bolas
de proteina A-sefarosa (GE Healthcare) durante 4 horas, en rotacion a 4°C vy, se
centrifugaron durante 5 minutos a 6000 rpm y a temperatura ambiente. Los sobrenadantes
se incubaron con suero normal de conejo (NRS, Oncogene) durante toda la noche, en
rotacion a 4°C. A continuacién, se afiadieron 80 pl de bolas de proteina A-sefarosa
durante 4 horas, en rotacion a 4°C y, nuevamente se centrifugaron durante 5 minutos a
6000 rpm a temperatura ambiente. Los sobrenadantes se incubaron con el anticuerpo
policlonal anti-Bak (BD Biosciences) o con NRS, durante 1 hora, en rotacion a 4°C y los
inmunocomplejos se precipitaron afiadiendo 40 pl de bolas de proteina A-sefarosa e
incubando durante 1 hora, en rotacion a 4°C. Tras 4 lavados en tampon CHAPS y 2
lavados en tampon NP-40, se afiadieron 15 ul de tampdn de carga Laemmli a las bolas
unidas a los inmunocomplejos y se hirvieron a 98°C durante 2 minutos en un termobloque.
Finalmente, se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida de gradiente 4-20%
(Invitrogen) utilizando el tamp6n Tris-glicina 1x como electrolito.

Las proteinas del gel se electro-transfirieron a membranas de nitrocelulosa
aplicando un voltaje constante de 100 V durante 90-120 minutos. Las membranas de
nitrocelulosa se tifieron con una solucion de Ponceau S 1x para comprobar que las
cantidades de proteinas de las diferentes condiciones eran comparables. Para la
inmunodeteccidon, las membranas se incubaron durante 1 hora en tampon de bloqueo
temperatura ambiente y en agitacion suave. Tras el bloqueo, se incubaron con el
anticuerpo anti-Bcl-xL (Santa Cruz) diluido en tampon de blogueo (1:100) durante toda
la noche, a 4°C. Posteriormente, las membranas se lavaron en tampon TBS-Tween 20 (3

lavados de 10 minutos, a temperatura ambiente y en agitacion suave) y se incubaron con
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el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, cabra anti-raton (GE Healthcare)
diluido en tampon de bloqueo durante 1 hora, a temperatura ambiente y en agitacion
suave. Tras la incubacion, las membranas se lavaron en tampén TBS-Tween 20 (3 lavados
de 10 minutos, a temperatura ambiente y en agitacion suave) y se les aplicd ECL Prime.
La sefial quimioluminiscente se detectd utilizando peliculas de autorradiografia y
soluciones de revelado y fijacion. Esas mismas membranas se lavaron en tampdon TBS-
Tween 20 (3 lavados de 10 minutos, a temperatura ambiente y en agitacion suave) y se
reincubaron con el anticuerpo anti-Bak diluido en tampon de blogueo (1:3000),
repitiendo el proceso para la inmunodeteccion de Bak. El analisis densitométrico de los
Western blots se realizd con el programa QuantiScan, corrigiendo las unidades
densitrométricas de la proteina Bcl-xL con las unidades densitométricas de la proteina
Bak.

7. Preparacion de geles de acrilamida

El sistema de geles utilizado fue un sistema discontinuo en el que el gel de
poliacrilamida esta formado por dos geles de distinta porosidad y pH. El gel inferior o
“separador” determina la movilidad de las proteinas en funcién del tamafio del poro, el
cual depende de la concentracion de monomeros de acrilamida y bis-acrilamida. Los geles
de poro mayor (5-7%) se utilizan para separar proteinas de alto peso molecular y los geles
de poro menor (15-20%) se utilizan para separar proteinas de bajo peso molecular. El gel
superior o “compactador” es de poro muy grande (4%) y provoca la compactacion de la
muestra de proteinas para que, al alcanzar la frontera que lo separa del “gel separador”,
todas las proteinas se separen a partir del mismo frente de migracién. En nuestro caso,
utilizamos un porcentaje de acrilamida intermedio para el “gel separador” (8%) ya que

permite una separacion adecuada para la mayoria de proteinas.

Los geles de poliacrilamida se elaboraron en el laboratorio utilizando el Mini-
Protean® System Casting Stand (Bio-Rad). Los reactivos utilizados para la preparacion
de los geles fueron una solucion comercial de acrilamida:bisacrilamida (29:1) (Fluka,
Sigma), tampon Tris-clorhidrico 1 M (pH: 6.8), tampdn Tris-clorhidrico 1.5 M (pH: 8.8),
SDS (Dodecil sulfato) al 10% (pH: 7.2), TEMED (N,N,N’,N-tetraetilendiamina, Sigma)
como agente iniciador de la polimerizacion y el anidn persulfato (S20s) en forma de
persulfato amonico (APS, Gibco) como catalizador de la reaccion de polimerizacion.
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En primer lugar, todo el material necesario se lavé con agua bidestilada y se dejo
secar con el objeto de eliminar cualquier particula que impidiera la correcta
polimerizacion de los geles. Posteriormente, se montaron los cristales de manera
adecuada y se colocaron en el sistema de sujecion, se llenaron con agua bidestilada para
comprobar que no se producian fugas y una vez comprobado esto, se retir6 el agua
bidestilada del molde formado por los cristales. La mezcla de los reactivos para la
preparacion del “gel separador” y el “gel compactador” se realizé a 4°C y anadiendo
siempre en Gltimo lugar el APS y el TEMED. Primero se introdujo en el molde la mezcla
del “gel separador”, dejando suficiente espacio para la posterior colocacion del peine y
se rellen6 este espacio con agua bidestilada, ya que el oxigeno es un inhibidor de la
polimerizacion. Se permitié que la polimerizacion transcurriera a temperatura ambiente
durante unos 15-20 minutos y tras esto, se retird el agua bidestilada, se afiadio la mezcla
del “gel compactador”, se coloco el peine evitando que se formaran burbujas y de nuevo,

se permitid la polimerizacion a temperatura ambiente durante 15-20 minutos.

8. Anadlisis de ciclo celular mediante citometria de flujo

Tras realizar los diferentes tratamientos, las células se tripsinizaron, se
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm, se retir6 el sobrenadante y el boton celular
se lavd en 1 ml de PBS. Después de una nueva centrifugacion de 10 minutos a 3000 rpm,
se retir6 el sobrenadante y las células se fijaron en etanol al 70%, resuspendiendo el botdn
en 300 pl de PBS frio e inyectando 700 ul de etanol absoluto frio. Una vez fijadas, se
centrifugaron 10 minutos a 3000 rpm, se realizaron dos lavados en PBS y se incubaron
con una solucion de RNasa A 0,2 mg/ml (Sigma) durante 1 hora a 37°C. A continuacion
se incubaron con una solucion de yoduro de propidio 20 pg/ml (Sigma) durante 15
minutos a 4°C y en oscuridad. EI yoduro de propidio es un compuesto fluorescente que
se intercala estequiométricamente en el DNA, de forma que las células que se encuentran
en fase Gy, tienen una copia de DNA y una intensidad de fluorescencia 1x, las células en
fase G2/M tienen dos copias de DNA y una intensidad de fluorescencia 2x, y las células
que estan en fase S (fase de sintesis de DNA) tienen una intensidad de fluorescencia
mayor que la de las células en fase G1 y menor que la de las células en G2/M. De forma
que cuando las células tefiidas con yoduro de propidio se pasaron por el citometro de flujo
(FACScan, BD Biosciences) utilizando el programa CellQuest Pro (BD Biosciences) para
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la adquisicion de datos, se generaron histogramas cuyos picos representan la poblacién
de células en fase G1y la poblacion de células en G2/M; con la poblacion de células en
fase S representada en forma de meseta comprendida entre ambos picos. El porcentaje de
células en cada una de las fases del ciclo celular se cuantificd utilizando el programa
ModFit LT2 (Verity Software).

9. Hibridacion fluorescente in situ

Las células se sometieron a diferentes tratamientos, se tripsinizaron, se
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm. Tras un lavado en PBS y una nueva
centrifugacion de 10 minutos a 3000 rpm, se retird el sobrenadante y las células se
resuspendieron en PBS realizando las improntas celulares sobre portaobjetos silanizados
y dejando secar al aire. Después, se fijaron en una solucién de metanol:&cido acético
glacial (3:1) durante 10 minutos a -20°C y se dejaron secar al aire. Los portaobjetos se
sumergieron en una solucién de citrato sddico salino (SSC) 2x/NP-40 0,3% durante 30
minutos a 37°C y seguidamente se deshidrataron en una serie de etanoles de concentracion
creciente y se dejaron secar al aire. A continuacion, se afiadio la mezcla de sondas
centroméricas para los cromosomas 8 y 7 (Spectrum red y aqua, Vysis), se coloco un
cubre y se sell6 la zona de hibridacion con un adhesivo (Fixogum Rubber Cement,
Marabu). EI DNA celular y las sondas se co-desnaturalizaron durante 5 minutos a 72°C y
se hibridaron durante toda la noche a 37°C en una camara himeda. Tras la hibridacion,
los portaobjetos se lavaron en una solucién SSC 2x/NP-40 0,3% durante 5 minutos a
72°C. A continuacion, los cristales se introdujeron en una solucion PBD 1x (Detergente
en tampdn fosfato, MP Biomedicals) durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
dejaron secar antes de la contratincion de los nucleos con DAPI. Finalmente, se
visualizaron en un microscopio de fluorescencia equipado con los filtros adecuados y con
una cdmara digital y se contabiliz el nimero de sefiales para los cromosomas 8 y 17 por
célula, en al menos 100 células de cada condicion. Por ultimo, se calcul6 el porcentaje de
células con ploidia normal y el porcentaje de células con ploidia superior a la normal en

cada caso.
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10. Pacientes

Los estudios realizados en estos pacientes se llevaron a cabo con el consentimiento

informado de los mismos y fueron aprobados por el comité ético.

10.1. Pacientes con cancer de mama

Se construy6 una matriz con tejidos fijados en formol e incluidos en parafina de
36 pacientes con cancer de mama seleccionadas previamente, para participar en un ensayo
clinico en el que fueron tratadas con 5-Fluoruracilo, epirrubicina y ciclofosfamida (FEC)
0 con FEC maés paclitaxel (FECP) [150]. EIl tratamiento en el grupo FEC consistié en 6
ciclos de 21 dias de FEC (5-fluorouracilo a 600 mg/m? de superficie corporal, epirubicina
a 90 mg/m? y ciclofosfamida 600 mg/m?, administrado por via intravenosa) y el
tratamiento en el grupo FECP consisti6 en 4 ciclos de 21 dias de la misma programacion
FEC y, 3 semanas después del tratamiento con FEC, 8 ciclos de 7 dias de paclitaxel a 100
mg/m? a través de una infusion intravenosa de 60 minutos. La inclusion de las pacientes
en el ensayo requeria que hubieran sido sometidas a cirugia curativa primaria, que
tuvieran al menos un ganglio linfatico axilar afecto (estadio T1-T3), que no presentaran
carcinoma ductal in situ y que tuvieran margenes de reseccion libres de carcinoma
invasivo. Se realizd el seguimiento de estas pacientes para valorar el tiempo libre de
enfermedad, definido como el tiempo en meses desde el diagndstico hasta la aparicion de
recaida clinica, la aparicion de un segundo cancer o la muerte, independientemente de

qué evento ocurriera en primer lugar.

10.2. Pacientes con cancer de prostata

Se construyeron varias matrices de tejidos fijados en formol e incluidos en
parafina de 80 pacientes con céancer de prostata que habian sido sometidos a
prostatectomia radical y en los que dos patélogos independientes valoraron la puntuacion

de Gleason de acuerdo con los criterios convencionales [151].

11. Inmunohistoquimica

Secciones de 5 um de los bloques de parafina con las matrices de tejidos de cancer
de mama y préstata se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en una serie gradada de
alcoholes. A continuacion se bloqued la actividad peroxidasa enddgena introduciendo las

secciones en una solucion acuosa de H202 al 3% durante 30 minutos y, después se
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bloquearon los sitios de union inespecificos cubriendo las secciones con tampon de
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. La recuperacion antigénica para los
anticuerpos anti Bcl-xL (Santa Cruz), anti-AURKA (Novus), anti-fosfo-GSK3p%* (Cell
Signaling) y anti-Mcl-1 (Santa Cruz) se realiz6 en microondas utilizando EDTA 1 mM
pH: 9,0 (Dako); para el anticuerpo PKC6 (Abcam) se realizé con tripsina 1 mg/ml, 15
minutos a 37°C y para el anticuerpo anti-p-catenina activa (Millipore) se realiz6 con HCI
4 N, 15 minutos a temperatura ambiente seguido de tripsina 1 mg/ml, 15 minutos a 37°C.
Las secciones se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en tampon de bloqueo
durante toda la noche a 4°C en camara himeda, las concentraciones utilizadas fueron anti-
Bcl-xL (1:100), anti-AURKA (1:700), anti-fosfo-GSK3p%" (1:25), anti-Mcl-1 (1:1200),
anti PKC$ (1:400) y anti-B-catenina activa (1:200). Tras lavar con tampén Tris 0,05 M,
se aplicaron los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa y el sustrato
cromogénico 3,3’-diaminobenzidina de acuerdo con el protocolo facilitado por el
fabricante (EnVision, Dako). Las secciones se contratifieron con hematoxilina y se
montaron en DPX (BDH Laboratories). La inmunotincién se evaluo por dos pat6logos de
manera independiente en al menos 10 campos utilizando un aumento de 200x; y se
puntuaron como baja expresion si menos del 25% de las células tumorales estaban tefiidas
intensamente y alta expresion si més del 25% de las células tumorales estaban tefiidas

intensamente.

12. Anadlisis estadistico

El analisis de las diferencias entre dos condiciones se realizo mediante el test t de
Student para muestras pareadas. Las curvas de tiempo libre de enfermedad se calcularon
por el método de Kaplan-Meier y la comparacién de las curvas de supervivencia se
realizd mediante el test log-rank de Mantel-Cox. La correlacién entre la expresion de
diferentes proteinas con el grado de Gleason o entre la expresion inmunohistoquimica de
dos proteinas mediante el test de x> 0 mediante el test exacto de Fisher. Para todos los
andlisis estadisticos realizados se usaron los programas Prism 4.0 0 6.0 (GraphPad) y el
programa SPSS (IBM). En todos los casos, las diferencias se consideraron significativas

cuando la p fue menor de 0.05.
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Resultados, Discusion y Conclusiones






Los resultados obtenidos de la realizacion de esta Tesis Doctoral, estan recogidos

en dos articulos publicados por nuestro grupo de investigacion:

=> Flores ML, Castilla C, Avila R, Ruiz-Borrego M, Saez C, Japon MA.. Paclitaxel
sensitivity of breast cancer cells requirs efficent mitotic arrest and disruption of
Bcl-xL/Bak interaction. Breast Cancer Res Treat 2012, 133(3):917-928. doi:
10.1007/s10549-011-1864-9.

=>» Flores ML, Castilla C, Gasca J, Medina R, Perez-Valderrama B, Romero F, Japén
MA, Séez C. Loss of PKCd induces prostate cancer resistance to paclitaxel
through activation of Wnt/B-catenin pahtway and Mcl-1 accumulation. Mol
Cancer Ther. Aceptado 2016/04/07.
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Las recetas se detallan en el orden de aparicion en el texto.

Medio RPMI 1640 suplementado

5000 U/ml-5 mg/ml

Reactivo Concentracion final Volumen reactivo
Medio RPMI 1640 435 ml
Suero fetal bovino 10% 50 ml
L-Glutamina 200 mM 2 mM 5ml
Hepes 1 M 10 mM 5ml
Solucién
Penicilina-Estreptomicina 50 U/ml y 50 pg/ml 5ml

Medio de congelacién

DMSO

Reactivo Concentracion final Volumen reactivo
Medio RPMI 1640 57 ml
Suero fetal bovino 30% 30 ml
L-Glutamina 200 mM 2 mM 1ml
Hepes 1 M 10 mM 1ml
Solucién
Penicilina-Estreptomicina 50 U/mly 50 pg/ml 1ml
5000 U/ml-5 mg/ml
10% 10 ml

Geles de acrilamida

Nota: Tras su preparacion alicuota y se conserva a -20°C.

Anexo |. Recetas

Volumen reactivos para geles con los siguientes % de acrilamida
Gel Gel Gel Gel Gel Gel
Reactivo separador | separador | separador | separador separador | compactador
15% 12% 10% 8% 6% 4%
Agua bidestilada 1100 pl 1600 pl 1900 pl 2300 pl 2600 pl 3620 pl
Solucion
acrilamida:bisacrilamida | 2500 pl 2000 pl 1700 pl 1300 pl 1000 pl 650 ul
29:1
Tris-HCI 1.5 M pH:8.8 1300 pl 1300 pl 1300 pl 1300 pl 300l | -
TrissHCI1 M pH:68 |  --—--- 50l | - | e e
SDS 10% pH:7.2 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 pl
APS 10% 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
TEMED 2.l 2l 2l 3yl 4 ul 5ul

Nota: Volimenes necesarios para la preparacion de un gel

Tampoén Tris-HCI 1 M pH:6.8

Reactivo Cantidad reactivo
Trizma Base 121.14 g
HCI Hasta ajustar pH:6.8
Agua bidestilada Hastal L

133



Anexo |. Recetas

Nota: Disolver el trizma base en agua bidestilada, afiadir el HCI hasta ajustar el pH, enrasar con agua bidestilada hasta

1 Ly autoclavar.

Tampoén Tris-HCI 1.5 M pH:8.8

Reactivo Cantidad reactivo
Trizma Base 181.71¢g
HCI Hasta ajustar pH:8.8
Agua bidestilada Hastal L

Nota: Disolver el trizma base en agua bidestilada, afiadir el HCI hasta ajustar el pH, enrasar con agua bidestilada hasta

1L yautoclavar.

SDS 10% pH:7.2

Reactivo Cantidad reactivo
SDS 181.71¢

NaOH 0.1N Hasta ajustar pH:7.2
Agua bidestilada HastalL

Nota: Disolver el trizma base en agua bidestilada, afiadir el HCI hasta ajustar el pH y enrasar con agua bidestilada hasta

1L

Tampon de lisis NP-40

Reactivo Concentracion final Volumen reactivo
NP-40 1% 500 pl
Tris-HCI 2 M pH:7.5 10 mM 250 pl
Soluciéon NaClI 5 M 150 mM 1.5ml
Solucién Glicerol 50% 10% 16 mi
Agua bidestilada Hasta 50 ml

Nota: Tras su preparacion alicuota y se conserva a 4°C.

Tampoén Tris-HCI 2 M pH:7.5

Reactivo Cantidad reactivo
Trizma Base 242.28 ¢
HCI Hasta ajustar pH:7.5
Agua bidestilada HastalL

Nota: Disolver el trizma base en agua bidestilada, afiadir el HCI hasta ajustar el pH, enrasar con agua bidestilada hasta

1Ly autoclavar.

Tampon de carga Laemmli (5%)

Reactivo

Concentracion final

Volumen reactivo

5x
Tris-HCI 1 M pH:6.8 60 mM 600 pl
Solucién Glicerol 50% 25% 5ml
SDS 10% pH:7.2 2% 2ml
B-Mercaptoetanol 14.4 mM 500 pl
Solucién azul bromofenol 1% 0.1% 1ml
Agua bidestilada Hasta 10 ml

Nota: Tras su preparacion, se alicuota y se conserva a -20°C.
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Tampon Tris-Glicina (5x)

Reactivo Concentracion final Cantidad reactivo
Trizma base 125 nM 15.1¢g
Glicina 1M 729
SDS 10% pH:7.2 0.5% 50 ml
Agua bidestilada Hastal L

Tampon de transferencia

Reactivo Concentracion final Cantidad reactivo
Trizma base 25nM 3.03¢g
Glicina 192 nM 1449
Metanol 20% 200 mi
Agua bidestilada Hasta 1 L

Nota: Tras su preparacion se conserva a 4°C.

Solucion rojo Ponceau (10x)

Reactivo Concentracion final Volumen reactivo
Solucién Ponceau 3% 2% 75 mi
Acido acético 33.3% 37.5ml

Solucion rojo Ponceau (1x)

Reactivo Concentracion final Volumen reactivo
Solucién Ponceau 10x 0.2% 5ml
Acido acético 10% 3.5ml
Agua bidestilada Hasta 50 ml

Tampon de bloqueo (10%b)

Reactivo Concentracién final Cantidad reactivo
Blocking Reagent 10% 10g
Tampdn maleico 100 ml

Nota: Disolver en agitacion y calentando hasta 60-65°C. Tras su preparacion, se deja enfriar y se conserva a 4°C.

Tampodn de bloqueo (1%0)

Reactivo Concentracion final Volumen reactivo
Tamp6n de bloqueo 10% 1% 50 ml
Solucién Tween 20 10% 0.05% 2.5ml

Tampén Tris 0.05M 0.045 M 447.5 ml

Nota: Tras su preparacion se conserva a 4°C.

Anexo |. Recetas
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Tampon maleico pH:7.5

Reactivo Concentracion final Cantidad reactivo
Acido Maleico 100 mM 23.21g
NaCl 150 mM 1753 g
NaOH Hasta ajustar pH:7.5
Agua bidestilada Hasta 2 L

Tampon Tris 0.05 M

Reactivo Concentracion final Cantidad reactivo
Trizma clorhidrico 0.042 M 132 ¢
Trizma base 0.008 M 194¢
Agua bidestilada Hasta 20 L

Tampon TBS-Tween 20 pH:7.5 (10x)

Reactivo Concentracion final Cantidad reactivo
NaCl 1.5M 80 g
Tris-HCI 1 M pH:7.6 200 mM 200 mi
Tween 20 0.5% 5mil
Agua bidestilada Hasta 1 L

Anexo |. Recetas

Nota: Disolver el NaCl en agua bidestilada, afiadir el tampon Tris-HCI 1 M pH:7.6, comprobar que el pH del tampén
TBS-Tween 20 queda ajustado a 7.5 y enrasar hasta 1 L con agua bidestilada.

Tampoén Tris-HCI 1 M pH:7.6

Reactivo Cantidad reactivo
Trizma Base 121.14 g
HCI Hasta ajustar pH:7.6
Agua bidestilada HastallL

Nota: Disolver el trizma base en agua bidestilada, afiadir el HCI hasta ajustar el pH, enrasar con agua bidestilada hasta

1Ly autoclavar.

Tampodn de lisis CHAPS

Reactivo Concentracion final Volumen reactivo
Souciéon CHAPS 10% 2% 10 ml
Solucién sacarosa 1 M 0.25 mM 12.5ml
Hepes 1 M 20 mM 1ml
Solucion EDTA 0.5 M 1mM 500 pl
Solucién KCI 1 M 10 mM 500 pl
Solucion MgCl2 1 M 1.5 mM 75 pl
Agua bidestilada Hasta 50 ml

Nota: Tras su preparacion alicuota y se conserva a 4°C.
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Solucién SSC pH:7.0 (20x)

Reactivo Concentracion final Cantidad reactivo
NaCl 3M 175.32 g
Citrato trisédico 0.3M 88.23 g
HCI Hasta ajustar pH:7.0
Agua bidestilada Hasta 1 L

Anexo |. Recetas

Nota: Nota: Disolver el cloruro sédico y el citrato trisddico en agua bidestilada, afiadir el HCI hasta ajustar el pH,
enrasar con agua bidestilada hasta 1 L y autoclavar.

Solucién (2x)/NP-40 (0.3%0)

Reactivo Concentracion final Cantidad reactivo
Solucién SSC 20x 300 T“M Na_CI, . 10 ml
30 mM citrato trisddico
NP40 0.3% 300 pl
Agua bidestilada Hasta 100 ml
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Tipo de publicacién: Articulo original
Autores: Castilla C, Flores ML, Conde JM, Torrubia FJ, Japon MA, Séez C.

Titulo: Downregulation of protein tyrosine phosphatase PTPL1 alters cell cycle
and upregulates invasion-related genes in prostate cancer cells.

Revista: Clinical & Experimental Metastasis.
Afo/Volumen/Paginas: 2012/4/349-358
Factor de impacto (JCR): 3.524

Cuartil: Q2

doi: 10.10007/s10585-012-9455-7

Tipo de publicacién: Articulo original
Autores: Flores ML, Castilla C, Avila R, Ruiz-Borrego M, Séez C, Japon MA.

Titulo: Paclitaxel sensitivity of breast cancer cells requires efficient mitotic
arrest and disruption of Bcl-xL/Bak interaction.

Revista: Breast Cancer Research and Treatment.
Afo/Volumen/Péaginas: 2012/133/917-928
Factor de impacto (JCR): 4.431

Cuartil: Q1

doi: 10.10007/s10549-011-1864-9

Tipo de publicacién: Articulo original

Autores: Castilla C, Flores ML, Medina R, Pérez-Valderrama B, Romero F,
Tortolero M, Japon MA, Séez C.

Titulo: Prostate cancer cell response to paclitaxel is affected by abnormally
expressed securing PPT1.

Revista: Molecular Cancer Therapeutics.
AfRo/Volumen/Péaginas: 2014/13/2372-2383
Factor de impacto (JCR): 6.107

Cuartil: Q1

doi: 10.1158/1535-7163.MCT-13-0405
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