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Resumen

Resumen

La busqueda de alternativas terapéuticas a los farmacos actualmente utilizados como
tratamiento de leucemias y linfomas, ha llevado a un uso cada vez mas frecuente de terapias
combinadas. Este tipo de tratamiento propone el uso simultdneo de dos o mas drogas, teniendo
como objetivo la combinacién de dos o mas mecanismos de acciéon diferentes que se
complementen para lograr el efecto deseado. De esta manera se pretende lograr una mayor
efectividad terapéutica, junto a una reduccién de la dosis utilizada de cada compuesto, logrando
asi una disminucién en la frecuencia y gravedad de los efectos adversos generados. El objetivo
de este trabajo fue estudiar los cambios que ocurren en la potencia citotéxica del tridxido de
arsénico (TOA), un compuesto utilizado como monodroga en el tratamiento de la leucemia
promielocitica aguda, al combinarse con el inhibidor de proteasoma MG132, en las lineas
celulares humanas U937 (leucemia promonocitica) y Raji (linfoma de Burkitt). Se evaluaron
ademas los mecanismos por los cuales se producen dichos cambios de potencia al combinar las
dos drogas. La combinatoria TOA+MG132 fue sinérgica en la linea a U937. Este sinergismo
resultd ser dependiente de la generacion de bajos niveles de anion superdxido (O,7) y bajos
niveles de GSH intracelulares. Por el contrario, la combinatoria TOA+MG132 resulté antagdnica
en la células Raji. Pudo determinarse que el antagonismo TOA+MG132 en la linea Raji, ocurre
debido a que las células eliminan selectivamente las mitocondrias dafladas mediante mitofagia,
y ademas tienen silenciado el gen de BNIP3 (una proteina de la familia bcl2 involucrada en la
muerte mediada por TOA). Finalmente, mediante un aumento en la expresién de BNIP3
utilizando drogas con accidn epigenética y la inhibicién del flujo mitofagico, se logré una

interaccion sinérgica entre TOA y MG132 en la linea Raji. Concluimos que el sinergismo

TOA+MG132 en células U937, se debe a la falta de activacion de la respuesta de GSH, que
depende a su vez de niveles elevados de 02.- como sefial. Por otro lado, el antagonismo
TOA+MG132 en células Raji, se debe a la eliminacidon de mitocondrias dafiadas por mitofagia, lo
cual constituye un poderoso mecanismo de resistencia al cual serian adictas ciertas neoplasias.
Sugerimos que los farmacos con accién de bloqueo sobre este mecanismo, serian de gran
importancia en el disefio de combinaciones, para aumentar la potencia citotdxica y la
selectividad sobre las células neoplasicas, a la vez que permitirian reducir los efectos adversos
sobre las células normales. Consideramos que los resultados derivados de este trabajo de tesis,
acerca de las modificaciones en la potencia citotéxica que ocurren al combinar dos o mas drogas,

y el analisis personalizado de la respuesta de cada paciente en particular, permitiran contribuir

a mejorar la eficacia de la terapia antineoplasica.
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1 Introduccion

1.1 Arsénico e inhibidores del proteasoma en terapias dirigidas y
combinadas

1.1.1 Los mecanismos de toxicidad del arsénico y su utilizacién como farmaco
antileucémico

El arsénico es un metaloide que causa efectos nocivos en la salud humana y animal (Celik et al.,
2008). Entre estos se incluyen varias formas de cancer y enfermedades cardiovasculares (Steinmaus
et al., 2014a; Steinmaus et al., 2014b; Wang et al., 2007). En varias regiones de la Argentina se han
identificado elevados niveles de arsénico en el agua de consumo y su asociacién con neoplasias
malignas (Hu et al., 2009). Por esta razén, resulta importante caracterizar las acciones bioldgicas del
arsénicoy conocer los mecanismos moleculares que determinan sus efectos adversos sobre la salud.
De manera paraddjica, el arsénico puede tener una toxicidad selectiva sobre células neoplasicas,
como ocurre en el caso de ciertos tipos de leucemias y linfomas. Tanto es asi, que el triéxido de
arsénico (TOA), se encuentra actualmente aprobado para el tratamiento de la leucemia aguda
promielocitica (PML). El tratamiento con TOA de la PML logra remisiones completas en mas de 90%
de los casos, aun en pacientes resistentes al acido transretinoico (Hu et al., 2009; Ravandi et al.,
2009). Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales los arsenicales inducen efectos
citotoxicos selectivos sobre células neoplasicas no se conocen completamente. Por ejemplo, el TOA
no es efectivo en otras leucemias ya que se requiere una dosis muy elevada para alcanzar un nivel
de efecto citotdoxico tal que lo convierta en un tratamiento util para dichas patologias. El
conocimiento de los mecanismos moleculares de toxicidad, muchas veces aporta un fundamento
racional a la combinacidn de drogas, al permitir que se ataquen varios blancos simultdneamente,
logrando asi un incremento de la potencia relativa de cada droga o sinergismo. Por eso en los
Ultimos afios se han dedicado numerosos estudios a entender los mecanismos moleculares de
toxicidad del TOA, tanto en células normales como neoplasicas, para luego evaluar los efectos
combinados junto a otras drogas como es el caso de los inhibidores del proteasoma, los agentes
hipometilantes y los inhibidores de histona deacetilasa. El conocimiento de varios mecanismos
moleculares afectados por éstas y otras drogas, como por ejemplo la inhibicién de NF-kB, la

produccién incrementada de especies reactivas del oxigeno (ERO) (Dasmahapatra et al., 2006;
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Zanotto-Filho et al., 2010) o la regulacidn positiva de genes de supresién tumoral (Chen et al., 2010),
contribuye a respaldar el uso de combinacidn de drogas y anticipar la posible eficacia demostrable

en estudios clinicos de fase Il (Shiozawa et al., 2009).

El inhibidor de proteasoma Bortezomib es aplicado con éxito para tratar a pacientes con mieloma
multiple (Ocio et al., 2008), y nuevas generaciones de inhibidores de la proteasoma estan en
desarrollo. Mientras que la efectividad clinica de la mayoria de los nuevos farmacos dirigidos ha sido
limitada al ser utilizados de manera individual, podria mejorarse su eficacia mediante una
combinacion racional entre si o con agentes convencionales (Chanan-Khan et al., 2010; Yan et al.,
2007). Por ejemplo, arsénico 3+ no tiene ningln efecto como agente Unico en la leucemia de células
T adultas pero puede alcanzar altas tasas de remisién completa cuando se combina con IFNa y
zidovudina (Kchour et al., 2009), y aunque arsenito no se recomienda como agente Unico en MDS
de alto riesgo, al ser combinado con Ara-C dio lugar a la remisién completa, incluso en casos de mal

prondstico citogenético (Roboz et al., 2008).

MG132 es un inhibidor del proteasoma que activa selectivamente apoptosis en varios tipos de
células neopldsicas. Los inhibidores del proteasoma han demostrado aumento de la actividad
cuando se combinan con varios de los nuevos agentes dirigidos a blancos moleculares especificos,
incluyendo inhibidores de proteina desacetilasas, inhibidores de kinasas, inhibidores de
farnesyltransferasa, inhibidores de la HSP-90, pan-inhibidores de la familia de proteinas Bcl-2 y otras
clases de inhibidores especificos (Dai et al., 2003; Karp et al., 2005; Trudel et al., 2007; Yanamandra
et al., 2006). Asi entonces, los inhibidores del proteasoma en combinacién con nuevas terapias
dirigidas, tienen una actividad antitumoral aumentada y pueden superar de esta manera los

mecanismos especificos celulares antiapoptéticos (Wright, 2010).

1.1.2 Laresistencia al TOAy las combinaciones con inhibidores del proteasoma

El TOA induce apoptosis en la linea celular NB4 que es derivada de una PML, en un rango de
concentraciones 0,5 a 1 uM (Chen et al., 1996; Momeny et al., 2010). Por el contrario, en otras lineas
celulares leucémicas mieloides como U937, HL60 y K562 se requieren concentraciones superiores a
2 UM para inducir apoptosis. Por esta razén, estas lineas celulares son consideradas resistentes al
TOA. Esta situacién ha motivado que se realicen varios estudios en los Ultimos afios, para identificar
farmacos que puedan ser combinados con TOA y asi sensibilizar a las células leucémicas,

permitiendo la induccién de muerte celular en concentraciones menores, y el uso de dosis de TOA
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clinicamente alcanzables (Peng et al., 2010). El mecanismo de muerte celular inducida por TOA
implica alteracién mitocondrial y activacidn de apoptosis intrinseca con la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ERO) (Jing et al., 1999; Wang et al., 1998). Varios estudios han concluido que
la mayor produccién de ERO, seria un mecanismo fundamental para lograr un sinergismo con
arsenito sobre los efectos de muerte celular (Li et al., 2008a; Ramos et al., 2005). Estos hechos
promovieron el estudio de combinaciones de TOA con otros medicamentos dirigidos a la
mitocondria, o que aumentan los niveles de ERO para inducir la muerte celular y vencer la
resistencia de células leucémicas (Sanchez et al., 2010). Ademas, los estudios mecanisticos han
sugerido que la inhibicién de NF-kB también puede ser critica en la determinacién de sinergismo en
la muerte celular inducida por arsénico (Han et al., 2005; Li et al., 2008b). Sin embargo, en la mayoria
de los casos las combinaciones de drogas activan numerosas vias efectoras y de sefializacion. Por
esta razdon es muy dificil anticipar el efecto neto que tendrd una determinada combinacién en un
amplio rango de dosis, basandose Unicamente en el conocimiento de los mecanismos de muerte

celular inducidos por cada droga.

1.1.3 Terapias dirigidas y combinadas

Las terapias dirigidas son una estrategia de tratamiento contra el cancer, que tiene por objeto
interferir con procesos de carcinogénesis, progresién del cancer y ocurrencia de metastasis,
afectando selectivamente a moléculas claves de las células neoplasicas (Armand et al., 2007; Favoni
et al., 2011; Gross-Goupil et al., 2010). Estas terapias dirigidas estan apuntadas a pequefas
moléculas, que participan en diversos mecanismos que controlan la supervivencia celular, a través
de proteinas celulares o vias de sefalizacion (Mueller et al., 2009; Zahorowska et al., 2009). Las
terapias dirigidas pueden ofrecer mayor eficacia, mayor selectividad y menor toxicidad (Fig. 1.1). Sin
embargo, las vias y moléculas selectivas a menudo inducen la activacion de mecanismos
redundantes, estimulando asi la aparicion de células resistentes debido a la presién selectiva
(Woodcock et al., 2011). Esta es una de las razones por las que los efectos de farmacos dirigidos no
son duraderos cuando se usan solos, resultando a menudo en resistencia y recaida clinica (Fig. 1.2).
Exceptuando casos concretos, el uso de estos farmacos especificos como monoterapia no es

recomendado debido a la falta de eficacia.




Introduccion

eX X x %X
PRXX @ ®OR ®
Célula normal x x Célulatumoral g X

§ Fficacia A Eficacia

t Selectividad
‘ Selectividad

‘ Efectos Adversos
t Efectos Adversos

t Aparicidn de Resistencia

Figura 1.1 Quimioterapia convencional vs quimioterapia dirigida. En el panel izquierdo se esquematiza
como los tratamientos quimioterapicos convencionales afectan no solo a las células tumorales sino también
a las células normales. En el panel izquierdo se muestra como las terapias dirigidas solo acttan selectivamente

sobre blancos especificos en la célula tumoral.

Sin embargo, la terapia combinada con farmacos dirigidos que apuntan a diferentes mecanismos de
muerte celular, puede mejorar sensiblemente la eficacia y vencer la resistencia. Se han identificado
diversas alteraciones gendmicas y epigenéticas en células tumorales, que conducen a la
proliferacién desenfrenada, evasién de sefiales proapoptoticas, metdstasis y resistencia a la muerte
celular inducida por drogas. Estas alteraciones son esenciales para la progresion del cancer y por lo
tanto las estrategias de combinacidn con multiples agentes dirigidos, pueden ser una terapéutica
exitosa. En las estrategias de combinacién vertical, dos o mas farmacos apuntan a una misma via en

dos puntos diferentes, mientras que en combinaciones horizontales, los farmacos apuntan hacia
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diferentes rutas de sefializacién intracelular, teniendo la asi la ventaja potencial de combinar

agentes con efectos téxicos no superpuestos (Gross-Goupil et al., 2010).
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Figura 1.2. Tratamientos individuales vs tratamientos combinados. En A se esquematiza como en los
tratamientos individuales una célula tumoral que desarrolla una mutacion que le otorga resistencia al
tratamiento adquiere una ventaja proliferativa con respecto a las demas. Luego de recurrir a otra terapia
individual, la probabilidad de aparicion de resistencia a esta segunda droga es la misma que en el primer caso.
Con tratamiento combinado que se esquematiza en B, en el caso de que se adquiera resistencia a alguna de
las dos drogas, la célula permanece sensible a la otra, haciendo menos probable la aparicion de resistencia al

tratamiento combinado y aumentando la eficacia de la terapia (adaptado de(Komarova et al., 2013)).

Los nuevos tratamientos requieren la investigacion de los mecanismos de accidn y de la sinergia de
los tratamientos combinados, para mejorar el papel de los agentes farmacoldgicos dirigidos (Carew
et al., 2008; Mitsiades et al., 2011). Una parte esencial de este esfuerzo, es evaluar combinaciones

de farmacos especificos, incluidas las drogas en investigacién (Dancey et al., 2006).
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Las terapias que combinan dos medicamentos estan siendo evaluadas actualmente en una variedad
de tumores. Se trata generalmente de pruebas con fadrmacos que tienen blancos diferentes,
toxicidad no superpuesta y algunos fundamentos mecanisticos para justificar la evaluacidn (Belinsky
et al., 2011; Castaneda et al., 2009; Eriksen et al., 2009; Klosowska-Wardega et al., 2010). Se espera
gue ocurra un aumento en el nimero de estos estudios en los proximos afios, dada la creciente
comprension de las vias moleculares importantes en la progresién del cancer (Woodcock et al.,
2011). Las interdependencias de las vias de sefializacién intracelulares de las células neopldsicas,
estan siendo cada vez mas analizadas, y los pacientes son tratados de manera practicamente
personalizada en base al perfil de resistencia detectado para combinaciones de farmacos especifico
(Busch et al., 2010; Derenzini et al., 2009; Michiels et al., 2011). Este enfoque puede facilitar el
desarrollo de regimenes combinados optimizados para ciertos subtipos de tumor especificos,
proporcionando asi un potencial para el tratamiento a medida de los pacientes individuales, sobre

la base de ciertas caracteristicas genéticas y moleculares de la enfermedad.

1.1.4 Muerte celular como biomarcador de efecto de farmacos dirigidos

Muchos de los clasicos agentes quimioterapéuticos (agentes alquilantes, antimetabolitos,
antibidticos, inhibidores de la topoisomerasa), bloquean la division celular al comprometer la
replicaciéon del ADN y detener la progresidon del ciclo celular, o inhibir la mitosis, llevando
eventualmente a la muerte celular (Foye, 1995; Goodman et al., 2010). Los indicadores de la
proliferacién celular son biomarcadores de efecto adecuados para determinar si una combinacion
de estos agentes es sinérgica, aditiva o antagdnica. Los biomarcadores utilizados para este propésito
incluyen la incorporacién de andlogos de los nucledtidos como bromodeoxiuridina, o indicadores
metabdlicos subrogantes del nimero de células, como es el caso de los ensayos basados en sales
de tetrazolio (Olszewska-Slonina et al., 2004; Sims et al., 2009). Sin embargo muchos de los nuevos
agentes dirigidos interfieren con vias de supervivencia constitutivamente activas e inician la
apoptosis, por influencia directa sobre las sefiales pro-apoptoticas (Citri et al., 2004; Kim et al., 2005;
Larsen et al., 2011; Vega et al., 2009; Zhang et al., 2007a). Ademas, la muerte celular autofagicay la
necrosis programada estan siendo activamente investigados como formas alternativas de muerte
celular farmacolégicamente relevantes (Berghe et al., 2010; Bijnsdorp et al., 2011; Duan et al., 2010;
Gozuacik et al., 2007; McCall, 2010; Notte et al., 2011; Paglin et al., 2005; Platini et al., 2010). Los
estudios de combinacién se deben llevar a cabo con biomarcadores de efecto que sean los mas

cercano posible, a los mecanismos conocidos de las drogas individuales. Los biomarcadores
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relacionados especificamente con induccidn de muerte celular en las células tumorales, parecen ser
los mas adecuados para la evaluacion de farmacos dirigidos (Cameron et al., 2001; Facoetti et al.,

2008; Wesierska-Gadek et al., 2005).

1.1.5 Muerte regulada: la competencia entre mecanismos de iniciacion de la
muerte celular y las respuestas celulares de stress

El término apoptosis ha sido durante mds de una década sinénimo de muerte celular programada.
Hoy sabemos que la necrosis puede ser también objeto de una regulacién tan precisa como la
apoptosis. Ya no es posible definir un mecanismo de muerte celular programada por las
caracteristicas bioguimicas o morfoldgicas (Galluzzi et al., 2016; Karch et al., 2015). El comité de
nomenclatura sobre muerte celular 2015, ha enfatizado el concepto de muerte regulada como
aquella muerte celular no fisioldgica que ocurre cuando los mecanismos de resistencia,
representados por distintos tipos de respuestas de stress, son superados, a la vez que se activan los
mecanismos que inician la muerte celular, que se denomina entonces “muerte regulada”. El comité
propone lo que denomina “modelo competitivo” de la muerte regulada, en el que las respuestas
celulares de stress y los mecanismos iniciadores de la muerte celular operan concurrentemente
(Galluzzi et al., 2015). Este modelo competitivo es comparable a una balanza en la que el predominio
de las respuestas de stress lleva a la sobrevida, mientras que el predominio de la noxa lleva a la

muerte celular regulada (Fig. 1.3 Ay B).
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Figura 1.1 Modelo de competencia entre sefiales promotoras de la muerte regulada (por e;j.
farmacos mitocan como el TOA) y seiales inhibitorias (por ej. autofagia y mitofagia). El panel A
muestra que la muerte regulada puede ser en términos mecanisticos similar a la muerte programada,
incluyendo todas las formas de apoptosis y necroptosis, pero ocurre en circunstancias patoldgicas y es
contrarrestada por las respuestas de stress celular de manera homeostatica. El panel B muestra el modelo de
competencia de la muerte regulada. (adaptado de la edicién 2015 de las recomendaciones del comité

internacional de nomenclatura sobre muerte celular, Galluzzi et al., 2015).
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1.2 Citotoxicidad por arsénico y mecanismos celulares de resistencia

1.2.1 BNIP3, una proteina pro-apoptdtica que puede ser modulada por el TOA

Muchos estudios han identificado a la mitocondria como posible blanco de los efectos del TOA,
donde estimularia la apoptosis intrinseca (Lu et al., 2014). BNIP3 (del inglés, BCL2/adenovirus E1B
19 kDa protein-interacting protein 3) es una proteina asociada a la induccién de muerte celular en
respuesta a la hipoxia. En células normales, la expresién de BNIP3 estd controlada por Hipoxia
Inducing Factor-o. (HIF-1a.) y ademas representa uno de los genes mds abundantes entre los
inducidos por HIF-1o.. BNIP3 es un mediador de muerte celular en miocardiocitos, hepatocitos y
neuronas (Webster et al., 2005; Zhang et al., 2007b). En estos estudios se demostrd que el
silenciamiento de BNIP3 suprimid la induccion de muerte por hipoxia. En los miocardiocitos, la
expresion de BNIP3 estd bloqueada por medio de la unién del factor de transcripcién NF-kB al
promotor de BNIP3 (Baetz et al., 2005). Esto se atribuye al reclutamiento de histona deacetilasa 1
al promotor por parte de NF-kB conduciendo asi a la supresion de la muerte celular inducida por
hipoxia (Baetz et al., 2005; Shaw et al., 2008). Cuando BNIP3 se sobreexpresa o se lo induce con
estimulos de estrés, se localiza en la membrana mitocondrial por medio de su dominio de
transmembrana (Chen et al., 1999). Este dominio se integra en la membrana externa de la
mitocondria causando un incremento en ERO, la apertura del poro de transicidon de permeabilidad
(PTP) mitocondrial y la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (PMM) (Kubasiak et al.,
2002; Vande Velde et al., 2000). En neoplasias agresivas, la tolerancia a la hipoxia se asocia con
capacidad metastatizante y prondstico desfavorable. Las células neopldsicas localizadas en regiones
hipdxicas habitualmente se vuelven resistentes a los agentes quimioterapicos y a la radioterapia
(Martinive et al., 2006). Se ha demostrado que el efecto citotéxico selectivo del arsénico sobre

células de glioma, depende de la regulacidn positiva de BNIP3 (Kanzawa et al., 2005).

1.2.2 Antecedentes de expresion aumentada de BNIP3 en neoplasias

Si bien un gran nimero de estudios demostré que la sobreexpresion de BNIP3 induce muerte celular
y que su silenciamiento muy frecuentemente bloquea la muerte en hipoxia, en varios modelos de
estudio también se observé que podia haber expresidén de esta proteina sin induccién de muerte
celular. La expresién de BNIP3 se observd aumentada en cancer de préstata (Shaida et al., 2008),
glioblastoma multiforme (Burton et al., 2009), carcinoma de endometrio (Giatromanolaki et al.,
2004), carcinoma cervical uterino (Leo et al., 2006), carcinoma de mama invasivo (Tan et al., 2007),

cancer de pulmén (Giatromanolaki et al., 2004), linfomas foliculares (Sington et al., 2007) y
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adenocarcinomas gastricos (Lee et al., 2007). La expresidn aumentada de BNIP3 frecuentemente se
asocid con formas mas agresivas de la enfermedad. Esto impulsé una serie de hipdtesis para explicar
la supresion del efecto de muerte BNIP3 tanto en neoplasias como en células normales expuestas a
hipoxia severa. Una de ellas fue la acidificacion del citoplasma como factor necesario para que BNIP3
conforme un poro de permeabilidad mitocondrial, tal como ocurriria en la hipoxia prolongada
(Frazier et al., 2006). Otra hipdtesis fue la expresiéon de BNIP3 en localizacidon nuclear, lo cual
impediria su accion de disparador de la apoptosis intrinseca. Algunos autores observaron que la
sobreexpresion de BNIP3 se asocia con aumento de la autofagia y propusieron que ésta seria la
causa de muerte (Burton et al., 2006), en tanto otros autores sostienen que la autofagia seria una

forma de resistencia a la muerte celular inducida por BNIP3 (Hamacher-Brady et al., 2007).

1.2.3 El silenciamiento epigenético de BNIP3 previene la induccidén de muerte
celular en neoplasias. Controversia sobre el rol dual pro-muerte celular o
pro-supervivencia de BNIP3

El gen BNIP3 se encuentra silenciado en muchos tumores por mecanismos epigenéticos tales como
la hipermetilacién del promotor y la desacetilacién de histonas. La expresidon disminuida de BNIP3
resulta en una disminucidn de la muerte celular inducida por quimioterdpicos, a la vez que se asocia
a una menor sobrevida de los pacientes (Bacon et al., 2007; Erkan et al., 2005). Varios estudios han
propuesto que el silenciamiento de BNIP3, permitiria a las células tumorales sobrevivir en un
microambiente desfavorable como la hipoxia, en tanto que la restauraciéon de la expresion de BNIP3
podria incrementar su sensibilidad al tratamiento quimioterapico (Ishida et al., 2007; Murai et al.,
2005a). Esta situacidn contrasta con la de neoplasias en las cuales la expresién aumentada de BNIP3
es un marcador de formas agresivas. Mas aun, el rol de BNIP3 en hipoxia es principalmente de
proteccion en la etapa inicial de adaptacién, pero si la hipoxia persiste el mecanismo de muerte se
vuelve dominante y BNIP3 aparece como un mediador de la apoptosis intrinseca. Algunos autores
han propuesto que la inhibicidn (por silenciamiento epigenético) de la muerte inducida por BNIP3,
representaria una ventaja para las células neoplasicas. En lineas celulares pancreaticas, el gen BNIP3
se encontro silenciado por metilacién de su promotor (Okami et al., 2004). Cuando estas lineas
fueron expuestas a hipoxia, no se observé induccion de BNIP3 y las células mostraron resistencia a
la induccién de muerte. El tratamiento con azacitidina revirtié la metilacidn del gen BNIP3, restaurd
la expresidon de dicha proteina y sensibilizé a las lineas pancreaticas a la muerte inducida por hipoxia.
Otro estudio en pacientes con mieloma multiple, demostré que la presencia de BNIP3 silenciado

epigenéticamente se correlaciond con la disminucién de la sobrevida (Heller et al., 2008).
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1.3 Autofagia

La autofagia (“comerse a si mismo”), término acuiado por Duve y Wattiaux, es un proceso
altamente conservado por el cual los componentes citoplasmaticos son secuestrados en
autofagosomas (vacuolas con doble membrana) y entregados al lisosoma (autolisosomas) donde se
degradan en un medio acido (De Duve et al., 1966; Parzych et al., 2014). Como principal via de
reciclaje intracelular, la autofagia es crucial en la homeostasis celular y en la remodelacién durante
el desarrollo. Los elementos a reciclar son identificados mediante ubiquitinas transferidas por
ligasas y la biogénesis de los autofagosomas requiere la intervencidn de proteinas reguladoras de
autofagia (ATG) que actuan en diferentes etapas, siendo algunas de las mas importantes ULK1,
ATG5, ATG7, el complejo PI3KIII (Beclin 1, VPS34, p150, ATG14) y LC3 (microtubule-associated light
chain 3). La autofagia tiene un rol importante en la sobrevida celular al evitar la acumulacién de
proteinas de larga duracion y organelas defectuosas. Puede asi contraponerse a estimulos
proapoptéticos, mientras que su disfuncion esta asociada a patologias metabdlicas,
neurodegenerativas y neopldsicas. La autofagia forma parte de las respuestas celulares que tienen
lugar durante las infecciones bacterianas y virales, inclusive participando en la eliminacién del
patdgeno y/o regulando la respuesta inmune innata o adquirida (Deretic et al., 2013). La autofagia
“no selectiva” es una respuesta catabdlica que ocurre en situaciones como la deplecion de
nutrientes, para proporcionar aminodacidos y otras materias primas necesarias para la sobrevida
celular. En estos casos no hay eliminacidn de organelas o complejos moleculares particulares de la
célula (Galluzzi et al., 2014). Por el contrario, la autofagia “selectiva” consiste en la eliminacion de
“blancos” especificos: peroxisomas (pexofagia), reticulo endoplasmico (ER, erfagia), ribosomas
(ribofagia), lipidos (lipofagia), microorganismos (xenofagia) y mitocondrias (mitofagial)(Klionsky et

al., 2016b).

1.4 Mitofagia, una forma selectiva de autofagia

La mitofagia conforma un potente sistema de resistencia a la toxicidad por dafio mitocondrial. El rol
de mantener la integridad y funcidn mitocondrial es importante para el bienestar celular (Stotland
et al., 2015). En primer lugar, requiere identificar las mitocondrias disfuncionales que seran
eliminadas mediante el proceso de autofagia. Esto ocurre de manera integrada con otros procesos
como la creacién de nuevas mitocondrias (biogénesis mitocondrial) y los reordenamientos
morfoldgicos de la red mitocondrial (proceso de dindmica mitocondrial que comprende fusién y

fision de mitocondrias). Este sistema en su conjunto permite adaptar cantidad y calidad
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mitocondrial a las condiciones microambientales y demandas fisioldgicas (Fig. 1.4). La mitofagia
ocurre en situaciones como la hipoxia, donde las mitocondrias se convierten en fuentes de ERO
intracelular por alteraciones en la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Durante la respuesta adaptativa
a la hipoxia la mitofagia elimina mitocondrias, a la vez que se estimula la produccién de energia por
medio de la glicélisis anaerdbica, pero si esta respuesta es insuficiente la propia red mitocondrial
puede iniciar el proceso de muerte regulada (apoptosis intrinseca o mitocondrial (Wu et al., 2015).
Un ejemplo ilustrativo son las células cardiacas en situaciones de isquemia. La hipoxia es uno de los
principales inductores de mitofagia mediada por BNIP3 (Ney, 2015). La mitofagia también participa
en varios procesos fisiolégicos como la eliminacidon de las mitocondrias paternas del évulo
fecundado, la hematopoyesis y la eritropoyesis. Su aumento conduce a reducciones en nimero y
tamafio de las mitocondrias, como ocurre en las células madre quiescentes. La mitofagia es
esencialmente una sucesién de transformaciones que culmina con la degradacion lisosémica. Es
entonces importante interpretarla como un flujo de mitocondrias en proceso de eliminacidn (flujo
mitofagico), que esta regulado en cada etapa por una gran variedad de mecanismos moleculares,
desde la identificacién de las mitocondrias a eliminar, hasta su remocidn definitiva. La identificacion
inicial estd relacionada con la dinamica mitocondrial, ya que las mitocondrias dafiadas presentan

bajo potencial y no pueden volver a fusionarse (Fig. 1.4).

1.4.1 La mitofagia como parte de un sistema de control de calidad mitocondrial

Las mitocondrias pasan por ciclos constantes de fusién y fision en las que intervienen GTPasas de la
superfamilia de las dinaminas (Labbe et al., 2014). La fusidon esta mediada por las GTPasas
mitofusinas (Mfn) 1 y 2 ubicadas en la membrana externa mitocondrial (MEM) y otra dinamina
denominada OPA1 en la membrana interna mitocondrial. La fision estd mediada por Drpl, una
proteina citosdlica que se localiza en la superficie mitocondrial durante la fision. Las Mfnly 2
ubiquitinizadas pueden eliminarse via proteasoma, bloqueandose asi la fusién y dando lugar a la
fision. La fision genera mitocondrias mas pequefias que, si son disfuncionales no pueden volver a
fusionarse entre si. Estas mitocondrias fragmentadas se incorporan facilmente a los autofagosomas
por su pequeno tamano (Hamasaki et al., 2013). La fisién mitocondrial es indispensable para la
mitofagia pero no suficiente, ya que ademas se deben activar mecanismos moleculares que
detecten la falla mitocondrial e inicien la formacién del mitofagosoma. Estos mecanismos incluyen
el reclutamiento de proteinas como Pink1 y Parkin, que inician modificaciones moleculares sobre la

MEM, para posteriormente permitir la interaccién con complejos moleculares que comienzan el
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ensamblado del mitofagosoma (Matsuda et al., 2010). La falla mitocondrial puede originarse por
multiples causas, como mutaciones de proteinas mitocondriales o agentes con toxicidad directa
sobre la mitocondria (arsénico, hierro y otros metales de transicion, BH3-miméticos y otras drogas
citotodxicas, pesticidas como la rotenona e inhibidores de la OXPHOS en general). Todas estas causas
inducen aumento de ERO mitocondrial, con dafio de los complejos respiratorios de la membrana
interna y finalmente el colapso del potencial de membrana mitocondrial. Pinkl (kinasa de
serina/treonina) se estabiliza en la MEM y recluta a Parkin, una E3 ligasa que ubiquitiniza decenas
de proteinas de la MEM, incluyendo Mfnl y Mfn2, y asi bloquea la capacidad de fusién de las
mitocondrias dafiadas (Matsuda et al., 2010). La ubiquitinizacién de proteinas de la MEM permite
que la proteina p62/SQSTM1 pueda unirse a los residuos de ubiquitina y actuar como puente con
LC3, una de las principales moléculas de la membrana de los autofagosomas. Parkin también puede
inducir mitofagia a través de la interaccién con Ambral. En estadios tempranos de la enfermedad
de Parkinson se han identificado mutaciones en los genes Pink1 y Parkin. El complejo Parkin-p62-
LC3 no es la Unica forma de ensamblado de mitofagosomas, sino que otras moléculas como BNIP3
y Nix también se trasladan a la MEM y funcionan de puente al interactuar directamente con LC3.
Por esta razéon BNIP3 y Nix se denominan ademas receptores mitofagicos (Hanna et al., 2012).
Paraddjicamente, BNIP3 también es una proteina proapoptética del tipo “BH3-only” de la familia

bcl2 (Gustafsson, 2011).

1.4.2 Labiogénesis de nuevas mitocondrias completa el “turnover” mitocondrial

Existe un sistema de comunicacién reciproca entre el nicleo y las mitocondrias. El flujo mitofagico
produce una reduccidn de la masa mitocondrial junto a sefiales regulatorias de transcripcién nuclear
para el ensamblado de nuevas mitocondrias (biogénesis mitocondrial) (Jazwinski, 2013). PGC-1a es
el principal factor de transcripcién nuclear y regulador maestro de la biogénesis, controlando la
expresion de numerosas proteinas mitocondriales (Xu et al., 2014). Asi no sélo se eliminan las
mitocondrias falladas, sino que se mantiene una masa mitocondrial acorde con la demanda
energética de la célula. La coexistencia de mitofagia y biogénesis determina la tasa de recambio
mitocondrial y es un efectivo sistema homeostatico de control de calidad. La biogénesis y la etapa
final de la mitofagia ocurren en la zona perinuclear de la célula, localizacién relacionada con la
regulacién reciproca nucleo-mitocondria. Desde alli las nuevas mitocondrias son transportadas a los
puntos de mayor demanda energética por la red de microtibulos. Mientras que en los linfocitos

normales, la distribucion mitocondrial es periférica (debido a la demanda energética de los
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reordenamientos del citoesqueleto). en ciertos linfomas la red mitocondrial se acumula

anormalmente alrededor del ntcleo.
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/

Mitofagia 1
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% 40
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Figura 1.2 Mitofagia y su interaccidn con la dinamica y biogénesis mitocondrial. La fisién es el primer
paso de un sistema de control de calidad mitocondrial. El reticulo endoplasmico (RE) marca los sitios donde

se ensamblan los complejos moleculares que dividen a las mitocondrias. El dafio mitocondrial se refleja en
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una caida del potencial de membrana. Las unidades con bajo potencial se muestran en rojo. Dependiendo de
la extension del dafio, el balance puede inclinarse hacia la mitofagia y eliminacion de las mitocondrias dafiadas
(izquierda) facilitando la sobrevida celular, o hacia la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial
(MEM) con liberacién de citocromo c (Cyt c) e inicio de la apoptosis intrinseca o mitocondrial (derecha). En el
caso de la mitofagia la caida de potencial estabiliza Pink1 (Pi) y recluta Parkin (Pk) a la mitocondria. Parkin a
su vez ubiquitiniza (U) masivamente las proteinas de la MEM, permitiendo que p62 establezca un puente con
LC3 y se inicie la formacion de la vesicula de doble membrana o mitofagosoma (M). EI mitofagosoma
finalmente se une a los lisosomas (L), para completar la degradacion en un medio acido, formando un
mitofago-lisosoma (ML). Por el contrario, las mitocondrias con potencial de membrana normal pueden volver
a fusionarse. La biogénesis mitocondrial compensa la eliminacidén por mitofagia creando nuevas unidades

respiratorias (B) en un proceso coordinado entre nucleo y mitocondria (“turnover” mitocondrial).

1.5 La respuesta antioxidante en la homeostasis y supervivencia
celular

La oxidacion enzimatica de moléculas y la utilizacién de oxigeno en la fosforilacién oxidativa generan
ERO. Estas moléculas son sumamente reactivas y pueden oxidar a su vez a componentes celulares
afectando asi su funcidn, por esta razén las defensas que mantienen este dafo contenido son de
suma importancia para la célula. Estas defensas pueden clasificarse en no enzimaticas y enzimaticas.
Las primeras se caracterizan por poseer diversas funciones principales. En primer lugar reaccionan
con los radicales libres y los inactivan, como por ejemplo radicales lipoperoxil. En segundo lugar
tienen la capacidad de alejar los radicales de los sitios mas sensibles, llevandolos a sitios donde el
dafio sea menor, como por ejemplo desde la membrana al citosol (Sies, 1997). Entre los
antioxidantes no enzimdticos mds importantes se encuentran: el acido ascérbico, el a tocoferol y el
glutatidn. El acido ascorbico, conocido como vitamina C, puede reprimir radicales libres, pero por
ser hidrosoluble lo hace en el plasma, liquido intersticial y fase acuosa de la célula. El a tocoferol, o
vitamina E, actia como un antioxidante de la membrana plasmatica, y es capaz de detener las
reacciones en cadena de los radicales libres. Esto es asi ya que el tocoferol al atrapar un radical libre
se convierte en radical tocoferoxil, el cual es muy poco reactivo. Por ultimo se encuentra el glutation
(GSH) que debe su capacidad antioxidante al grupo tiol de su residuo cisteina. El grupo tiol facilita
la alta capacidad antioxidativa del glutatidn, tanto en condiciones fisioldgicas como en condiciones
de toxicidad xenobidtica (Meister et al., 1983). El glutation ademas ayuda en la regeneracion de
otros antioxidantes, por ejemplo la vitamina E y el acido ascdrbico (Valko et al., 2007). Por otro lado,
es un co-factor de la enzima glutatién peroxidasa y también estd involucrado en la formacion de

aductos, ya sea por accion propia o por la de la enzima glutatidn S-transferasa. La dupla GSH/GSSG
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(glutation disulfuro, la forma oxidada de GSH) es el sistema redox mas abundante en las células
eucariotas (Meister et al., 1983) y cumple un rol fundamental en la homeostasis celular (Valko et
al., 2007) participando en procesos de sefalizacidn relacionadas a la induccion de apoptosis (Circu
et al., 2008; Filomeni et al., 2002). La sintesis de GSH requiere dos enzimas ATP dependientes. La
etapa limitante de velocidad es catalizada por la glutamato-cisteina ligasa, la cual convierte Glu y
Cys en y-GluCys, la cual es convertida en GSH por la glutation sintetasa (Blair, 2006; Townsend et

al., 2008).

Dentro de los antioxidantes enzimaticos podemos destacar a la superdxido dismutasa, la catalasa y
la glutatidon peroxidasa. Aunque también cabe resaltar la tarea de reposicién de GSH, donde la
molécula GSSG es reducida por la enzima glutation reductasa, y la de transporte y eliminacién de

compuestos reactivos por parte de la glutatidon S-transferasa (Packer et al., 2007; Sies, 1997).

La glutation peroxidasa (GPx) pertenece a una familia de proteinas que poseen la capacidad de
reducir hidroperdxidos a partir de tioles. La catalisis es mediada por un sitio activo que posee
selenocisteina o cisteina. La primera en ser descubierta fue la Gpx1, la cual cataliza la reduccion de
H,0, e hidroperdxidos organicos utilizando glutation. Esta se localiza en el citosol y en la matriz
mitocondrial. Al regular la cantidad de perdxido, la glutation peroxidasa puede modular respuestas

inflamatorias y mecanismos de muerte celular (Battin et al., 2009).

1.6 El estudio de las combinaciones de farmacos citotoxicos

1.6.1 El método del efecto medio y el indice de combinacion (Cl)

La complejidad del resultado de la interaccion del TOA con otras drogas en cuanto a su efecto
citotdxico, hace necesario el uso de métodos como el del indice de combinacién de Chou-Talalay.
Este método permite analizar el efecto de multiples drogas combinadas, obteniendo un indicador
que establece si existe sinergismo, aditividad o antagonismo, para cada nivel de efecto citotdxico
(Chou, 2010; Chou et al., 1984; Peng et al., 2010). El analisis parte de la evaluacion de la funcion
dosis vs efecto citotéxico de los farmacos individuales. Luego se evalua la funcidn dosis vs efecto
citotéxico usando una combinacién de los farmacos en estudio. Esto permite tener una primera
aproximacion sobre la potencia citotdxica de ambas drogas en forma individual y aquella que resulta
al combinarlas. La medida mas importante de la potencia citotdxica, es la dosis citotéxica que
produce la muerte en el 50% de las células (CE50). Para obtenerla se utiliza un procedimiento de

regresion sobre datos experimentales, en el que se deben utilizar concentraciones crecientes en el
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rango que producen efectos citotdxicos crecientes, hasta alcanzar valores cercanos al 100%. Este
procedimiento se conoce como analisis 0 método de efecto medio. De manera ideal la funcidn dosis
vs efecto citotdxico debe construirse en base a la identificacion de muerte en células individuales.
Esto permite el uso de modelos probabilisticos (modelos cuanticos) en los que nada se asume acerca
de los principios fisicoquimicos de la interaccion droga-receptor (modelos deterministicos).
Simplemente se debe evaluar la ocurrencia o0 no de muerte en cada célula analizada. En la
combinacion de dos farmacos citotdxicos a y b, uno tendra menor potencia que otro, por lo cual,
por ejemplo, CE50a sera menor que CE50b, si a es el fdirmaco mas potente. Al combinarlos la
potencia de a+b sera intermedia entre CE50a y CE50b. Si la potencia CE50a+b es exactamente
intermedia, se dice que el efecto es aditivo y esto Indica que el farmaco b es como una forma diluida
del farmaco a en cuanto al efecto citotéxico. Si la potencia citotdxica de la combinacidn decrece y
la CE50a+b se acerca a la potencia CE50b, se dice que la interaccidn es antagdnica. En ese caso
podemos suponer que se ha afectado el mecanismo inductor de muerte celular de los farmacos
combinados, y/o las células han logrado mejorar su respuesta de supervivencia, frente a la noxa que
representa el tratamiento citotéxico. En cambio, cuando la potencia de la combinacién aumenta, y
CE50a+b se acerca a la CE50a, se dice que ocurre sinergismo. Significa en este caso que ha mejorado
la efectividad de los mecanismos citotdxicos de los farmacos combinados, y/o se han deteriorado
las respuestas protectoras de las células. El indice de combinacidon hace una comparacién de la
potencia citotéxica de cada farmaco, cuando se aplica en forma individual y cuando se aplica
combinado. Establece asi una relacién entre la potencia de cada farmaco cuando actua sdlo y la
potencia cuando se encuentra combinado. Cuando el Cl > 1 indica que la potencia relativa en la
combinacion decrece, mientras que cuando el Cl <1 indica que la potencia relativa citotéxica
aumenta. Por ultimo, cuando el Cl=1, nos indica que la potencia de los farmacos cuando estan
combinados, es similar en términos relativos, a la potencia que tienen cuando se los usa de manera
individual. Lo interesante del Cl es que nos brinda esta informacidn no solamente para el nivel de
efecto 50%, sino para todo el rango de efectos. De esta manera brinda una importante informacién
acerca del comportamiento biolégico de las células, frente a las combinaciones de los farmacos
citotéxicos. En el Anexo | se hace una descripcidn detallada del método y se da un fundamento para

su aplicacidn e interpretacion.

Asi como el conocimiento de los mecanismos puede sugerir el tipo de interaccién farmacolégica

mas probable, el analisis de interacciones puede de manera reciproca orientar el estudio de los
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mecanismos moleculares que determinan la sensibilidad y la resistencia a un determinado

tratamiento (Cavaliere et al., 2014; Lombardo et al., 2012a; Lombardo et al., 2012b).

1.6.2 ¢Como medir la influencia de las respuestas de stress en la muerte
regulada? La CE50 como indicador del punto de equilibrio “Noxa vs
respuesta celular de stress”

Claramente la intensidad de la noxa y la intensidad de las respuesta celulares de stress tienen un
punto de equilibrio. En términos de farmacos citotéxicos, este punto de equilibrio se corresponde
con la dosis citotoxica 50% (CE50). Es decir, la dosis en la cual los mecanismos de sobrevida dominan
en el 50% de las células, y los mecanismos iniciadores de la muerte celular dominan en el 50%
restante (Chou, 2010). Esto ilustra que cuanto mayor sea la dosis CE50 del farmaco citotdxico, mayor
es la intensidad de las respuestas celulares de stress, capaces de oponerse al inicio de la muerte
regulada (Fig. 1.3B). Esto es particularmente Util en estudios con fdrmacos que tienen como blanco
respuestas de stress especificas, como el sistema ubiquitina-proteasoma, la mitofagia y la autofagia.
En particular cuando se los combina con fdrmacos iniciadores de muerte celular, como por ejemplo
los inductores de la llamada apoptosis intrinseca o mitocondrial. De esta forma es posible medir la
competencia entre los mecanismos iniciadores de muerte celular y las respuestas de stress que se
oponen (Fig. 1.3B). Es decir, aplicando un viejo dogma de la Toxicologia a la muerte celular regulada,
podemos afirmar que: “todo farmaco es citotdxico; sélo depende de la dosis”. La CE50 es la minima
dosis capaz de iniciar la muerte regulada venciendo a las respuestas de stress en el 50% de las células

(Fig. 1.3B).

1.6.3 Adiccion de las células neoplasicas a las respuestas de stress celular, CE50
y selectividad farmacolégica

Las células neopldsicas desarrollan verdaderas adicciones a ciertas respuestas de stress. Esto las
hace vulnerables a la inhibicidn de estas respuestas. Un caso ilustrativo son las células de mieloma
multiple, las cuales tienen exacerbada la degradacién asociada a reticulo endoplasmico (ERAD) y por
esta razon son vulnerables a la inhibicién del sistema ubiquitina-proteasoma (Nikesitch et al., 2016).
Esto se traduce en una baja CE50 para los inhibidores de proteasoma (Bortezomib, Carfilzomib,
MG132), siendo la causa de la selectividad de estos farmacos sobre las células de mieloma.
Generalizando, una baja CE50 para Bortezomib es indicador de adiccidn a ERAD. Del mismo modo

el valor de la CE50 de drogas inhibidoras de mitofagia o autofagia como la vincristina (VCR) pueden
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demostrar el grado de influencia de esas respuestas de stress en la muerte regulada (Senft et al.,

2015).
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Objetivos

Objetivos generales

El objetivo de este trabajo fue estudiar los cambios que ocurren en la potencia citotdxica del triéxido
de arsénico (TOA), un farmaco utilizado como monoterapia en el tratamiento de la leucemia
promielocitica aguda, al combinarse con el inhibidor de proteasoma MG132, en dos modelos de
neoplasias hematoldgicas humanas, la linea celular U937 (leucemia promonocitica) y Raji (linfoma
de Burkitt). En este trabajo proponemos evaluar ademas los mecanismos por los cuales se producen
dichos cambios de potencia al combinar las dos drogas, incluyendo el rol de la expresién proteina
BNIP3, la produccion de anidn superéxido, las defensas antioxidantes, la autofagia y el dafo
mitocondrial. De esta manera este trabajo propone evaluar en qué medida los cambios en estas
variables pueden ayudar a lograr una mayor efectividad terapéutica, junto a una reduccion de la
dosis utilizada de cada compuesto, y contribuir asi a disminuir la frecuencia y gravedad de los

potenciales efectos adversos.
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Objetivos especificos

1- Desarrollar un método de alto rendimiento para la evaluacidon masiva de muerte celular aplicable
a la evaluacidn de potencia citotéxica de drogas utilizadas en forma individual y combinada (modelo

probabilistico para la determinacidn de interaccidn)

2- Evaluar la potencia de TOA y el inhibidor de proteasoma MG132 como drogas individuales en la

linea celular Raji (linfoma de Burkitt) y U937 (leucemia promonocitica)

3- Evaluar el efecto combinado de TOA y MG132 en células U937 y Raji e indagar sobre los factores

que influyen sobre la potencia relativa de las drogas combinadas incluyendo los siguientes:

e  Produccioén de anién superdxido
e Produccién de GSH

e Dafio mitocondrial

e Expresién y modulacion de BNIP3
e Induccién de autofagia general

e Induccidn de autofagia selectiva de mitocondrias

4- Evaluar si es posible modificar la potencia relativa de las drogas combinadas por medio de la
modulacién de los factores identificados como influyentes en la interaccion, para de esa manera

sensibilizar a las lineas celulares a los efectos del TOA y el MG132

5- Evaluar en qué medida la evaluacion es aplicable a células de pacientes con neoplasias

hematoldgicas, a fin de lograr sensibilizar a las células neoplasicas a los efectos del TOA y MG132
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2 Materiales y Métodos

2.1 Cultivos celulares

Las lineas celulares de origen humano, U937 (leucemia promonocitica (ECACC)) y Raji (linfoma de
Burkitt (ATCC)) fueron cultivadas en suspensién en estufa con atmdsfera humidificada y con 5% CO,
a 37°C. Se utilizé medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), L-
Glutamina 2mM, Penicilina 100mg/ml y Estreptomicina 150 mg/ml. Para su mantencion, las células
de ambas lineas fueron repicadas al medio cada 2 o 3 dias de manera de mantener una densidad de
0.5 a 1.5x10° células/ml. En todos los casos, los experimentos se llevaron a cabo con una viabilidad

superior al 95% al momento de la siembra (determinada por exclusién de azul tripan).

2.2 Obtencién y procesamiento de células de pacientes

Se obtuvieron muestras de sangre periférica por puncién venosa, con EDTA como anticoagulante,
previo consentimiento informando®. Las células sanguineas fueron sometidas a separacién por
gradiente de densidad utilizando Ficoll-Hypaque para obtener células mononucleares de sangre
periférica (CMSP). Las muestras fueron cultivadas con los tratamientos correspondientes en RPMI-
1640 con 10% de SFB en atmdsfera de 5% de CO; a 37 °C. La viabilidad celular luego de la obtencién

de las CMSP se evalud por tincién con azul tripan siendo en todos los casos superior al 95%.

2.3 Drogas y Reactivos

El TOA fue gentilmente provisto por Varifarma (Argentina), CAPE y MG-132 fueron obtenidos de
Calbiochem (San Diego, California, Estados Unidos), la VCR fue gentilmente provista por el
laboratorio farmacéutico Filaxis SA (Bs. As., Argentina), 5-azacitidina (Mielozitidina) fue gentilmente
provista por Laboratorio LKM (Argentina) y el acido valprdico (VPA) se obtuvo de Casasco
Pharmaceuticals (Argentina). El medio de cultivo utilizado, RPMI-1640, los antibioticos penicilina y

estreptomicina, las sondas fluoresceina diacetato (FDA), ioduro de propidio (IP), hidroetidina (HE),

! realizado por la Dra. Laura Kornblihtt, Servicio de Hematologia, Hospital de Clinicas, como parte del proyecto
UBA-CM11 “Estudio de proliferacion, apoptosis, expresion de BNIP3 y sensibilidad a los hipometilantes en
células hematopoyéticas de pacientes con sindromes mielodisplasicos: evaluacion del valor clinico
prondstico”
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5-clorometil-fluoresceina (5-CMF), tetrametil-hidrorodamina-etil-ester (TMRE), naranja de nonil-
acridina (NAO), Mito Tracker Red (MTKred) y DAPI, fueron adquiridos a Invitrogen (Bs. As.,

Argentina).

2.4 Tratamientos

Se prepararon soluciones frescas TOA 1mM y VPA 100mM antes de cada experimento. MG132 y
CAPE se resuspendieron en DMSO a una concentracion 5mM 350mM respectivamente, se
prepararon alicuotas y se almacenaron a -20°C hasta su uso. Para VCR se prepararon soluciones
stock 100uM en solucién fisiolégica que fueron almacenadas a -20°C por no mas de 30 dias. Al
momento de realizar los tratamientos individuales o combinados, se prepararon en condiciones de
esterilidad diluciones 2X de los tratamientos correspondientes en RPMI 1640 suplementado con
10% SFB. Las mismas se adicionaron luego a igual volumen de suspension celular en las placas de
cultivo correspondientes. Posteriormente se realizd la incubacién en estufa humidificada a 37°Cy

5% CO; por el tiempo requerido en cada ensayo.

2.5 Determinacion de muerte celular mediante citometria de flujo con
Fluoresceina diacetato (FDA) y loduro de Propidio (IP)

Las células U937 o Raji se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 5x10° células/mly
se incubaron por triplicado con un rango de 6 dosis de los tratamientos individuales o combinados
por 72hs a 37°Cy 5% de CO,. Como control de muerte basal se agregd RPMI 1640 con 10% SFB. Los
experimentos ser repitieron modificando los rangos e intervalos de concentraciones hasta
encontrar un disefio que permitiera cubrir el rango citotéxico completo. Una vez hallado el esquema
de tratamientos deseado se realizaron al menos tres experimentos independientes en cada caso.
Para identificar la células vivas y muertas se realizé una doble marcacién FDA/IP. Brevemente, luego
de los tratamientos las células se incubaron por 15 min con FDA 1uM vy se realizaron dos lavados
con PBS. Posteriormente se realizé la marcacidn con 1pg/ml de IP e inmediatamente se analizaron
las muestras por citometria de flujo adquiriendo 20.000 eventos por muestra. La fluorescencia
emitida por FDA y IP se colectd utilizando filtros bandpath de 535/15nm (verde) y 680/15 (rojo)
respectivamente (Lombardo et al., 2011). El analisis por cuadrantes para obtener los porcentajes de

muerte se llevé a cabo con el programa Flomax (Partec, Alemania).
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2.6 Inhibicion de la proliferacion celular por incorporacién de Timidina
tritiada [3H]-TdR
Las células (2.5x10°/ml) fueron sembradas a placas de 96 pocillos y se expusieron por triplicado a
las diferentes concentraciones de los tratamientos correspondientes (vf= 200uL/pocillo). Luego
fueron cultivadas por 72hs a 37°C en atmdsfera de 5% CO, y pulsadas con 1uCi de [*H]-TdR (DuPont,
Nen Products, Boston, MA, Estados Unidos) 18hs antes de finalizar la incubacion. Cumplidas las 72hs
de tratamiento, las células fueron cosechadas segun se describe en (Cerda Zolezzi et al., 2005). La
incorporacion de [3H]-T en cada pocillo se determind en un contador de centelleo liquido (Beckman,
MD, USA) expresada en cuentas por minuto (cpm). La inhibicidon de la proliferacidon para cada
tratamiento se calculé como fraccidn de efecto con valores entre 0 (ausencia de efecto inhibitorio)
y 1 (efecto inhibitorio maximo) utilizando la féormula: 1- [cpm tratamiento / cpm basal]. Los
experimentos ser repitieron modificando los rangos e intervalos de concentraciones hasta
encontrar un disefio que permitiera cubrir el rango de efecto inhibitorio completo. Una vez hallado
el esquema de tratamientos deseado se realizaron al menos tres experimentos independientes en

cada caso.

2.7 Calculo de ecuacion de efecto medio y andlisis de interaccién de
drogas

El procedimiento detallado de este anadlisis se describe de manera completa en el ANEXO | y ha sido
publicado en trabajos previos (Lombardo et al., 2012a; Lombardo et al., 2011; Lombardo et al.,
2013). Brevemente, para cada tratamiento individual o combinado se calculé a partir de los
porcentajes obtenidos mediante los ensayos de FDA-IP la fraccidon de células muertas o (fraccion
afectada, Fa) y la de células vivas (fraccion no afectada, Fn= (1-Fa)). Por regresidn logistica se
obtuvieron la pendiente y ordenada al origen de la ecuacién log(Fa/Fn) = m . log(D) — m . log(Dm),
en donde Dm es la dosis media y D es la variable independiente. Modificando en forma algebraica

esta féormula se obtiene la siguiente ecuacion:

D=Dm (Fa/(1-Fa))¥™

A partir de esta férmula, se pudo estimar la dosis D necesaria para inducir citotoxicidad en una

determinada fraccion Fa.

Para cada nivel de efecto i se calcularon los valores de indice de combinacién CI(i) segun la siguiente

ecuacion:
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Cl (i) = Dac(i) /Das(i) +Dbc(i) /Dbs(i) + a Dac(i) . Dbc(i) / Das(i) . Dbs(/)

Donde Dac(i) y Dbc(i) son las dosis de las drogas a y b (respectivamente) requeridas para que la

combinacion a+b genere un nivel de efecto i.

Das(i) y Dbs(i) corresponden a las dosis de las drogas ay b requeridas para generar un nivel de efecto
i al ser usadas como tratamiento individual. Al usar relaciones molares fijas de las drogas ay b en
los ensayos combinados se asume una interaccién mutuamente no excluyente en donde a=1. La

férmula final entonces corresponde a:

Cl (i) = Dac(i) /Das(i) +Dac(i) . R /Dbs(i) + Dac(i) . R . Dac(i) / Das(i) Dbs(i)

Donde R es la relacidon molar entre las drogas del ensayo combinado.

Los calculos se realizaron utilizado el programa Calcusyn (Biosoft, Reino Unido) el cual utiliza las
formulas descritas mas arriba. En paralelo, se utilizaron planillas de calculo Excel para corroborar los
resultados obtenidos, realizar el analisis de regresion y la generacion de los gréficos

correspondientes.

2.8 Determinacién de la produccion de O?- por citometria de flujo

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos (5x10° células/pocillo) y se las expuso a los
tratamientos correspondientes durante 6 y 24hs. Cumplida la incubacién se lavaron con PBS y se
incubaron durante 20min con hidroetidina (HE, Aex=510 nm; Aem=590 nm) 2uM a 37°C. Esta
molécula, es capaz de ser oxidada a etidio por el O, presente en la célula aumentando asi su
fluorescencia (Carter et al., 1994; Chen et al., 2009). Posteriormente las células se lavaron y se
analizaron en un citémetro de flujo PAS Il (Partec, Gorlitz, Alemania) adquiriéndose 20.000 eventos
por tubo. Como control positivo se utilizd el tratamiento con carbonil-cianuro-m-clorofenil-
hidrazona (CCCP) 0,3uM (Sigma-Aldrich) 15 min antes del agregado de HE, esta sustancia actUa
como desacoplante de la fosforilacién oxidativa (Lombardo et al., 2011; Lombardo et al., 2013). La
fluorescencia basal de las células sin tratar fue utilizada como referencia para comparar cambios en
la produccion de O, inducidos por los tratamientos individuales y combinados (lzeradjene et al.,
2005). El analisis de los resultados obtenidos se realizé utilizando el programa WinMDI 2.9 (Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, Estados Unidos) utilizando la region de los graficos FSC vs SSC

correspondiente a células viables. Ademas, los datos obtenidos originalmente se exportaron al
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programa Graph Pad Prism 4.0 (GraphPad, San Diego, Estados Unidos) para la generacion de

diagramas de tipo Box-Whisker y posterior analisis estadistico.

2.9 Determinacion del contenido de Glutation reducido (GSH) por
citometria de flujo.

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos (5x10° células/pocillo) y se las expuso a los
tratamientos correspondientes durante 6 y 24hs. Cumplida la incubacidn se lavaron dos veces con
PBSy se incubaron durante 20min con 5-CMF 300nM (Aex=492 nm; Aem=517 nm) a 37°C (Lombardo
et al., 2011; Lombardo et al., 2013). Esta sonda, al ingresar a la célula forma aductos fluorescentes
por union covalente a tioles no proteicos, de los cuales mds del 95% corresponde a aductos 5-CMF-
GSH (Hedley et al., 1994; Markovic et al., 2007; Sarkar et al., 2009). Posteriormente las células se
lavaron y se incubaron con 1ug/ml de IP por 5min para identificar las células no viables y finalmente
se analizaron por citometria de flujo adquiriéndose 20.000 eventos por tubo. Como control positivo
se utilizo el tratamiento con H,0,0,5mM. La fluorescencia basal de las células sin tratar fue utilizada
como referencia para comparar cambios en los niveles de GSH inducidos por los tratamientos
individuales y combinados. El andlisis de los resultados obtenidos se llevd a cabo de la misma

manera que se describe para los ensayos con HE.

2.9.1 Determinacion del estado del PMM por citometria de flujo

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos (5x10° células/pocillo) y se las expuso a los
tratamientos correspondientes durante 24hs. Cumplida la incubacion se marcaron durante 20 min
con Tetrametil-rodamina-etil-ester (TMRE) 100nM (Aex=540 nm; Aem=595 nm) a 37°C. Esta sonda
potenciométrica consiste en un colorante catidnico, liposoluble, que tiene la propiedad de
acumularse preferentemente en la mitocondria cuando el PMM se encuentra inalterado emitiendo
asi fluorescencia rojo-naranja (Lombardo et al., 2013). Una disrupcién en el PMM hace que la sonda
difunda al espacio extracelular con la consecuente disminucién de la fluorescencia dentro de la
célula. Luego de la incubacidn, las células se lavaron una vez con PBSy se incubaron con DAPI 1ug/ml
por 5min para identificar las células no viables (Cavaliere et al., 2014; Cavaliere et al., 2010).
Finalmente se analizaron por citometria de flujo adquiriéndose 20.000 eventos por tubo. Como
control positivo se utilizé el tratamiento con CCCP 0,3uM durante 10 min previos al agregado de

TMRE. La fluorescencia basal de las células sin tratar fue utilizada como referencia para comparar
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cambios en el PMM inducidos por los tratamientos individuales y combinados. El andlisis de los

resultados obtenidos se llevé a cabo de la misma manera que se describe para los ensayos con HE.

2.10 Deteccién de cambios en la masa mitocondrial (MM) por
citometria de flujo

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos (5x10° células/pocillo) y se las expuso a los
tratamientos correspondientes durante 24hs. Cumplida la incubacién se marcaron durante 30 min
con naranja de nonil-acridina (NAO, (Aex=495 nm; Aem=519 nm) 50nM a 37°C (Cavaliere et al.,
2014). Esta molécula fluorescente se une a cardiolipina marcando las mitocondrias de manera
especifica e independientemente del estado del PMM (Li et al., 2015). Luego de la incubacion, las
células se lavaron una vez con PBS y se incubaron con IP 1ug/ml por 5min para identificar las células
no viables y finalmente se analizaron por citometria de flujo adquiriéndose 20.000 eventos por tubo.
La fluorescencia basal de las células sin tratar fue utilizada como referencia para comparar cambios
en la MM inducidos por los tratamientos individuales y combinados. El analisis de los resultados

obtenidos se llevd a cabo de la misma manera que se describe para los ensayos con HE.

2.11 Determinacién simultanea del contenido de autofagosomas y
muerte celular mediante citometria de flujo

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 5x10° células/ml y se incubaron
por triplicado con los tratamientos individuales o combinados por 24h o 72hs segun el caso a 37°C
y 5% de CO.. Para la determinacién simultdnea de contenido de autofagosomas y muerte celular se
realizé una triple marcacién FDA/IP/MDC. Brevemente, luego de los tratamientos las células se
incubaron por 15 min con FDA 1uM y 10 min con MDC 50uM (ver también seccién 2.17), luego de
la incubacion se realizaron dos lavados con PBS. Posteriormente se realizé la marcacién con 1ug/ml
de IP e inmediatamente se analizaron las muestras por citometria de flujo adquiriendo 20.000
eventos por muestra. Como lineas de iluminacion se utilizaron el laser de Argén 488 de 20W para la
excitacion de FDA y IP, y una ldmpara UV de 365nm (100W) para la excitacion de MDC. La
fluorescencia emitida por MDC, FDA y IP se colecto utilizando filtros bandpath de 480/15nm (azul),
535/15nm (verde) y 680/15 (rojo) respectivamente. El analisis por cuadrantes se llevé a cabo con el

programa Flomax (Partec, Alemania).
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2.12 Deteccion de ARNm de BNIP3 mediante RT-PCR

El ARNm total de las muestras tratadas y en condicidon basal (5x10° células) se extrajo utilizando
TRIZOL (Invitrogen, Argentina) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
Posteriormente se llevd a cabo la retro-transcripcién segin se describe en (Cavaliere et al., 2014).
Los ADNc asi obtenidos se almacenaron a -70°C hasta su uso. Los controles negativos de la
transcripcidn reversa fueron: a) Muestra de ARN total sometida a RT en ausencia de enzima para
excluir la contaminacion con ADN gendmico; b) RT sin el agregado de muestras de ARN para el
control de contaminaciones durante el experimento. Los controles positivos se basaron en la

inclusion de muestras de ARN positivas conocidas.

Posteriormente, los ADNc se amplificaron usando los correspondientes cebadores/iniciadores para
BNIP3 (sentido: 5’-CCACCTCGCTCGCAGACACCAC-3’ y anti-sentido
5'GAGAGCAGCAGAGATGGAAGGAAAAC-3’) (Murai et al., 2005a). Se amplificé un fragmento de
317pb mediante el siguiente perfil térmico de 35 ciclos totales: desnaturalizacion 1min a 94°C,
extensién a 72°C, annealing a 66°C (3 ciclos), 64°C (4 ciclos), 62°C (5 ciclos), 60°C (23 ciclos). Para
evaluar la expresion relativa del gen de BNIP3, también se amplificé el gen de B-actina utilizando los
iniciadores sentido 5-ATGGATGACGATATCGCT-3" and anti-sentido 5'-ATGAGGTAGTCTGTCAGGT-3’
(tamanio del producto: 570pb) en un esquema de 25 ciclos (60s a 94°C, 60s a 52°C y 60s at 72°C)
seguidos por una extension de 10min a 72°C. Para asegurar que la amplificacidn ocurra dentro del
rango exponencial y sin alcanzar el plateau que indica saturacion se realizaron diluciones seriadas
de cada ADNc. EI ADN amplificado de cada PCR fue sometido a electroforesis en gel de agarosa (2,5%
para BNIP3 y 1,5% para -actina) en presencia de GelRed TM (Biotium-Hayward, Estados Unidos).
Junto con las muestras se corrié un marcador de peso molecular (Promega Corporation, Madison,
WI, Estados Unidos). Los geles fueron visualizados a través de un trans-iluminador UV (Cole Palmer
Instrumental). Las imagenes de los geles se obtuvieron utilizando una camara digital (Olympus,
Camedia, D-150) y se sometieron a analisis densitométrico con el programa Image Scion. (Scion
Corporation, Frederick, USA) La abundancia relativa BNIP3 se calculd relacionando los valores

densitométricos obtenidos para los productos de BNIP3 con los de B-actina.
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2.13 Deteccidn de proteinas por Western Blot

2.13.1 Preparacion de extractos proteicos

Luego de la exposicidn a los tratamientos correspondientes, se realizd un lavado con PBS y se
incubaron 2x107 células de cada muestra con 400 pL de solucidn hipotdnica de lisis (Tris 20mM pH
8.0, NaCl 150mM, NaF 100mM, Glicerol 10%, Nonidet P-40 1%, PMSF 1mM, Leupeptina 40ug/mly
Aprotinina 20ug/ml) por 30 min a 4°C. Posteriormente se realizé una centrifugacién a 12.000rpm
durante 30 minutos luego de la cual se guardaron los sobrenadantes a -70°C hasta su uso (Cavaliere

etal., 2014).

2.13.2 Preparacién de muestras, electroforesis y transferencia

La concentracion total de proteinas se obtuvo mediante el método de Bradford y se procedid a
preparar las muestras para la siembra en el gel. Para esto se colocé igual cantidad de proteina en
cada caso (50ug para LC3, B-actina y 60ug para BNIP3) en buffer muestra (SDS 2%, Glicerol 10%, Tris
25mM pH 6.8, Urea 4M, 2-mercaptoetanol 1%) en relacion de volimenes 5:1 y se incubaron 5 min
a 100°C. Posteriormente se sembraron las muestras en geles discontinuos de poliacrilamida (10% B-
actina, 12% BNIP3 y 15% LC3) y se realizd la separacion electroforética en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Cavaliere et al., 2014). La corrida electroforética de las muestras se
realizd a 100V - 60mA durante 20 minutos hasta que se logré el apilamiento total y luego se
corrieron por 1 hora mas a 180V hasta comprobar la caida del frente de corrida. Luego de la
separacion, las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF (GE Healthcare, Argentina)
a 150mA durante 1h. La membrana conteniendo las proteinas ya transferidas se bloqued con una

solucién de PBS-leche descremada (Molico) 3% y Glicina 2% durante toda la noche a 4°C.

2.13.3 Revelado de proteinas especificas

Luego del bloqueo, se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS-Tween20 0,05% y se incubd con
la dilucién correspondiente de anticuerpo primario, BNIP3 1:400 (Abcam, Cambridge, Reino Unido),
LC3 1:800 (Cell Signaling Technologies, Estados Unidos) o B-actina 1:700 (Santa Cruz Biotechnology,
CA, Estados Unidos) durante toda la noche a 4°C. Luego de la incubacidn se realizé un lavado de 10
minutos y tres de 5 minutos con PBS-Tween20 0,05% para seguidamente incubar la membrana con
un conjugado policlonal anti conejo marcado con peroxidasa (HRP) 1:8000 (Santa Cruz
Biotechnology, CA), anti cabra marcado con HRP 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology, CA) o bien anti-
ratén marcado con HRP 1:8000 durante 1,5hs a 37°C (Cavaliere et al., 2014). Luego de los lavados
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correspondientes se realizé lainmunodeteccidn por quimioluminiscencia utilizando un kit comercial
(Santa Cruz Biotechnology, CA, Estados Unidos) segun el procedimiento indicado por el fabricante.
Las bandas obtenidas fueron fotografiadas y el andlisis densitométrico de las mismas se realizd

utilizando el software Image Scion (Scion Corporation, Frederick, Estados Unidos).

2.14 Microscopia de Fluorescencia

Con el fin de identificar los eventos moleculares y subcelulares responsables de la resistencia
guimioterapica se desarrollaron diferentes estrategias experimentales de analisis mediante técnicas
de microscopia de fluorescencia. En todos los casos los preparados se observaron en un microscopio
de fluorescencia Olympus BX-51 equipado con una lampara de mercurio de 100W, una lampara
haldgena para luz transmitida, objetivos de Fluorita U-plan y tres cubos de filtro de fluorescencia
(U-MWU2, U-MWB2 y U-MWG2 para excitacion con luz UV, azul y verde respectivamente). Todas
las imagenes fueron obtenidas con una camara digital Olympus de Q-Color 3 y el programa Image-
Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Estados Unidos). El procesamiento de imagenes se realizd también
con Image-Pro Plus 6.0. La fluorescencia de DAPI y MDC se evalué a longitud de onda de excitacién
de 330-385 nm (filtro de U-MWU?2). La fluorescencia FITC se evalud a longitud de onda de excitacién
de 450-480 nm (filtro de U-MWB?2). La fluorescencia de Mitro Tracker Red (MTKred) y RFP-LC3 fue
evaluada en longitud de onda de excitacidon de 510-550 nm (filtro de U-MWG2).

2.15 Deteccidn de la expresion de BNIP3 por Inmunofluorescencia

Las células en condicién basal o tratadas segun el caso, fueron fijadas en formaldehido al 4% en PBS
por 30 min a 4°C. Para realizar el quenching de la autofluorescencia las células fueron lavadas luego
de la fijacidn y resuspendidas en una solucion PBS-Cloruro de amonio 25mM. Se realizé un nuevo
lavado y se montaron las muestras en portaobjetos dejandolas secar a TA. Luego se realizd la
permeabilizacién con metanol a -20°C por 10 min, un lavado con PBS y se las incubd por 1h a 3°C
con solucién de bloqueo (suero normal de conejo 2%, sero-albumina bovina (BSA) 1%, TritonX-100
0,3% en PBS). Luego del paso de bloqueo, los preparados fueron lavados e incubados toda la noche
a 4°C con un anticuerpo murino anti-BNIP3 (Abcam, Cambridge, Reino Unido) en una dilucién 1/200
en buffer anticuerpo (2% BSA en PBS). Luego se lavaron los preparados y se incubaron con un
anticuerpo secundario de conejo anti-lgG de ratdn conjugado con FITC (Sigma, MO, Estados Unidos)
por 1h a TA. Finalmente se realizé un ultimo lavado y se marcaron las muestras con DAPI 1ug/ml

antes de la observacion al microscopio. Se tomaron al menos 50 imdagenes de distintos campos de
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cada preparado a un aumento de 1000X utilizando el mismo tiempo de exposicidon para todas las

muestras.

2.16 Estudio de la distribucién mitocondrial y cdlculo del area
mitocondrial relativa (AMR)

Las células en condicién basal o tratadas segun el caso se marcaron con Mito Tracker Red CMXRos
(MTKred) 50nM (Aex=579nm; Aem=599nm) durante 20 min a 37°C en PBS. Esta molécula es oxidada
una vez que ingresa a la célula aumentando asi su fluorescencia y se acumula de manera especifica
en las mitocondrias siendo retenida incluso luego de la fijacion con aldehidos. Luego de la
incubacién con la sonda, se realizé un lavado con PBS y se procedié al montaje en portaobjetos para
la posterior observacién por microscopia de fluorescencia. Se obtuvieron al menos 60 imagenes de
fluorescencia roja y contraste de fase del mismo campo para cada preparado a una magnificacion
de 1000X. Para calcular el AMR, el contorno de las imagenes de fluorescencia roja de cada célula se
roded con una linea utilizando la herramienta de segmentacidon automadtica del programa Image-
Pro Plus 6.0. Se controlé por observacion directa que el demarcado fuera el correcto para cada célula
analizada. El area total de cada célula analizada se obtuvo a partir de la imagen de contraste de fase
del mismo campo. Este analisis se llevd a cabo en células tratadas por 24hs con las CE50 a 72hs de
los tratamientos individuales o combinados (a este tiempo no se observaron grandes cambios en la
viabilidad y morfologia celular). Las medidas de area de fluorescencia roja correspondiente a
mitocondrias y area total se exportaron a hojas de calculo en donde se determiné el AMR para cada
célula como: Area de MTKred/Area total, el cual se utilizdé como indicador de distribucion

mitocondrial (Cavaliere et al., 2014).

2.17 Detecciodn de autofagosomas por Microscopia de fluorescencia

Para la deteccion de autofagosomas se utiliz6 mono-dancyl-cadaverina (MDC). Esta sonda lipofilica
tiene la propiedad de incorporarse a los autofagosomas tempranos y maduros, en tanto que su
acumulacidn produce una emisién de fluorescencia en el rango azul-verde, cuando se excita con luz
UV (Lex=338nm; Aem=500nm) (Klionsky et al., 2016a; Munafo et al., 2001; Vazquez et al., 2009).
Como toda sonda fluorescente lipofilica, el exceso de concentracion puede marcar otras estructuras
de manera inespecifica (Cavaliere et al., 2010). Es por ello que mediante la realizacién de ensayos
preliminares se optimizé la marcacion de MDC para el trabajo con las lineas Raji y U937. Para ello

se ensayaron concentraciones en un rango que comprendido entre 10 y 100uM y tiempos de
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incubacién de entre 5 y 30 min. Finalmente se definieron una concentraciéon de 50uM y un tiempo
de 10min de incubacién a 37°C como condiciones ideales y se utilizaron para todos los ensayos en

los que se requirié la deteccidén de autofagosomas.

2.18 Transfeccion con pRFP-LC3 y analisis de colocalizacion con MDC

Las células Raji (1x10°) se transfectaron con pRFP-LC3 (Fader et al., 2006) utilizando el DMRIE-C
(Invitrogen, Argentina) segun lo indicado por el fabricante, obteniéndose una eficiencia de
transfeccion promedio del 25-30%. Las células transfectadas se incubaron por 48hs en RPMI-1640
suplementado con 10% SFB sin antibidtico en placas de 12 pocillos, luego se reemplazé el medio por
RPMI-1640-10% SFB con antibidtico. Posteriormente, se trataron las células con VPA 3mM y VPA
3mM+VCR 1uM por 24hs y luego se marcaron con MDC (segun se indica anteriormente), se lavaron
una vez con PBS y se montaron en portaobjetos procediéndose luego a la observacion en el
microscopio de fluorescencia. Como controles se utilizaron células no transfectadas marcadas con
MDC (control MDC) y células transfectadas sin marcar con MDC (control RFP). La excitacion del
control MDC con el filtro U-MWU2 de 330-385nm no mostrd fluorescencia en el canal rojo de
fluorescencia y la excitacidn del control RFP con el mismo filtro no mostré seial fluorescente en el
canal azul. De esta manera se descartd la presencia de superposicion espectral entre los fluoréforos.
El andlisis de colocalizacién se llevd a cabo utilizando Image-Pro Plus 6.0. Las imagenes de
fluorescencia azul y roja se procesaron utilizando pseudocolores verde y rojo respectivamente para
generar las imagenes superpuestas. El analisis de correlacidn verde vs rojo y los graficos
correspondientes de las regiones de las muestras bioldgicamente relevantes se llevé a cabo

utilizando Image-Pro Plus 6.0.

2.19 Doble marcacion MDC-Naranja de Acridina (NA) y analisis de
colocalizacion

Para la observacién conjunta de autofagosomas y lisosomas por microscopia de fluorescencia, las
células Raji se marcaron durante 10min con MDC 50uM a 37°C. Luego de un lavado con PBS se
adiciond NA 0.5uM e inmediatamente se procedid al montaje y observacién de las muestras
(Cavaliere et al., 2014). Se realizaron los correspondientes controles de marcacién simple para
descartar la presencia de superposicion espectral entre las dos sondas. El analisis de colocalizacion

se llevé a cabo de la misma manera que se indica en el apartado anterior.
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2.20 Doble marcaciéon MDC-MTKred y analisis de colocalizacion

Para la observacién conjunta de mitocondrias y autofagosomas por microscopia de fluorescencia,
las células se marcaron con MTKred segun se describié anteriormente y luego de un lavado con PBS
se fijaron con formaldehido 4% en PBS por 30 min a 4°C. Posteriormente se lavaron las células y se
procedid al montaje y observacién de las muestras (Cavaliere et al., 2014). Se realizaron los
correspondientes controles de marcacién simple para descartar la presencia de superposicion
espectral entre las dos sondas. El andlisis de colocalizacidn se llevé a cabo de la misma manera que

se indica mas arriba.

2.21 Doble marcacién anti-BNIP3-MTKred y analisis de colocalizacion

Para la observacién conjunta de mitocondrias y BNIP3 por microscopia de fluorescencia, las células
U937 y Raji se marcaron con MTKred segun se describié anteriormente y luego de un lavado con
PBS se incubaron 10min con MDC 50uM a 37°C. La permeabilizacidon y marcacién con anticuerpo
anti-BNIP3 y conjugado-FITC se realizd segln se describe en la seccién correspondiente. El analisis

de colocalizacidn se llevd a cabo de la misma manera que se indica mas arriba.

2.22 Analisis estadistico

Los analisis de comparacién multiple se llevaron a cabo utilizando el analisis de la varianza de una
sola cola (ANOVA de un factor) seguido del post test de Tukey-Kramer o bien un test de Kruskal-
Wallis seguido del post test de Dunn para determinar diferencias entre las medias o medianas
(respectivamente) segun el caso (Lombardo et al., 2011). Las diferencias entre los grupos tratado
versus no tratado se consideraron estadisticamente significativas cuando el valor de p fue menor a
0,05. Para la generacidn de graficos tipo Box-Whisker se exportaron los datos originales de las
citometrias al software Graph-Prism 4.0. Este mismo programa se utilizé para crear los graficos de
frecuencia acumulativa a partir de los datos de AMR obtenidos con Image-Pro Plus 6.0 en los

ensayos de distribucién mitocondrial.
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3 Resultados

3.1 Efecto citotdxico de TOA y las combinatorias sobre la lineas
U937y Raiji

3.1.1 Determinacién de viabilidad “célula por célula” mediante citometria de
flujo
La marcacion de una muestra con FDA/IP y su evaluacion por citometria de flujo, es una técnica
que permite analizar la viabilidad celular a nivel individual en un gran nimero de células por
tratamiento. Ademas, para clasificar un determinado evento como viable o no viable mediante
este método, se tienen en cuenta dos variables: la actividad metabdlica y la permeabilidad de
membrana de cada célula en particular. Al realizar los experimentos, las células vivas mostraron
alta fluorescencia para FDA y fueron negativas para IP. Por el contrario, las células muertas
mostraron alta fluorescencia para IP debido a la perdida de permeabilidad de membrana,
mientras que exhibieron baja o nula fluorescencia para FDA, debido a la ausencia de actividad
metabdlica (Fig. 3.1). Al exponer las células a los tratamientos, se observé que aquellas que aun
eran negativas para IP mostraban una disminucién continua de la intensidad de fluorescencia
para FDA mientras que el pasaje de IP negativo a IP positivo se da de manera abrupta. Este tipo
de analisis provee una idea del camino que recorren las células al pasar de vivas a muertas luego
de ser expuestas a agentes citotdxicos (Fig. 3.1C, flecha). Esta transicién continua de vivas a
muertas también pudo observarse en los gréficos de dispersion de fluorescencia (FSC vs. SSC),
en donde las células al perder la viabilidad pasan de mostrar un alto FSC y bajo SSC (mayor
tamafio y menor complejidad celular) a bajo FSCy alto SSC (Fig. 3.1B, flecha). Las células que se
encuentran atravesando el programa de muerte se observan como IP negativas (permeabilidad
de membrana intacta) pero con baja fluorescencia para FDA (baja actividad metabdlica) y se
ubican en un punto intermedio de este camino de muerte (Fig. 3.1C y 1D). Si interpretamos los
diagramas de FDA vs IP como un grafico de probabilidades seglin el numero de eventos
presentes en cada sector, veremos que la probabilidad de encontrar un evento en cada
cuadrante del grafico, depende de la magnitud del efecto citotéxico generado por un
tratamiento a una dosis dada. Es decir, cuanto mayor es el efecto citotdxico ejercido por el
tratamiento, mayor serd la probabilidad de hallar células FDA negativas/IP positivas (Fig. 3.1,

cuadrantes Q1) y menor la de encontrar FDA positivas/IP negativas (Fig. 3.1, cuadrantes Q4).
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Figura 3.1. Determinacion de viabilidad por citometria de flujo mediante marcacién con FDA-
IP. (A) Células U937 sin tratamiento con predominancia de células vivas, que muestran alta fluorescencia
para FDA (verde) y nula para IP (rojo), indicando alta actividad metabdlica e integridad de membrana
conservada. (B) La poblacion que aparece en verde muestra las propiedades de dispersién de luz frontal
(FSC) y lateral (SSC) de las células mostradas en A. (C) Células U937 tratadas por 72hs con TOA 5uM, se
observa una disminucidén en el porcentaje de células FDA positivas (vivas). Las células muertas se observan
como FDA negativas y con alta fluorescencia para IP (rojo). Se observa ademas que parte de la poblacién
FDA positiva sufre una disminucién en la intensidad de fluorescencia. La flecha muestra el camino que
siguen los cambios en la fluorescencia al pasar las células de vivas a muertas (camino de muerte). (D) El
area verde muestra las propiedades de dispersidn de luz exclusivas de la células vivas, el area roja las de
las células muertas, mientras que el drea amarilla muestra las propiedades de dispersién compartidas por
ambos estados. Unos pocos puntos azules evidencian que solo una minoria de las células presenta ambas

marcas. La flecha muestra los cambios en los patrones de dispersidn de luz al pasar de vivas a muertas.
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(E) Muestra tratada con TOA 10uM por 72hs en donde se observa predominio de células IP positivas
(muertas). (F) Propiedades de dispersion de luz de la muestra que se observa en E.

3.1.2 Efecto citotdxico de las drogas individuales sobre las lineas celulares

A partir de la distribucién de eventos en cada cuadrante de los graficos de FDA vs IP, nos fue
posible calcular el porcentaje de muerte inducido por los tratamientos en un amplio rango de
dosis. Luego, mediante regresion logistica de los datos obtenidos experimentalmente, se
obtuvieron las dosis de efecto citotéxico medio (Dm) de TOA, MG132 y CAPE a 72hs de
tratamiento en las células U937 y Raji, utilizando un modelo cuantal de dosis respuesta (Casarett
et al., 2008; Tallarida, 2001). Posteriormente, se construyeron las curvas de prediccién de efecto
en todo el rango de efecto citotdxico (Figs. 3.2 y 3.3). A partir de este punto nos referiremos al
valor medio (Dm) obtenido como concentracidn efectiva 50 (CE50). La CE50 de TOA en la linea
U937 que se calculd a partir del grafico de efecto medio fue de 7.37uM (Fig. 3.2A, D). La CE8O
calculada a partir de la curva dosis respuesta fue superior a 18 M. En Raji se obtuvo una CE50
de 10.0uM mientras que la CE80 calculada fue superior a 30uM (Fig. 3.3A, D). Las altas dosis
necesarias para ejercer citotoxicidad sobre las lineas U937 y Raji fueron concordantes con su ya
descripta caracteristica de resistencia al arsénico (Jing et al., 1999). La CE50 de MG132 fue de
2.1uM en U937 con una CE80 calculada inferior a 4uM (Fig. 3.2B, E). En Raji la CE50 fue 0.7uM
con una CE80 por debajo de 1.2uM (Fig. 3.3B, E). La CE50 de CAPE en U937 fue de 247uM con
una CE80 superior a 275uM (Fig. 3.2C, F). En la linea celular Raji, la CE50 de CAPE fue de 197uM,
mientras que la CE80 obtenida fue mayor a 236uM (Fig. 3.3C, F). Los resultados obtenidos para

los tratamientos individuales en ambas lineas se encuentran resumidos en la Tabla 3.1.
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Figura 3.2. Calculo del efecto citotéxico medio y curvas de prediccion de efecto para las drogas
individuales en la linea U937. Se muestran los resultados experimentales por triplicado (circulos
abiertos) y la recta de regresion correspondiente a la ecuacion de efecto medio, junto a los parametros
obtenidos para calcular la dosis media (Dm) de efecto citotdxico para las tres drogas individuales en la
linea U937 (A, By C). A partir de estos datos se calcularon las curvas de prediccidn de efecto (linea llena)
con sus correspondientes intervalos de confianza del 95% (lineas punteadas) (D, E y F). m= pendiente de

la recta de regresion, y-int= valor de interseccidon del eje y correspondiente al valor log(D)=0, r= coeficiente

de correlacién.
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Figura 3.3. Calculo del efecto citotéxico medio y curvas de prediccion de efecto para las drogas
individuales en la linea Raji. Se muestran los resultados experimentales por triplicado (circulos
abiertos) y la recta de regresion correspondiente a la ecuacion de efecto medio, junto a los parametros
obtenidos para calcular la dosis media (Dm) de efecto citotdxico para las tres drogas individuales en la
linea Raji (A, By C). A partir de estos datos se calcularon las curvas de prediccion de efecto (linea llena)
con sus correspondientes intervalos de confianza del 95% (lineas punteadas) (D, E y F). m= pendiente de
la recta de regresion, y-int=valor de interseccidon del eje y correspondiente al valor log(D)=0, r= coeficiente

de correlacién.
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Nivel de Efecto (CE%)
TOA(UM)+SD  MG132(uM)SD  CAPE(pnM)SD

a72h
Linea U937
EC25 3.93+0.37 1.35+0.08 218+4
EC30 4.53+0.38 1.5040.09 223+4
EC40 5.84+0.43 1.80+0.11 231+4
EC50 7.37£0.52 2.13+0.14 239+4
EC70 11.99+1.06 3.02+0.23 255+5
EC80 16.33+£1.80 3.78+0.32 265+6
EC90 26.00%£3.93 5.29+0.55 28218
Linea Raji
EC25 6.53+0.28 0.35+0.04 17219
EC30 7.19%+0.29 0.50+0.05 177+8
EC40 8.50+0.29 0.91+0.08 187+8
EC50 9.93+0.30 1.584+0.13 197+8
EC70 13.71+0.35 3.52+0.60 22048
EC80 16.84+0.44 5.92+1.19 23619
EC90 22.95+0.75 12.93+3.30 261112

Tabla 3.1. CE de efecto citotéxico a 72hs calculadas para los tres tratamientos individuales. Se
muestra un resumen de las CE a 72hs calculadas a partir de las curvas de prediccion de efecto obtenidad
para TOA, MG132 y CAPE en todo el rango de efecto citotoxico.

Resulta interesante resaltar que al comparar la respuesta de ambas lineas celulares frente a las
drogas individuales, en cuanto a la dosis necesaria para alcanzar un efecto citotéxico dado, se
observé que MG132 es el tratamiento que exhibe mayor potencia relativa en ambos casos,
seguido de TOA vy finalmente por CAPE. Por otro lado, al analizar la respuesta de ambas lineas
frente a un tratamiento dado, se observa que con respecto al TOA, la linea U937 presenta mayor
sensibilidad (CE50=7,37uM) que la linea Raji (10.0uM). Por el contrario U937 presentdé mayor
resistenciaa MG132 y CAPE (2.1uM y 247uM respectivamente) en comparacion con Raji (0.7uM
y 197uM).
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3.1.3 Efecto citotdxico de las combinatorias sobre las lineas celulares.

Al momento de realizar los ensayos de citotoxicidad con las combinaciones de drogas, se hizo
necesario definir una relacién molar fija entre los componentes de la combinatoria. En este
sentido, se decidid definir dicha relacidn molar a partir del calculo de la relacién entre los efectos
medios obtenidos para cada droga por separado. De esa forma quedd definida para la linea
U937 una relacion TOA:MG132 3:1 y TOA:CAPE 1:60, mientras que para la linea Raji resultaron
ser TOA:MG132 12:1 y TOA:CAPE 1:35. Una vez definidas las relaciones molares a utilizar, se
procedio a la realizacién de los ensayos de citotoxicidad con las combinatorias abarcando todo
el rango de efecto en ambas lineas. Dichos ensayos se llevaron a cabo de la misma manera que
aquellos realizados previamente con las drogas individuales, calculdandose las CE50 vy las
correspondientes curvas de prediccidon de respuesta para todo el rango de efecto. En la linea
U937 la CE50 para la combinatoria TOA+MG132 resultd ser de 2,89uM (Fig. 3.4A, B), lo que
corresponde segun la relacion molar de la combinacién a 2,17uM TOA+ 0,72uM MG132. En el
caso de la combinacién TOA+CAPE se obtuvo una CE50 de 230,6uM (Fig. 3.4C, D) resultando
3,8uM TOA + 226,8uM CAPE. Para la linea Raji, se obtuvo una CE50 de 8,08uM para la
combinacion TOA+MG132 (Fig. 3.5A, B) siendo 7,41uM vy 0,67uM las contribuciones
correspondientes de cada droga. En el caso de la combinatoria TOA+CAPE la CE50 obtenida fue
139,7uM (Fig. 3.5C, D) siendo la contribucidn correspondiente de cada componente 4,00uM de
TOAy 135,7uM de CAPE.
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Figura 3.4. Calculo del efecto citotoxico medio y curvas de predicciéon de efecto para los
tratamientos combinados en la linea U937. Se muestran los resultados experimentales por triplicado
(circulos abiertos) y la recta de regresidén correspondiente a la ecuacidon de efecto medio, junto a los
parametros obtenidos para calcular la dosis media (Dm) de efecto citotdxico para las combinatorias
TOA+MG132 (relacion molar 3:1)(A) y TOA+CAPE (relacién molar 1:60) (C) en la linea U937. Curvas de
prediccion de efecto obtenidas para cada combinatoria (linea central) junto a los correspondientes
intervalos de confianza del 95%(1C95%) (lineas punteadas) (B yD). m= pendiente de la recta de regresion,

y-int= valor de interseccion del eje y correspondiente al valor log(D)=0, r= coeficiente de correlacion.
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Figura 3.5. Calculo del efecto citotéxico medio y curvas de prediccion de efecto para los
tratamientos combinados en la linea Raji. Se muestran los resultados experimentales por triplicado
(circulos abiertos) y la recta de regresion correspondiente a la ecuacion de efecto medio, junto a los
parametros obtenidos para calcular la dosis media (Dm) de efecto citotdxico para las combinatorias
TOA+MG132 (relacion molar 12:1)(A) y TOA+CAPE (relacion molar 1:35) (C) en la linea Raji. Curvas de
prediccion de efecto obtenidas para cada combinatoria (linea central) junto a los correspondientes
intervalos de confianza del 95%(IC95%) (lineas punteadas) (B yD). m= pendiente de la recta de regresion,

y-int=valor de interseccidn del eje y correspondiente al valor log(D)=0, r= coeficiente de correlacion

Al observar las curvas dosis respuesta (CDR) con valores experimentales obtenidos para los
tratamientos combinados en comparacion con los tratamientos individuales, se advierte en el
caso del tratamiento TOA+MG132 en U937, un desplazamiento-hacia la izquierda de la curva
con respecto a la posicion media entre las curvas de los tratamientos individuales (Fig. 3.6A).
Por el contrario, en el resto de los tratamientos combinados el desplazamiento se da hacia la

derecha del punto medio (Fig. 3.6B, Cy D).
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Es importante notar esto, ya que el desplazamiento de la CDR de un tratamiento combinado
hacia un lado u otro del punto medio entre las dos curvas de los tratamientos individuales, suele
ser indicativo del tipo de interacciéon entre dichos compuestos (ver también Anexo ). Un
desplazamiento hacia la izquierda (hacia la CDR de la droga con mas potencia relativa) sugiere
la presencia de sinergismo entre los componentes de la combinatoria mientras que un
desplazamiento hacia la derecha (CDR del compuesto con menor potencia relativa) sugiere una

interaccion de tipo antagénica.
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Figura 3.6. Curvas dosis-respuesta de citotoxicidad para los tratamientos individuales y
combinados. Se muestran las curvas dosis respuesta de efecto citotdxico obtenidas en ambas lineas
celulares para los tratamientos individuales y combinados, linea U937 (Ay B), linea Raji (Cy D). Los circulos
corresponden a los valores experimentales y las lineas a la curva de ajuste. Puede observarse la potencia
relativa de cada tratamiento en particular (los tratamientos que muestran mas potencia relativa se ubican
hacia la izquierda). Se muestra un ensayo representativo por tratamiento, los ensayos se repitieron al
menos tres veces para cada tratamiento.
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3.1.4 Determinacién del tipo de interaccidn obtenida para las combinatorias

Una vez obtenidas las curvas de prediccion de respuesta para los tratamientos individuales y
combinados, se utilizaron las mismas para determinar y cuantificar el tipo de interaccion
existente entre los compuestos de cada combinatoria. Para esto, se calculé el indice de
combinacion (Cl) para todo el rango de efecto citotéxico en cada caso utilizando el método de
Chou-Talalay. En la linea celular U937 la combinacién TOA+MG132 mostré un Cl menor a 1 en
todo el rango de efecto citotdxico, indicando una interaccion sinérgica (Fig. 3.7A). Por el
contrario, la combinacién de TOA+CAPE resultd en antagonismo en todo el rango citotdxico en
esta linea celular (Fig. 3.7B). Contrariamente a lo observado en la linea U937, la combinacién
TOA+MG132 en las células Raji, resultd en antagonismo en todo el rango de efecto citotdxico
con un CI>1, especialmente a niveles de efecto bajos y medios. En niveles de efecto citotdxico
altos, el Cl se acerca a la linea de aditividad (Cl=1) e incluso llega a adentrarse en el aérea
correspondiente a una interaccidn sinérgica (Cl<1). El intervalo de confianza de 95% alrededor
de los valores de Cl asegura que el antagonismo prevalece a lo largo de la mayor parte del rango
de efecto (Fig. 3.7C).La combinacién TOA+CAPE en Raji resulté antagdnica a lo largo de todo el

rango de efecto (Fig. 3.7D).
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Figura 3.7. Calculo del indice de Combinacién (Cl) en cuanto al efecto citotéxico de los
tratamientos combinados. Se muestra el Cl calculado para todo el rango de efecto citotéxico (lineas
continuas) con limites superiores e inferiores correspondientes a un 1C95% (lineas discontinuas) para las
combinatorias en la linea U937 (A,B) y Raji (C,D) . Estas curvas se calcularon a partir de los Cl obtenidos
para los datos experimentales (circulos). Cl >1 antagonismo, CI<1 sinergismo, Cl=1 aditividad (lineas

punteadas).

En la Fig. 3.8 se observa claramente la incidencia que tiene el tipo de interaccidn calculada
previamente sobre el efecto citotdxico de los compuestos, al ser utilizados de manera
combinada. Para el caso de la combinatoria TOA+MG132 en U937, que mostrd ser sinérgica, se
observa que el efecto citotdxico de la combinacion es mayor a la sumatoria de efectos de ambas
drogas por separado en dosis similares (Fig. 3.8A). Todo lo contrario ocurre en los casos de las
combinaciones que resultaron antagdnicas, es decir, TOA+CAPE en U937 y ambas combinatorias

en la linea Raji (Fig. 3.8B, Cy D). En estos casos el efecto generado por la combinacion es menor
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al de la sumatoria de efectos de las dos drogas por separado, utilizadas en dosis similares a la

combinatoria.
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Figura 3.8. Porcentajes de muerte obtenidos para las dosis experimentales utilizadas en el
cdlculo de Cl. Se muestran algunos de los valores de citotoxicidad para los tratamientos individuales y
combinados obtenidos experimentalmente. Estos valores se utilizaron en el célculo del Cl para cada
combinatoria mostrados en la Fig. 3.7 mediante el método de Chou-Talalay. Puede observarse que la
combinatoria TOA+MG132 en la linea U937 genera un mayor efecto citotdxico que la suma de efectos de
las dos drogas utilizadas por separado (A). Por otro lado, la combinatoria TOA+CAPE en esta linea genera
un efecto menor a la suma de los efectos individuales (B). Lo mismo ocurre con ambas combinatorias en

la linea Raji (Cy D).

46



Resultados

3.1.5 Efecto de las drogas individuales sobre la proliferacion celular

A partir de los porcentajes de inhibicion de la proliferacion celular obtenidos mediante ensayos
de incorporacién de Timidina Tritiada ([*H]-T) y mediante regresidn logistica, se obtuvieron las
dosis de efecto inhibitorio medio (Dm) de TOA, MG132 y CAPE a 72hs de tratamiento en las
células U937 y Raji. Luego se construyeron las curvas de prediccién de efecto en todo el rango
de efecto de inhibicion de la proliferacién (Fig. 3.9 y 3.10). A partir de este punto nos referiremos
al valor inhibitorio medio (Dm) como concentracién inhibitoria 50 (CI50). Al evaluar la capacidad
inhibitoria de la proliferacion, la CI50 calculada para TOA fue de 4.0 uM en U937 (Fig. 3.9A, D) y
2.2uM en Raji (Fig. 3.10A, D). La CI50 de MG132 fue de 0.15 uM en U937 (Fig. 3.9B, E) y de 0.12
KM en Raji (Fig. 3.10B, E) mientras que para CAPE las CI50 fueron 70 uM y 34 uM en U937 y Raji
respectivamente (Figs. 3.9C, F y 3.10C, F respectivamente). En todos los casos las CI50 fueron
menores que las CE50 calculadas previamente, aunque las diferencias entre ambos valores
varian en cada caso. Por ejemplo la relacidn entre la CE50 y la CI50 de TOA en U937 fue de 1,8
mientras que la misma relacidon para MG132 en esta linea fue de 14. En la linea Raji, la relacién

CE50/CI50 de los tres tratamientos arrojé valores cercanos a 5 en todos los casos.
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Figura 3.9. Calculo del efecto medio de inhibicion de proliferacion (C150) y curvas de prediccion
de efecto para las drogas individuales en U937. Se muestran los resultados experimentales por
triplicado (circulos abiertos) y la recta de regresidn correspondiente a la ecuacién de efecto medio, junto
alos parametros obtenidos para calcular la dosis media (CI50) de inhibicion de la proliferacion celular para
las tres drogas individuales en la linea U937 (A, By C). Curvas de prediccion de efecto obtenidas para cada
tratamiento individual (linea central) junto a los correspondientes intervalos de confianza del 95% (1C95%)

(lineas punteadas) (D, E y F). m= pendiente de la recta de regresidn, y-int= valor de interseccion del eje y

correspondiente al valor log(D)=0, r= coeficiente de correlacion
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Figura 3.10. Calculo del efecto medio de inhibicion de proliferacion (CI50) y curvas de
prediccion de efecto para las drogas individuales en Raji. Se muestran los resultados
experimentales por triplicado (circulos abiertos) y la recta de regresion correspondiente a la ecuacion de
efecto medio, junto a los parametros obtenidos para calcular la dosis media (CI50) de inhibicién de la
proliferacion celular para las tres drogas individuales en la linea Raji (A, B y C). Curvas de prediccion de
efecto obtenidas para cada tratamiento individual (linea central) junto a los correspondientes intervalos
de confianza del 95% (1C95%) (lineas punteadas) (D,E y F). m= pendiente de la recta de regresion, y-int=

valor de interseccion del eje y correspondiente al valor log(D)=0, r= coeficiente de correlacion
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3.1.6 Efecto de las combinaciones sobre la proliferacién celular

Del mismo modo que en el caso del efecto citotdxico, se procedid a calcular la relacién molar a
utilizar para los tratamientos combinados a partir de relacionar las CI50 individuales de los
compuestos a combinar. En este caso se obtuvo: TOA:MG132 6:1 y TOA:CAPE 1:27 para la linea
U937, mientras que para la linea Raji fueron TOA:MG132 11:1y TOA:CAPE 1:17.

Una vez determinadas las relaciones molares de las combinatorias, se procedié a realizar los
ensayos combinados. En el caso de la linea U937, la combinatoria TOA+MG132 arrojé una CI50
de 1,27uM (Fig. 3.11A, B) mientras que en el caso de TOA+CAPE fue de 55,1uM (Fig. 3.11C, D).
En la linea Raji se obtuvo una CI50 de 1,63uM para TOA+MG132 (Fig. 3.12A, B) y 16,1uM para
TOA+CAPE (Fig. 3.12C, D).
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Figura 3.11. Calculo del efecto medio de inhibicion de proliferacion (CI50) y curvas de
prediccion de efecto para los tratamientos combinados en la linea U937. Se muestran los
resultados experimentales por cuadruplicado (circulos abiertos) y la recta de regresion correspondiente a
la ecuacion de efecto medio, junto a los pardmetros obtenidos para calcular la dosis media de inhibicidn
de proliferacién para las combinatorias TOA+MG132 (relacién molar 6:1)(A) y TOA+CAPE (relacién molar
1:27) (C) en la linea U937. Curvas de predicciéon de efecto obtenidas para cada combinatoria (linea central)
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junto a los correspondientes intervalos de confianza del 95% (IC95%) (lineas punteadas) (B y D). m=
pendiente de la recta de regresion, y-int=valor de interseccion del eje y correspondiente al valor log (D)=0,

r= coeficiente de correlacion.
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Figura 3.12. Calculo del efecto medio de inhibicion de proliferacion (CI50) y curvas de
prediccion de efecto para los tratamientos combinados en la linea Raji. Se muestran los
resultados experimentales por cuadruplicado (circulos abiertos) y la recta de regresion correspondiente a
la ecuacion de efecto medio, junto a los pardmetros obtenidos para calcular la dosis media de inhibicidn
de proliferacion para las combinatorias TOA+MG132 (relacién molar 11:1) (A) y TOA+CAPE (relacién molar
1:17) (C) en la linea Raji. Curvas de prediccidn de efecto obtenidas para cada combinatoria (linea central)
junto a los correspondientes intervalos de confianza del 95% (IC95%) (lineas punteadas) (B y D). m=
pendiente de la recta de regresion, y-int= valor de interseccion del eje y correspondiente al valor log(D)=0,

r= coeficiente de correlacion.

A partir de las curvas de prediccidn de respuesta y con el objetivo de determinar el tipo de
interaccion que se genera entre los componentes de las combinatorias en cuanto a la inhibicion
de la proliferacidn, se calcularon los Cl correspondientes en todo el rango de efectos (Fig.13). Al
contrario de lo que se observd en la linea U937 para el efecto citotdxico, la combinacion

TOA+MG132 reveld un CI>1 (Fig. 3.13A) en todo el rango de efecto inhibitorio indicando una
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interaccion antagdnica. Lo mismo ocurrié con la combinatoria TOA+CAPE en esta linea (Fig.

3.13B), aunque en este caso el antagonismo fue notoriamente mayor que el de TOA+MG132.

Por otro lado, ambas combinatorias mostraron antagonismo a lo largo de todo el rango de
efecto en lalinea Raji en cuanto a la inhibicién de la proliferacién, en coincidencia con lo ocurrido

en el caso del efecto citotdxico (Fig. 3.13Cy D).
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Figura 3.13. Calculo del indice de Combinacién (Cl) en cuanto a la inhibicién de la proliferacion
para los tratamientos combinados. Se muestra el Cl calculado para todo el rango de efecto citotdxico
(lineas continuas) con limites superiores e inferiores correspondientes a un 1C95% (lineas discontinuas).
Estas curvas se calcularon a partir de los Cl obtenidos para los datos experimentales (circulos). Cl >1
antagonismo, CI<1 sinergismo, Cl=1 aditividad (lineas punteadas).
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3.2 Modificacién en la produccién de anién superdxido inducida
por TOA, MG132 y CAPE en el rango de dosis con efecto
citotdxico

Como se menciond oportunamente, el TOA es capaz de generar un aumento en la produccion

de especies reactivas del oxigeno (ERO). Dentro de este grupo de sustancias, el anidon superéxido

(O27) es el compuesto que parece tener mayor relevancia en el mecanismo de citotoxicidad

inducido por el Arsénico 3+.Entre las fuentes celulares de produccion de O, mediado por TOA

se cuentan la alteracién de la cadena de transporte de electrones debido al dafio que ejerce
sobre la mitocondria y la alteracidn de la actividad de diversos grupos enzimaticos con actividad
oxidante (Chou et al., 2005; Li et al., 2008a; Sumi et al., 2010). Es por esto que decidimos estudiar
el efecto de los tratamientos individuales y combinados en lo que respecta a la produccion de

O, sobre las lineas celulares. Para esto se utilizo la sonda dihidroetidina (HE), la cual al ingresar

a la célulay al ser oxidada de manera especifica por este radical aumenta su fluorescencia. Los

cambios en la fluorescencia de HE inducidos por los tratamientos en las lineas U937 y Raji se

analizaron por citometria de flujo.

3.2.1 Efecto individual de TOA, MG132 y CAPE en la produccién de O, -

Cuando se expusieron las células U937 durante 6hs a las dosis de CE25 CE50 y CE70 de TOA
calculadas, se observd, segun lo esperado, un incremento en la fluorescencia para HE al
compararla con los niveles basales obtenidos en células no tratadas (Fig. 3.14A). El incremento
en la produccion de O, frente al tratamiento con TOAse mantuvo en U937 luego de 24hs de
incubacién (Fig. 3.14B).Un perfil de incremento del O, dosis dependiente similar al anterior se
observé al tratar las células Raji con TOA durante 6 y 24 hs (Fig. 3.14C y D respectivamente). El
tratamiento de las células U937 con CE10 CE25 y CE50 de MG132 por 6y 24hs no generd cambios
apreciables en la producciéon de O, con respecto a los valores basales (Fig. 3.15A y B). Se
observaron resultados similares en la linea Raji a 6hs (Fig. 3.15C), sin embargo a 24hs de
tratamiento se observd un incremento dosis dependiente de la produccién O, (Fig. 3.15D). En
el caso del tratamiento con CAPE, la produccién de O," se incrementd notoriamente en ambas
lineas luego de 6hs de tratamiento con las CE10, CE25 y CE50 alcanzando valores de mediana
gue superaron los obtenidos para el control positivo (Fig. 3.16A, C). En los ensayos a 24hs de
tratamiento con CAPE, la produccién de O, se incrementd notoriamente en el caso de las CE10
y CE25, aunque niveles menores se observaron para la CE50 en ambas lineas, especialmente al

compararlas con los niveles generados a 6hs de tratamiento (Fig. 3.16B, D).
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Figura 3.14. Produccién de O;" en células tratadas con TOA. Histogramas de fluorescencia de HE
(izquierda) y diagramas de Box-Whisker de distribucidon de fluorescencia (derecha) obtenidos para los
tratamientos con TOA en la linea U937 a 6hs (A) y 24hs (B) y en la linea Raji a 6hs y 24 hs (Cy D
respectivamente). La escala de fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias de fluorescencia (uaf). Los
graficos corresponden a un experimento representativo de todos los realizados. Para U937 las CE25, CE50
y CE70 fueron 3.9, 7.4 y 12.0 uM respectivamente y para Raji 4.2, 10,0 y 19.5 uM en el mismo orden.
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Figura 15. Produccion de O, en células tratadas con MG132. Histogramas de fluorescencia de HE
(izquierda) y diagramas de Box-Whisker de distribucion de fluorescencia (derecha) obtenidos para los
tratamientos con MG132 en la linea U937 a 6hs (A) y 24hs (B) y en la linea Raji a 6hs y 24 hs (Cy D
respectivamente). La escala de fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias de fluorescencia (uaf). Los
graficos corresponden a un experimento representativo de todos los realizados. Para U937 las CE25, CE50
y CE70 fueron 0.86, 1.35 y 2.13uM respectivamente y para Raji 0.32, 0.48 y 0.70uM en el mismo orden.
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Figura 3.16. Produccion de O;" en células tratadas con CAPE. Histogramas de fluorescencia de HE
(izquierda) y diagramas de Box-Whisker de distribucidon de fluorescencia (derecha) obtenidos para los
tratamientos con CAPE en la linea U937 a 6hs (A) y 24hs (B) y en la linea Raji a 6hs y 24 hs (Cy D
respectivamente). La escala de fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias de fluorescencia (uaf). Los
graficos corresponden a un experimento representativo de todos los realizados. Para U937 las CE25, CE50
y CE70 fueron 205, 225 y 247uM respectivamente y para Raji 149, 172 y 197uM en el mismo orden.
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3.2.2 Efecto combinado de TOA, MG132 y CAPE en la produccion de O~

Se evaluaron luego las combinatorias TOA+MG132 y TOA+CAPE en cuanto a su efecto sobre la
produccién de O, a 6 y 24hs en ambas lineas celulares al igual que lo realizado para las drogas
individuales. Para ello se utilizaron las mismas relaciones molares y CE calculadas para la

determinacion de efecto citotdxico a 72hs.

La combinacién de las de TOA+MG132 (CE25+CE25) en la linea U937 a 6hs generd niveles de
02~ mas bajos que los alcanzados por la CE50 de TOA, sélo pero mayores a los obtenidos para la
CE50 de MG132 (Fig. 3.17A, panel superior). A 24hs de tratamiento, esta misma combinacion
genero valores de fluorescencia de HE mds bajos que cualquiera de las dos drogas individuales
e incluso, en algunos casos, mas bajos que los valores observados para el basal (Fig. 3.17A, panel

inferior).

Por el contrario el tratamiento TOA+CAPE (CE25+CE25) en las células U937 resulté en valores de

0O.” mas altos que los generados por la CE50 de TOA solo tanto a 6hs como a 24hs (Fig. 3.17B).

En la linea Raji, el tratamiento combinado TOA+MG132 generd valores de Oy inferiores a los
generados por TOA de manera individual a 6hs y 24hs mientras que la combinacién TOA+CAPE

mostré niveles de O, mayores a los generados por el TOA sélo (Fig.18).
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Figura 3.17. Produccion de O2.- para los tratamientos combinados en U937. Diagramas de Box-
Whisker de distribucién de fluorescencia obtenidos utilizando la sonda HE para los tratamientos
individuales y combinados TOA+MG132 (A) y TOA+CAPE (B) en la linea U937 a 6hs (paneles superiores) y
24hs (paneles inferiores). La escala de fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias de fluorescencia

(uaf). Control positivo: CCCP 50uM. Los graficos corresponden a un experimento representativo de todos

los realizados. Las CE de todos los tratamientos son las explicitadas en figuras anteriores.
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Figura 3.18. Produccion de 02.- para los tratamientos combinados en Raji. Diagramas de Box-
Whisker de distribucion de fluorescencia obtenidos con HE para los tratamientos individuales y
combinados TOA+MG132 (A) y TOA+CAPE (B) en la linea Raji a 6hs (paneles superiores) y 24hs (paneles
inferiores). La escala de fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias de fluorescencia (uaf). Control
positivo: CCCP 50uM. Los graficos corresponden a un experimento representativo de todos los realizados.

Las CE de todos los tratamientos son las explicitadas en figuras anteriores

Con el objetivo de lograr una interpretacién mas clara de los resultados obtenidos en los ensayos
de HE, se calculd para cada tratamiento un indice de cambio de fluorescencia. EI mismo, se
obtuvo a partir de relacionar las medianas de fluorescencia de un tratamiento particular y la del
basal para ese ensayo. De esta manera, se pueden observar claramente los incrementos y
decrementos relativos en la fluorescencia de HE generados por los tratamientos, evitandose el
error inter ensayo generado por diferencias en la carga de la sonda durante cada experimento

particular.
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A partir de estos datos, se analizd la presencia de diferencias estadisticamente significativas
entre cada tratamiento y el basal. En cuanto a los tratamientos individuales, se registraron
aumentos significativos para TOA en ambas lineas celulares a 6 y 24hs. Lo mismo ocurrié con
CAPE en todos los casos, observdandose incrementos mayores a los generados por TOA. Por el

contrario, MG132 no generd diferencias significativas en ningun caso.

Se observé que la combinatoria TOA+MG132 en la linea U937 no provocé diferencias
significativas con respecto al basal a 6 o 24hs de tratamiento. Por el contrario, si se registré un
aumento significativo de Oy~ en la linea Raji a 24hs al ser tratada con esta combinatoria (Fig.
3.19A). Vale la pena recordar que TOA+MG132 habia resultado en sinergismo en cuanto al
efecto citotdxico en la linea U937 y antagonismo en la linea Raji. Para el caso de la combinatoria
TOA+CAPE que habia resultado antagdnica para el efecto citotéxico en ambas lineas celulares,
se observd que en todos los casos se genera un incremento significativo para los dos tiempos

ensayados (Fig. 3.19B).
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Figura 3.19. Resumen de produccidon de anién superdéxido inducida por TOA MG132 y CAPE.
Gréficos de barras que muestran el indice de cambio de fluorescencia de HE con respecto al basala 6y
24hs de tratamiento individual o combinado entre TOAy MG132 (A) y TOA y CAPE (B). El indice de cambio
(IC) se calculé como: IC=mediana de fluorescencia del tratamiento / mediana de fluorescencia del basal,
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a partir de los datos obtenidos de tres 0 mas experimentos independientes en cada caso. La presencia de
diferencias significativas con respecto al basal se evalué mediante el Test de Kruskal-Wallis seguida de un
post-test de Dunn. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Los valores de CE correspondientes son los mismos
que se detallan en figuras anteriores.

Estos resultados sugieren que la generacion de un incremento en los niveles de O, se asocia a
un efecto antagdnico en cuanto al efecto citotéxico inducido por la combinatoria. Este hecho se
contrapone a la idea general de que cuanto mayor es el nivel de ERO inducido por un
tratamiento particular, mayor serd el dafio producido y por ende se incrementaria la efectividad
de un tratamiento combinado. Paraddjicamente, el Unico tratamiento que resultd sinérgico
(TOA+MG132 en la linea U937), fue aquel que no generd un incremento significativo en los

niveles de O;".

3.2.3 Modificaciones en los niveles de GSH inducidos por TOA y MG132

Como ya se menciond anteriormente, el GSH constituye una de las defensas antioxidantes mas
importantes con las que cuenta la célula para evitar el dafo oxidativo generado por las ERO. Los
niveles intracelulares de esta molécula pueden variar en respuesta a diferentes estimulos
(Pietarinen-Runtti et al., 2000; Xiao et al., 2011). Es por esto que decidimos estudiar de qué
manera se ven afectados los niveles intracelulares de GSH en respuesta a los tratamientos en
estudio. Para esto, se realizaron ensayos de citometria de flujo utilizando la sonda fluorescente
5-CMF, la cual es capaz de unirse covalentemente al GSH. De la misma manera que se procedio
en los ensayos de HE, a partir de los datos obtenidos en las citometrias, se construyeron los
correspondientes diagramas de Box-Whisker utilizando las medianas y cuartiles de fluorescencia

para los tratamientos individuales y combinados en ambas lineas celulares (Figs. 3.20y 3.21).

En la linea U937 tratada con MG132 durante 6hs, no se observaron grandes cambios en
intensidad de sefial con respecto al estado basal, mientras que se observé un ligero aumento a
24hs. En el caso de TOA tampoco se observaron cambios importantes a 6hs, aunque luego de
24hs aparecié un marcado incremento de los niveles de GSH con respecto al basal. Por ultimo,
la combinatoria TOA+MG132 mostré un efecto diferente a los tratamientos individuales,
observandose una disminucién de GSH a 6hs y un incremento a las 24hs, aunque este Ultimo es
de menor magnitud que el observado para TOA como droga Unica a 6hs (Fig. 3.20A). En el caso
de CAPE, tanto el tratamiento individual como combinado generaron un leve aumento de los

niveles de GSH a 6hs haciéndose este efecto mucho mas notorio luego de 24hs (Fig. 3.20B).
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Figura 3.20. Cambios en los niveles de GSH inducidos por los tratamientos en U937. Diagramas
de Box-Whisker de distribucidon de fluorescencia obtenidos mediante marcacién con 5-CMF para los
tratamientos individuales y combinados TOA+MG132 (A) y TOA+CAPE (B) en la linea U937 a 6hs (paneles
superiores) y 24hs (paneles inferiores). La escala de fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias de
fluorescencia (uaf). Control positivo: H202 0.5mM. Los gréaficos corresponden a un experimento
representativo de todos los realizados. Las CE de todos los tratamientos son las explicitadas en la (Tabla
3.1).

En el caso de la linea Raji, el tratamiento individual con MG132 no provocd cambios apreciables
respecto del basal en los niveles de GSH, mientras que para TOA se observé una disminucion
desde las 6hs de tratamiento que se hizo mas marcada a 24hs. Un comportamiento similar al de
TOA se evidencid para la combinatoria TOA+MG132 en donde se observé una disminucion de la
fluorescencia de 5-CMF a 6hs y 24hs de tratamiento (Fig.21A). CAPE generd también una
disminucién en los niveles de GSH para los dos tiempos ensayados mostrando un
comportamiento similar al TOA. Finalmente, si bien para la combinatoria TOA+CAPE se observo
una reduccion de la sefial a 6hs similar a la generada por TOA o CAPE de manera individual, a

24hs de tratamiento se observa una disminucién mayor a la generada por cualquiera de las dos

62



Resultados

6hs

24hs

drogas por separado, alcanzando niveles similares a los observados para el control de H;0,

(Fig.21B).
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Figura 3.21: Cambios en los niveles de glutatidon inducidos por los tratamientos en Raji.
Diagramas de Box-Whisker de distribucion de fluorescencia obtenidos mediante marcacién con 5-CMF
para los tratamientos individuales y combinados TOA+MG132 (A) y TOA+CAPE (B) en la linea Raji a 6hs
(paneles superiores) y 24hs (paneles inferiores). La escala de fluorescencia se expresa en unidades

arbitrarias de fluorescencia (uaf). Control positivo: H202 0,5mM. Los graficos corresponden a un

experimento representativo de todos los realizados. Las CE de todos los tratamientos son las explicitadas
en la (Tabla 3.1).

Posteriormente y del mismo modo en que se procedid para los ensayos con HE, se calculé a
partir de tres o0 mas experimentos independientes un indice de cambio de fluorescencia de 5-
CMF. Esto se realizé para cada uno de los tratamientos ya sean individuales o combinados, con
el objetivo de evidenciar en cada caso la presencia de diferencias estadisticamente significativas

con respecto al basal en cuanto a los niveles de GSH intracelular (Fig. 3.22).

A partir de dicho andlisis puede observarse claramente como el tratamiento individual con TOA
en la linea U937, genera una disminucidn inicial de GSH a las 6hs, que a las 24hs se transforma

en un aumento significativo. En el caso de la combinatoria TOA+MG132, si bien se observa una
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disminucién significativa a 6hs, el aumento posterior es de menor magnitud que el generado por
TOA sélo y no supera los niveles basales (Fig. 3.22A, panel superior). Vale la pena recordar que,
como se mostré anteriormente, esta combinatoria no indujo niveles significativos de O, (Fig.

3.19A, panel superior) y resulté sinérgica en cuanto al efecto citotdxico (Fig. 3.7A).

En el caso de los tratamientos CAPE y TOA+CAPE en U937, se observa que desde las 6hs de
tratamiento se genera un aumento significativo delnivel de GSH y que este permanece elevado
transcurridas las 24hs (Fig. 3.22B, panel superior). Es necesario sefialar que ambos tratamientos
inducen la produccion de altos niveles de O, tanto a 6 como a 24hs segin se mostro
anteriormente (Fig. 3.19B, panel superior) y que la combinatoria TOA+CAPE mostrd un

comportamiento antagdnico en cuanto a la induccién de muerte celular (Fig. 3.7B).

Con respecto a la linea Raji, puede observarse que con excepcién de MG132, el resto de los
tratamientos, ya sean individuales (TOA y CAPE) o combinados (TOA+MG132 y TOA+CAPE)
generan una disminucion significativa del nivel de GSH intracelular a 6hs que sigue persistiendo
a las 24hs de tratamiento (Fig. 3.22A y B, paneles inferiores). Vale la pena recordar que todos
estos tratamientos generaron niveles de O, significativamente mayores al basal (Fig. 3.19Ay B,
paneles inferiores). Ademds, se hace necesario destacar que tanto TOA+MG132 como

TOA+CAPE mostraron antagonismo en la linea Raji (Fig. 3.7Cy D).

Esta serie de resultados indica que, en el caso de la linea Raji, aquellos tratamientos capaces de
inducir altos niveles de O, generan en todos los casos una disminucién de GSH sin que se

registre un aumento posterior a modo de respuesta por parte de la célula.

64



Resultados

A 2.5+ EEE B 2.5+
E D 6hs _ LEL D 6hs P iy
G 2o @ 2ehs - O 204 24hs I ”
n
o I lg s TS
0 154 i) 1.5 1
€ €
u9s7| ¢, - g .
04 — 1.0 1
% *¥ l -g
)] G d Q
5 05 5 05
£ £
0.0 . v v v v 0.0
W 404 — w 1.04
= T s
5 O ehs o * Oehs
i B2shs b 02 I; [ 24hs
e .5 *E % % :g *%k ke
0.6 1 ok 0.6 1
Raji | £ - E
= = *x £ ks
S 041 o 3 041
9 o
o
5 021 5 024 ﬂ
£ c
0.0 . v . v . 0.0 . . v r .
TOA = s CE25 CE50 - TOA - - CE25 CE50 -
MG132 E CE50 CE25 - - CAPE - CE50 CE25 - -
H0, | - - - - + H,0, | - - - - i

Figura 3.22. Resumen de los cambios en los niveles de GSH inducidos por TOA, MG132 y CAPE.
Gréficos de barras que muestran el indice de cambio de fluorescencia de 5-CMF con respecto al basal a 6
y 24hs de tratamiento individual o combinado entre TOA y MG132 (A) y TOA y CAPE (B). El indice de
cambio (IC) se calculd como: mediana de fluorescencia de 5-CMF inducida por el tratamiento/mediana de
fluorescencia de 5-CMF del basal, a partir de los datos obtenidos de tres o mas experimentos
independientes en cada caso. Control positivo; H202 0.5mM. La presencia de diferencias significativas con
respecto al basal se evalué mediante el Test de Kruskal-Wallis, seguida de un Post-Test de Dunn. * p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001. Los valores de CE correspondientes a cada tratamiento se encuentran explicitados
en la Tabla 3.1.

Otra es la situacidn que se presenta en el caso de la linea U937 en donde una mayor produccion
de 0,7, como ocurre en el caso de TOA+CAPE, genera una respuesta celular que tiende hacia el
aumento de los niveles intracelulares de GSH y esto se asocia a una menor efectividad en cuanto
a su capacidad de inducir muerte (antagonismo). Por el contrario, aquellos tratamientos
incapaces de causar el aumento significativo de O, en esta linea, no generan el aumento de GSH
y esto parece asociarse a un aumento de potencia citotdxica, como ocurre en el caso de

TOA+MG132 que presenta un comportamiento sinérgico.
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3.2.4 Elsinergismo TOA+MG132 en la linea U937 se asocia a bajos niveles de
02~

Con el objetivo de confirmar la asociacidn planteada anteriormente entre la generacién de altos

niveles de O, y antagonismo, nos propusimos evaluar la respuesta de las células U937 a la

combinatoria TOA+MG132 en presencia de un agente capaz de generar de O;” pero incapaz de

inducir muerte celular por si solo. Buscamos comprobar entonces, si el nivel elevado de O;"

tendria o no un efecto en la interaccidn sinérgica de TOA y MG132 demostrada en células U937.

Un compuesto que cumple con estas caracteristicas es el H,0,, del cual se sabe que, al ser
agregado de manera exdgena a las células, es capaz de generar un incremento en los niveles de
O, intracelulares debido al dafio oxidativo que ejerce sobre distintas estructuras celulares
incluida la mitocondria (Carter et al., 1994; Hu et al., 2009). Sin embargo, este compuesto

también es capaz de generar citotoxicidad dependiendo de la concentracidn a la cual se utilice.

A fin de determinar una concentracion de H,0, capaz de generar O, sin inducir citotoxicidad en
la linea U937, calculamos la ecuacién de efecto medio para H,0; en esta linea utilizando la doble
marcacién FDA/IP por citometria de flujo. A partir de la curva dosis respuesta obtenida
determinamos la concentracién sub-citotdxica (CEO1) que resulté ser 80uM (Fig. 3.23Ay B). Una
vez hecho esto, evaluamos la capacidad del H,0, de generar O, a esa concentracidn en células
U937, verificdndose un incremento significativo en los niveles de esta especie con respecto al

basal tanto a 6hs como a 24hs (Fig. 3.23Cy D).
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Figura 3.23. Cdlculo de CEO1 de H,0; y evaluacién de la producciéon de O,". Recta de regresién
correspondiente a la ecuacién de efecto medio de H202 en la linea U937 (A) y curva de prediccidon de
efecto (B). Se muestran los parametros obtenidos para calcular la dosis sub-letal (CE01).Se muestra
ademas los Diagramas de Box-Whisker de distribucion de fluorescencia de HE obtenidos por tratamiento
con CEO1 de H20: a 6hs (C) y 24hs (D) La escala de fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias de

fluorescencia (uaf). Control positivo: CCCP 50uM.

Posteriormente, procedimos a evaluar el efecto sobre la produccién de O,y los niveles de GSH
de la combinatoria TOA+MG132 en presencia y ausencia de la CE01 de H,0,. En los ensayos con
HE se pudo observar que tanto a 6hs como a 24hs la presencia de H,0; sub-letal generd un
aumento en la produccién de O, con respecto al tratamiento con la combinatoria TOA+MG132
en ausencia de H,0; (Fig. 3.24A), tanto fue asi que el analisis estadistico develd la presencia de
un aumento significativo de la fluorescencia de HE con respecto al basal para el tratamiento en
presencia de H,0, (Fig. 3.24C). En cuanto a la marcacidn con 5-CMF el tratamiento combinado
en presencia de H,0; produjo un aumento en los niveles de GSH con respecto al tratamiento
con TOA+MG132 solo (Fig. 3.24B). De esta manera, la reduccidn significativa de sefial que se
observaba a 6hs para TOA+MG132 con respecto al basal, no se observé en presencia de H,0;

80uM. Del mismo modo, luego de 24hs de tratamiento, la presencia de H,0; junto con la
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combinatoria generd un aumento significativo del nivel de GSH con respecto al basal, lo que no

se produjo al tratar solamente con TOA+MG132 (Fig. 3.24D).
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Figura 3.24. Cambios en larespuesta a TOA+MG132 por agregado de H202 sub-letal. Diagramas
de Box-Whisker de distribucion de fluorescencia obtenidos mediante marcacién con HE (A) y 5-CMF (B)

para el tratamiento con TOA+MG132 en presencia de H20.. Los graficos corresponden a un experimento

representativo de todos los realizados. A partir de los datos obtenidos se construyeron graficos de barras

representando el indice de cambio con respecto al basal de HE (C) y 5-CMF (D) a 6hs y 24hs de tratamiento.
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La presencia de diferencias significativas con respecto al basal se evalué mediante el test de Kruskal-
Wallis, seguido de un Post-Test de Dunn. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Por ultimo, se repitid el ensayo de citotoxicidad con la combinacién TOA+MG132 en presencia
de H,0,80uM. En estas nuevas condiciones, la combinatoria mostré antagonismo en cuanto al
efecto citotdxico (Fig. 3.25) a diferencia de lo observado anteriormente en ausencia de H,0;, en
donde la combinatoria mostraba un comportamiento de tipo sinérgico en todo el rango de
efecto (Fig. 3.13A). Este cambio de comportamiento en cuanto al tipo de interaccion observada
en presencia de altos niveles de O, refuerza la idea de que el sinergismo observado en U937
con TOA+MG132, depende de la baja capacidad de este tratamiento para generar anién

superoxido.
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Figura 3.25. Calculo del indice de Combinacién (Cl) en cuanto al efecto citotéxico de
TOA+MG132 en presencia de H,0; sub-letal. Se muestra el Cl calculado para todo el rango de efecto
citotdxico (lineas continuas) con limites superiores e inferiores correspondientes a un IC95% (lineas
discontinuas). Estas curvas se calcularon a partir de los Cl obtenidos para los datos experimentales

(circulos).Cl >1 antagonismo, CI<1 sinergismo, Cl=1 aditividad (lineas punteadas)
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3.3 Expresion de BNIP3 y su relacion con el efecto citotdxico inducido
por TOA+MG132

3.3.1 Expresion diferencial de la proteina BNIP3 en células U937 y Raji

A partir de los resultados presentados en los Bloques | y Il se logré demostrar que la combinatoria
TOA+MG132 actua de manera diferenciada sobre las dos lineas celulares en estudio, siendo esta
combinatoria sinérgica en la linea U937 y antagdnica en la linea Raji. Ademas, fue posible identificar
a la produccion de Oy y la modulacién de los niveles de GSH como variables que influencian el
comportamiento de dicha combinatoria en la linea U937. Sin embargo, hasta este punto no hemos
podido explicar la presencia de antagonismo para el tratamiento TOA+MG132 en la linea Raji, ni el
comportamiento diferencial de esta combinacién de drogas sobre los dos modelos celulares en
estudio. En particular, hasta el momento no ha sido posible encontrar ninguna asociacién entre la
produccién de O2- y los niveles elevados de glutatién con el antagonismo observado entre TOA y

MG132 en la linea Raji.

Con el propdsito de esclarecer aunque sea en parte estas incégnitas nos propusimos explorar otros
mecanismos que permitan explicar los fendmenos observados. Un posible mecanismo que podria
ayudar a explicar las diferencias observadas en cuanto al tipo de interaccién de la combinatoria en
ambas lineas, esta relacionado con el nivel de expresién de la proteina BNIP3. Se ha propuesto que
dicha proteina juega un papel importante en la muerte mediada por TOA (Kanzawa et al., 2005). Por
otra parte, se ha reportado en diversos modelos tumorales que el silenciamiento epigenético u otras
alteraciones de la expresidn de BNIP3 pueden actuar como mecanismo de resistencia a la muerte
inducida por diversos quimioterapicos (Erkan et al., 2005; Murai et al., 2005b; Okami et al., 2004) y
a la muerte por hipoxia (Azad et al., 2008). Por ultimo existen evidencias de que la linea Raji tiene
silenciado el gen de BNIP3, lo que en una primera instancia explicaria su resistencia al TOAy a la

combinatoria TOA+MG132 (Murai et al., 2005a).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos en primer lugar estudiar las caracteristicas
de la expresion de BNIP3 en las lineas celulares a nivel de ARN mensajero (ARNm) y proteina.
Mediante ensayos de RT-PCR nos fue posible detectar la expresion basal del mensajero de BNIP3 en
la linea U937 (Fig. 3.26A). Cuando tratamos estas células con las CE que producen la muerte celular

a 72hs y evaluamos la expresion relativa del ARNm de BNIP3 a 24hs, observamos un incremento en
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el caso del tratamiento con MG132 y una pequefia disminucién en el caso de TOA y TOA+ MG132

con respecto al basal (Fig. 3.26).
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Figura 3.26. Expresion diferencial del mARN de BNIP3 evaluada por RT-PCR. Anlisis de la expresion
relativa del producto de 317pb en células U937 y Raji tratadas y en condicién basal (A). Los valores
correspondientes de las CE en uM son los mismos que se utilizaron en los ensayos previos. Se utiliz6 como
control de ADNc PB-actina. Los graficos de barra indican los valores correspondientes obtenidos por

densitometria (B).

Por el contrario, en la linea Raji en condiciones basales el ARNm de BNIP3 fue apenas detectable, en
coincidencia con lo reportado por otros autores (Fig. 3.26A) y no se observaron cambios en los
niveles del mensajero con respecto al basal luego de 24hs de tratamiento con TOA, MG132 o
TOA+MG132 (Fig. 3.26). Posteriormente a la deteccidon del mensajero de BNIP3 se procedio a la
busqueda de la proteina mediante ensayos de inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo
especifico. La proteina fue facilmente detectable en la linea U937 mostrando una distribucidn
homogénea por todo el citoplasma (Fig. 3.27A). Por el contrario, su deteccion fue dificultosa en la
linea Raji ya que la intensidad de fluorescencia especifica para BNIP3 practicamente no se diferencid
con respecto a la observada en el caso del control negativo (Ac. secundario conjugado con FITC) (Fig.
3.27A). Una situacion similar se observd al realizar ensayos de Western Blott, en donde se detectd
facilmente BNIP3 en U937 en sus formas mono y dimérica. Por el contrario, en el caso de la linea
Raji la expresién de esta proteina en forma dimérica fue muy baja, mientras que la presencia del

mondmero es practicamente indetectable (Fig. 3.27B).
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. - — BNIP3 dimero (60kD)
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Figura 3.27. Expresion diferencial de la proteina BNIP3 evaluada por IFl y WB. Deteccién de la
expresion basal de BNIP3 en ambas lineas celulares por inmunofluorescencia utilizando un Ac. primario anti-
BNIP3 y un Ac. secundario conjugado con FITC (A). La columna en la que se indica Anti-BNIP3+DAPI muestra
una superposicion digital de la imagen de fluorescencia verde (anti-BNIP3) con la imagen de fluorescencia azul
(tincidn nuclear con DAPI) obtenida en el mismo campo, para apreciar la distribucion relativa de BNIP3 en el
citoplasma y aéreas perinucleares. También se muestra la fluorescencia inespecifica detectada en preparados
de células Raji con el conjugado FITC en ausencia de anticuerpo primario anti-BNIP3. Barra de tamarfio= 10
um. En (B) se muestra un ensayo de WB para BNIP3 utilizando extractos citoplasmaticos de la linea Raji

(izquierda) y U937 (derecha) en condiciones basales.

3.3.2 Aumento de la expresion de mensajero de BNIP3 en las células Raji por
tratamiento con Acido Valproico (VPA)

Como ya se menciond anteriormente, existen evidencias de que las células tumorales pueden en
determinados casos disminuir la expresion de BNIP3 mediante silenciamiento epigenético (Murai et
al., 2005a). Esto podria evitar la muerte de las células tumorales en condiciones adversas como la
hipoxia o la exposicidon a TOA u otras drogas citotdxicas (Ishida et al., 2007; Mazure et al., 2009;
Okami et al., 2004). Este silenciamiento se basa fundamentalmente en la alteracién de los patrones
acetilacién de histonas y/o de metilacién del ADN codificante para el gen en cuestion (Heller et al.,

2008).

Teniendo en cuenta estos conocimientos previos, nos propusimos inducir un aumento en la

expresion de BNIP3 en la linea Raji, mediante el uso de agentes con probada accion epigenética.
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Esto se hizo con el objetivo ultimo de evaluar la influencia del silenciamiento de BNIP3 sobre la
respuesta de las células Raji al tratamiento combinado TOA+MG132. Se utilizaron para estos
ensayos dos compuestos: 5-Azacitidina (5-AZA), que posee accidon hipometilante y Acido Valproico,
un inhibidor de histona-desacetilasa (HDAC). Nuevamente, el nivel relativo de expresion del

mensajero se evalué mediante RT-PCR luego de 24hs de tratamiento.

Al tratar las células Raji con VPA en concentraciones 2, 3y 4 mM se observd un claro aumento del
nivel de ARNm de BNIP3 con respecto al basal (Fig. 3.28A). Lo mismo ocurrié en el caso de 5-AZA
1uM, la cual mostré un efecto similar al de VPA en cuanto a la capacidad de incrementar el ARNm
de BNIP3 en Raji (Fig. 3.28C). Vale la pena destacar que VPA también generé un incremento del nivel

del mensajero de BNIP3 en la linea U937 al utilizar el mismo rango de concentraciones (Fig. 3.28A).

Las células Raji tratadas con 3mM de VPA por 24hs junto con MG132 CE30, CE40 y CE50 mostraron
también un aumento del ARNm de BNIP3 (Fig. 3.28B) contrariamente a lo observado anteriormente
en ausencia de VPA (Fig. 3.26A). Habiendo obtenido resultados similares con ambas drogas
epigenéticas y por cuestiones inherentes a la facilidad de manejo y almacenamiento de las mismas,

decidimos seguir trabajando sélo con VPA.
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Figura 3.28. Expresion del mARN de BNIP3 evaluada por RT-PCR en presencia de VPA y 5-AZA.
Ensayos de RT-PCR del producto de 317pb en células U937 y Raji tratadas VPA y en condicidn basal (A), células
Raji Tratadas con VPA+MG132 (B) y células Raji tratadas con 5-AZA (C).Se utilizé6 como control de cADN B-

actina. Los graficos de barra indican los valores correspondientes obtenidos por densitometria.

3.3.3 Aumento de la expresion de la proteina BNIP3 en células Raji luego del
tratamiento con VPA

Al momento de analizar el efecto del VPA 3mM sobre la expresién de la proteina BNIP3 mediante
inmunofluorescencia, las células Raji tratadas mostraron un aumento en la expresién de BNIP3 con
respecto a las no tratadas (Fig. 3.29A). Ademads, se observd que esta proteina se encontraba
distribuida de manera desigual en el citoplasma celular, en areas cercanas al nucleo y alejada de la

periferia. Lo contrario se observd en el caso de las células U937 tratadas con VPA, en donde la
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distribucidn de la proteina fue uniforme en toda el area celular (Fig. 3.29B). El incremento en la

expresion de BNIP3 en la linea Raji fue posteriormente confirmado mediante Western Blot Fig.

3.29C).
A Anti-BNIP3+DAPI Anti-BNIP3 C
= BNIP3 dimero
(60kD)
[
©
o0
— | === BNIP3 monémero
© : (30kD)
o
E . |
£ = B-actina
()
£
g s DMondmero (—
% 4 DDimero
S 3
B g2
o1
= [CIE 1)
N
H & &
@ &
[=2]
~N
o
(=)}
)
=
£
()
&
>

Figura 3.29. Expresion de la proteina BNIP3 en células tratadas con VPA 3mM. Deteccién de la
expresion basal de BNIP3 en ambas lineas celulares por inmunofluorescencia utilizando un Ac. primario anti-
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BNIP3 y un Ac. secundario conjugado con FITC. La superposicién digital con imagenes de fluorescencia para
DAPI muestra la distribucion intracelular de BNIP3 en las células tratadas con VPA 3mM. En células Raji (A) se
observd en general una ubicacidn de la marca fluorescente en areas perinucleares (flecha blanca), mientras
gue en areas marginales se observé poca o nula fluorescencia (flecha punteada). La linea U937 (B) tratada con
VPA siguié mostrando una distribucidn uniforme en todo el citoplasma. Barra de tamafio= 10 um. Ensayo de
Western blot que confirma un incremento en la expresion del dimero de 60kDa y el monémero de 30 kDa de
BNIP3 en células Raji tratadas con VPA (C). El grafico de barras corresponde al andlisis densitométrico de las
bandas observadas.

3.3.4 VPA no sensibiliza |a linea Raji a la accidn citotdxica de TOA+MG132

Como ya dijimos, nuestra intencién fue utilizar el VPA como un agente sensibilizante sobre la linea
Raji sin que este contribuya por si mismo a la citotoxicidad, sino que su accién se limite a generar
un aumento en los niveles de BNIP3. De esta manera, esperdbamos generar una potenciacion del
efecto citotdxico de la combinaciéon TOA+MG132 sobre estas células, como consecuencia de la

expresion de BNIP3.

En primer lugar, se realizaron ensayos de citotoxicidad de VPA a 72hs (mediante citometria de flujo
con FDA/IP) para obtener los pardmetros de una ecuacion de efecto medio, obteniendo entonces
una curva o funcién dosis vs. efecto citotéxico. A partir de los datos obtenidos se calcularon las CE50
de VPA a 72hs, que resultaron ser 6.22mM y 4.20mM para Raji y U937 respectivamente. Ademds se

calculé la concentracidn sub-citotdxica de VPA en Raji que resultd ser 3mM (datos no mostrados).

La idea de utilizar una concentracidon de VPA sub-citotdxica como agente sensibilizante surgié a
partir de los ensayos mostrados anteriormente en donde se demostré que en U937 la combinatoria
TOA+MG132 resultd sinérgica y que en esta linea celular BNIP3 se expresa de manera constitutiva.
En base a estos antecedentes, anticipdbamos que el desilenciamiento epigenético de BNIP3 en
células Raji podria potenciar el efecto de TOAy MG132, logrando que la combinacién TOA+MG132

pase de antagdnica a sinérgica.

Nuestra primera hipdtesis suponia que concentraciones sub-citotdxicas de VPA actuarian a nivel
epigenético aumentando los niveles de expresién de BNIP3, para generar asi un sinergismo entre
TOA y MG132 en cuanto al efecto citotdxico, como el observado en el caso de la linea U937 (Fig.

3.7A).

Sin embargo, esta hipdtesis probd ser incorrecta en este caso, ya que al realizar el ensayo de

citotoxicidad con la combinacion TOA+MG132 en presencia de VPA 3mM, la interaccion entre TOA
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y MG132 seguia comportandose de manera antagdnica en todo el rango de efecto citotdxico (Fig.

3.30By C).

De hecho, el antagonismo se vio incrementado, ya que se pasé de una cota inferior para el indice
de combinacidn (Cl minimo) de 1.16 obtenido para la CE80 en ausencia de VPA (Fig. 3.30A), a un Cl
minimo de 1.91 obtenido para la CE70 en presencia de VPA sub-letal (Fig. 3.30A).

Ademas, al combinar TOA+VPA a una relacién molar fija, se observé que esta nueva combinacion
actuaba de manera sinérgica en la linea U937 (Fig. 3.31A panel izquierdo), mientras que en la linea
Raji generd un efecto sumamente antagdnico ya que el efecto citotdxico del TOA en esta linea

practicamente desaparecié en presencia de VPA (Fig. 3.31A panel derecho).
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Figura 3.30. Influencia de VPA sobre el efecto citotoxico de TOA+MG132. Gréfico de Cl en funcion del
nivel de efecto citotdxico correspondiente a células Raji tratadas con TOA+MG132 en ausencia (A) y presencia
(B) de VPA 3mM. Se muestran en cada caso los datos experimentales (puntos) y la curva calculada a partir de
los mismos (linea llena) con sus correspondientes intervalos de confianza de 95% (lineas guionadas). En (C) se
muestran algunos de los valores de citotoxicidad obtenidos experimentalmente para los tratamientos
individuales y combinados.

U937 Raji
A
1,5 1
g | g
— \ ‘E
I P 3
S 148
£ ° . £
o .\\~ e Kol
S 13 S
Y
TN ¢ S R—. ©
g > @
o k=)
z 3
0 ——— 0 . . S A ——— S ———
o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
B Fraccion de muerte (Fa) Fraccion de muerte (Fa)
100- 1001
80
3 X
@ @
y o y =
g 404 g
2 s
20
o
TOA - - - 2.5uM 7uM  4pM 5.3uM TOA - - - 7uM  10pM  8uM 15pM
VPA -  3mM 4mMm - - 3mM 4mM VPA - 3mM 8mM - - 4.8mM 9mM

Figura 3.31. Interaccidon de TOA y VPA sobre el efecto citotoxico en las lineas Raji y U937. Graficos
de Cl en funciéon del nivel de efecto citotdxico (A) correspondiente a células U937 (panel izquierdo) y Raji
(panel derecho) tratadas con TOA+VPA. Se muestran en cada caso los datos experimentales (puntos) y la curva
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calculada a partir de los mismos (linea llena) con sus correspondientes intervalos de confianza de 95% (lineas
guionadas). En (B) se muestran algunos de los valores de citotoxicidad obtenidos experimentalmente para los

tratamientos individuales y combinados en cada linea, y que fueron utilizados para obtener el Cl.

Esta serie de resultados nos indica que, aunque esta reportado que BNIP3 es un factor importante
en el mecanismo de accion de TOA, no alcanza solamente con aumentar la expresiéon de esta
proteina para lograr sensibilizar a la linea Raji a los efectos de TOA+MG132. Este hecho
probablemente se deba a la presencia de otros mecanismos de resistencia que la célula tumoral

pone en juego para resistir el efecto citotéxico ejercido por la combinatoria.
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3.4 Induccion de autofagia por TOAy MG132 en las células Rajiy U937
3.4.1 Autofagia basal en las células Raji y U937

Como se comentd en la seccion de Introduccidn, existen varios reportes que indican la capacidad de
TOA de inducir autofagia en diversos modelos tumorales. Sin embargo, las consecuencias de
induccion de autofagia en células tumorales ha sido motivo de controversia. Para algunos autores
la induccién de autofagia por el TOA actuaria como un mecanismo iniciador de muerte celular
(Kanzawa et al., 2005), mientras que para otros la ocurrencia de autofagia constituye un mecanismo
de resistencia. Esta Ultima interpretacidn es actualmente la mas difundida, y entiende a la autofagia
como una respuesta de stress celular frente a la injuria que representan el TOA u otras drogas

citotoéxicas (Bellot et al., 2009; Quinsay et al., 2010; Rikka et al., 2011).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos investigar la presencia de autofagia y su
posible rol en la resistencia a la citotoxicidad por TOA y MG132 en nuestro modelo de estudio. Mas
concretamente, buscamos determinar una posible relacidn entre la capacidad de TOA y MG132 de

inducir autofagia y la potencia citotdxica que observamos en ambas lineas celulares.

En primer lugar evaluamos la presencia de autofagia basal en las lineas Raji y U937 y los cambios
inducidos por los tratamientos TOA, MG132 y TOA+MG132 sobre este proceso. La proteina LC3
tiene un rol importante en la formacién de autofagosomas. Al iniciarse la autofagia, LC3 es objeto
de una modificacidn postraduccional en la que se conjuga con un grupo fosfatidil-etanolamina y asi
la proteina modificada pasa a llamarse LC3ll, en tanto que la forma no conjugada se denomina LC3lI.
La forma LC3Il se localiza de manera exclusiva en los autofagosomas, aun en sus formas mas
inmaduras. Como consecuencia de la conjugacion de fosfatidil-etanolamina, LC3Il tiene ademds una
mayor movilidad electroforética y permite entonces que su deteccion sea utilizada como un

indicador de la presencia de autofagosomas.

Mediante ensayos de Western Blot para la deteccién de la proteina LC3 en extractos celulares
observamos la presencia de LC3ll en ambas lineas celulares, sugiriendo la presencia de
autofagosomas en estado basal (Fig.32A). Ademas, se observd un incremento en los niveles de LC3lI
luego de tratar la células por 24hs con TOA, MG132 y TOA+MG132, en concentraciones que
previamente demostramos que resultan citotdxicas a 72hs(Fig. 3.32A y B), indicando entonces que

a 24hs se produce un incremento en la masa de autofagosomas con respecto a los basales.
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Para complementar la identificacién de autofagosomas, realizamos una marcacion con la sonda
fluorescente monodancyl-cadaverina (MDC) y observacion por microscopia de fluorescencia. Esta
sonda lipofilica tiene la propiedad de incorporarse a los autofagosomas tempranos y maduros, en
tanto que su acumulacién produce una emision de fluorescencia en el rango azul-verde, cuando se
excita con luz UV. Como toda sonda fluorescente lipofilica, el exceso de concentracion puede marcar
otras estructuras de manera inespecifica; es por ello que mediante la realizacién de ensayos

preliminares optimizamos la concentracién de MDC para el trabajo con las lineas Raji y U937.

Los autofagosomas identificados por MDC en ambas lineas celulares mostraron diferencias en
cuanto al nimero, tamanio y distribucién. La linea Raji mostré tener autofagosomas mas grandes y

con fluorescencia mds intensa que la linea U937 (Fig.32C).

82



Resultados

A B
— — 131 = 3'EU937
: 1) Raji
~ s g JJ:_
(22] [}
= < 21
B-actina _S
-
L
21
-LC31 <
-3 2
1o, | R T eep—— z
2 0 ¥ ¥ v
N
S R S e e S Y
< Q N
TOA - - CE50  CE25 ,@v
MG132 - CES50 - CE25
C U937 Raji

MDC

MDC+C. Fase

Figura 3.32. Autofagia basal e inducida por tratamientos en U937 y Raji. En (A) se muestra la imagen
de un ensayo de WB para expresién de LC3I y LC3Il en células sin tratamiento y tratadas por 24hs con TOA y
MG132 solos y combinados con el correspondiente control de actina. Se muestran en (B) los resultados del
analisis densitométrico de las bandas obtenidas en A. El panel (C) corresponde a imagenes de células Raji y
U937 sin tratar marcadas con MDC. Algunas células mostraron puntos grandes con alta fluorescencia (AF),

otras puntos pequefios con baja fluorescencia (BF) e incluso algunas células no presentaron fluorescencia
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alguna (NF). MDC+C.Fase muestra una superposicion digital de las imagenes de fluorescencia y contraste de

fase para poder apreciar la distribucidn celular de los autofagosomas.

3.4.2 Cuantificacién de autofagosomas mediante citometria de flujo utilizando
MDC

Se hace necesario mencionar que en los ensayos de microscopia de fluorescencia realizados con
MDC se observd que algunas células mostraban claramente la presencia de autofagosomas,
mientras que en otras células de la misma muestra (e incluso dentro del mismo campo), estas
vesiculas estaban ausentes (Fig. 3.32C). La ocurrencia de este fenédmeno se presenté como una
dificultad para poder realizar una estimacién fiel de las variaciones en el nivel de autofagosomas
inducido por los tratamientos sobre las células, si pretendiamos utilizar cualquiera de los dos
métodos mencionados. En otras palabras, utilizando la técnica de WB para LC3II, estariamos
estimando el nivel de autofagosomas mediante un promedio obtenido entre células con y sin
autofagosomas. Por otro lado, si bien la microscopia permite discriminar entre células con y sin
autofagosomas, su poder de cuantificacidén estd limitado a la observacidn de unas pocas decenas de
células, y ademas se hace complicada la estimacién de diferencias en la intensidad de sefial entre

células positivas.

Por esta razén decidimos recurrir a un ensayo de citometria de flujo utilizando MDC, ya que
mediante esta técnica es factible el analisis individual de miles de células por muestra y posibilitando
discriminar la presencia, ausencia e intensidad de la marca fluorescente en cada uno de los eventos

adquiridos.

Para utilizar la MDC como marcador de autofagosomas es necesario excitar esta molécula con luz
UV y por eso utilizamos un citémetro especialmente equipado con este tipo de linea de iluminacion.
Como una ventaja adicional, al utilizar la citometria de flujo, la deteccion de la luz fluorescente
emitida por MDC se realiza en un rango de longitudes de onda mucho mas estrecho que en el caso
de la microscopia de fluorescencia, aumentando sensiblemente la especificidad de la sefial de MDC
como marcadora de autofagosomas (Cavaliere et al., 2014; Klionsky et al., 2016a; Munafo et al.,

2001).

Para la puesta a punto de estos ensayos, decidimos en primer lugar comprobar la capacidad de la
citometria de flujo de detectar cambios en los niveles de autofagia utilizando MDC. En este sentido,

se realizé un ensayo tratando las células Raji por 24hs con diferentes dosis de Rapamicina. Este

84



Resultados

compuesto, es capaz de inducir autofagia por inhibicion de la via mTOR y es utilizado como un

estimulo pro-autofagico estandar (Klionsky et al., 2016a). Junto a la tincién con MDC, cada muestra

se marco con FDA e IP para poder determinar cambios en la viabilidad celular ademas del nivel de

autofagosomas (Fig.33A).
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Figura 3.33. Determinacion simultanea de autofagia y muerte celular por citometria de flujo en
células tratadas con Rapamicina. Los gréaficos tipo Dot-Plot en A corresponden a tres muestras

representativas utilizadas para generar los graficos de barras que se muestran en los paneles inferiores. El
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analisis de cuadrantes de MDC vs IP (autofagia vs perdida de permeabilidad de membrana) se muestra en la
fila superior y el de FDA vs IP (actividad metabdlica vs perdida de permeabilidad de membrana) en Ia fila
inferior. Los graficos de barras en B muestran el porcentaje de células Raji viables (IP negativas), que resultaron
positivas para MDC Yy el de células muertas (IP positivas) en presencia de dosis crecientes de Rapamicina luego
de 24 hs de incubacion. Las muestras fueron ensayadas por triplicado y las barras de error indican + SD
alrededor de la media.

De esta manera confirmamos que era factible detectar el efecto inductor de autofagia de la
Rapamicina por citometria de flujo. En este sentido, se observé un aumento dosis dependiente de
la sefial de MDC en células Raji luego de 24hs de tratamiento, indicando un mayor contenido de
autofagosomas. Ademas, no se registraron cambios importantes en la viabilidad celular con
respecto al estado basal (Fig. 3.33B). Resultados similares se observaron para la linea U937 (datos
no mostrados). Cuando se traté a la linea Raji por 72hs con concentraciones crecientes de TOA, se
observé que solo las concentraciones menores a CE40 mantuvieron niveles de autofagia por encima
del basal (Fig. 3.34A). Por otra parte, a dosis superiores a la CE30 se observé una relacién inversa
entre la dosis utilizada y el nivel de autofagia inducido. Esto significa que mientras mayor es el
porcentaje de muerte que se induce, menor es la probabilidad de detectar autofagia en las células
gue permanecen viables. Resultados similares se obtuvieron para VPA en la linea Raji, en donde
concentraciones que resultan subcitotdxicas (menores a 3mM) generaron un alto porcentaje de
células MDC positivas a 72hs, mientras que para concentraciones capaces de inducir altos
porcentajes de muerte, la cantidad de eventos positivos para MDC disminuyé drasticamente (Fig.
3.34B). En base a estos resultados adquiere gran importancia la posibilidad que brinda la citometria
de flujo de medir autofagia exclusivamente en las células que permanecen vivas dentro de una
muestra que posee un alto porcentaje de células muertas, a diferencia del WB para LC3Il en donde

este tipo de analisis no es posible.
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Figura 3.34. Evaluacidon simultdnea de autofagia y muerte celular inducida por TOA y VPA en
células Raji. Graficos de barras mostrando el porcentaje de células Raji realizando autofagia (MDC positivas)
y muerte celular (IP positivas) en presencia de concentraciones crecientes de TOA (A) y VPA (B) luego de 72hs
de incubacidn. Las muestras fueron ensayadas por triplicado y las barras de error indican + SD alrededor de la

media.

3.4.3 Determinacion de flujo autofagico

Llegado este punto, es necesario destacar que la autofagia debe entenderse como un proceso
dindmico, que se inicia con la formacién de un fagéforo y culmina con la fusion de un autofagosoma
maduro con el lisosoma. Es por esta caracteristica dindmica de la autofagia que la cantidad de
autofagosomas observados en un momento dado, no refleja necesariamente y de manera directa
la ocurrencia e intensidad de la actividad degradativa autofagica. Es decir, la observacién de un
mayor numero de autofagosomas o la deteccion de un incremento en los niveles de LC3Il luego de
un determinado estimulo, no indican necesariamente un efecto de induccidn de autofagia, ya que
esta situacion puede darse tanto a partir de un aumento en la cantidad de sustrato que ingresa a
esta via de degradacién (induccién de autofagia), como a un bloqueo de la eliminacidon de
autofagosomas ya formados (bloqueo de flujo). En este Ultimo caso se daria la paradoja de observar
un mayor numero de autofagosomas, junto a la supresion de la degradacion de la carga que es
objeto de autofagia en transito hacia la unidn con los lisosomas. En otras palabras, tanto en una
condicidn de incremento del flujo autofagico como en presencia de un retraso del mismo seria

posible observar un aumento en el nimero de autofagosomas.
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Una estrategia adecuada para determinar si un tratamiento es verdaderamente un inductor de
autofagia o no, es el estudio de la respuesta a dicho tratamiento en presencia de un bloqueante de
las etapas tardias del proceso autofdgico. Mds precisamente, se sugiere no solo evaluar la respuesta
del tratamiento en comparacién con el basal, sino también la respuesta al tratamiento en presencia

y ausencia de un blogueante de flujo autofdgico (Klionsky et al., 2016a).

En este trabajo decidimos evaluar el bloqueo del flujo autofagico utilizando Vincristina (VCR). Esta
sustancia perteneciente a la familia de alcaloides de la Vinca es capaz de prevenir la fusién de los
autofagosomas con los lisosomas, debido a su capacidad de inhibir la polimerizacién de
microtubulos inhibiendo asi el trafico vesicular (Amenta et al., 1977; Mackeh et al., 2013; Munafo

et al., 2001).

Al realizar los ensayos de citometria utilizando VCR, se observd que este tratamiento no generd
efecto citotdxico a 72hs en la linea Raji dentro del rango 0.005 a 2uM (Fig. 3.35A, B). Ademas, a
concentraciones superiores a 0.5uM, el porcentaje de células positivas para MDC detectado fue
practicamente nulo luego de 72hs, lo que probablemente se deba a la supresién completa y

persistente de la actividad autofadgica por compromiso de la red de microtubulos (Fig. 3.35B).
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Asimismo, luego de adicionar VCR a las células previamente tratadas con Rapamicina 0.25uM por

24hs, observamos un claro aumento del contenido de autofagosomas a las 2hs de incubacion,

demostrando asi que se habia bloqueado el flujo autofdgico al poco tiempo de tratamiento con VCR.

Luego del aumento inicial se observd una disminucién progresiva del porcentaje de células MDC

positivas en el transcurso del tiempo, volviendo a niveles similares al basal luego de 3.5hs (Fig.

3.35C).
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Figura 3.35. Inhibicién de autofagia por tratamiento con VCR. Se muestran Dot-plots correspondientes
a un ensayo de citometria de 3 colores de células tratadas con VCR para determinacién de autofagia y muerte

celulara 72hs (A). En (B) se muestra un grafico de barras sefialando el porcentaje de células Raji MDC positivas

(células viables conteniendo autofagosomas), y el porcentaje de células muertas (IP positivas) en presencia de
concentraciones crecientes VCR luego de 72hs de incubacidn. El grafico de barras (C) corresponde a un ensayo
de bloqueo de autofagia inducida por Rapamicina mediante el co-tratamiento con VCR 1uM en funcion del

tiempo. Las muestras fueron ensayadas por triplicado y las barras de error indican + SD alrededor de la media.
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Como ya se comentd previamente, la cantidad de LC3Il detectada por WB tampoco es una medida
directa del flujo autofagico, sino que es necesario observar el aumento de los niveles de esta
proteina luego de la exposicion de las células a un bloqueante del flujo. Los cambios en el flujo
autofdgico detectados por WB de LC3 con diferentes tratamientos se muestran en la Fig. 3.36. En
este caso se utilizd NH4Cl como bloqueante de flujo autofagico, el cual se acumula en los lisosomas
neutralizando su pH y bloqueando la etapa degradativa de la autofagia, siendo por esta razén
frecuentemente utilizado con este propdsito (Klionsky et al., 2016a). Observamos que al tratar las
células por 24hs con un inductor de autofagia como la Rapamicina en presencia de NH4Cl, se generé
un aumento en la cantidad relativa de LC3Il, con respecto al tratamiento con Rapamicina en
ausencia de NH4Cl. Resultados similares se obtuvieron para VPA 3mM (el cual habia aumentado el
porcentaje de células MDC positivas en ensayos previos, ver Fig. 3.35B) y lo mismo se observé para
TOA+MG132. Este tipo de comportamiento es caracteristico de compuestos capaces de inducir

autofagia.

Por el contrario, en el caso de los compuestos que actian como bloqueantes de flujo no deberian
generarse grandes diferencias en los niveles de LC31l en presencia o ausencia de NH4CI. Este tipo de
comportamiento fue el que se observd para el caso de VPA 3mM+VCR 1uM, confirmando asi la
capacidad de VCR de bloquear las etapas tardias del proceso autofagico como se sugeria a partir de

los resultados previos (Fig. 3.35).
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Nivel Relativo de LC3 Il

Figura36. Inhibicion de flujo autofagico mediante NHA4CI. Células Raji tratadas con los compuestos
indicados por 24hs y luego incubadas por 4hs mas en ausencia o presencia de NH4Cl 10mM para bloquear el
flujo autofagico. Luego se realizo la evaluacidn de la diferencia en el contenido de LC3 Il por WB en presencia

y ausencia de NH4Cl como indicador de cambios en el flujo autofagico (grafico de barras).

3.4.4 MDC marca Autofagosomas pero no lisosomas

En algunos casos se ha sugerido que la MDC podria actuar también como marcador de lisosomas o
autofagolisosomas, por lo que ha cuestionado su capacidad de detectar los eventos tempranos del
proceso autofagico. Para excluir esta posibilidad realizamos dos ensayos: la transfeccion de las
células Raji con pRFP-LC3 con posterior marcacion utilizando MDC (Fig. 3.37) y una marcacién
combinada de las células con MDC y Naranja de Acridina (NA) (Fig. 3.38). Esta ultima sonda genera
fluorescencia roja por acumulacién en vesiculas acidas como los lisosomas. Por otra parte, la
construccion pRFP-LC3 induce la expresién de una proteina LC3 acoplada a la proteina fluorescente
roja (RFP, por sus siglas en inglés) que emite fluorescencia roja al excitarse con luz verde. En ausencia

de autofagia la fluorescencia de RFP-LC3 es baja y difusa, mientras que en presencia de autofagiay
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por acumulacién en la membrana de los autofagosomas desde su formacién mas temprana, la
fluorescencia de RFP-LC3 produce imagenes en forma de puntos gruesos o botones en la

microscopia de fluorescencia.

Para evaluar la colocalizacién de los autofagosomas marcados con RFP-LC3 y con MDC, realizamos
una superposicion digital de las imagenes obtenidas en los dos canales (Fig. 3.37, Merge). Los
graficos bivariados de dispersion para fluorescencia de RFP-LC3 y MDC (Fig. 3.37, fila inferior),
indicaron en todos los casos la presencia de una alta colocalizacidn entre las estructuras marcadas
con ambos fluoréforos, como se deduce de la gran aproximacién a la diagonal x=y (rojo=verde).
Ademas, para los tratamientos con VPA y VPA+VCR, se observaron cambios con respecto al basal en
la cantidad y distribucién de los autofagosomas de células Raji transfectadas con pRFP-LC3. El
tratamiento con VPA 3mM generd patrones de fluorescencia de tipo punteado, particularmente en
areas cercanas al nucleo que colocalizaron con MDC. El tratamiento con VPA+VCR generd una

redistribucion de los puntos fluorescentes hacia la periferia celular (Fig. 3.37).
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Figura 3.37. Estudio de colocalizacion entre MDC y autofagosomas en células transfectadas con
PRFP-LC3. Las células Raji fueron transfectadas utilizando DMRIE-C por 48hs y posteriormente tratadas por
24hs con VPA 3mM y VPA 3mM+VCR 1uM, realizandose finalmente la marcacién con MDC 50uM. Se muestran
imagenes obtenidas a partir de la deteccion de fluorescencia azul (MDC) y roja (RFP-LC3). Posteriormente se

realizé la superposicion digital utilizando pseudocolores y se realizé un analisis de estandar de correlacion rojo
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a verde (fila inferior) en donde una distribucidon de puntos cercana a la recta de correlacion x=y indica un
mayor grado de colocalizacién. Las desviaciones representadas por picos corresponden a células no

transfectadas que solo presentan fluorescencia de MDC.

En el ensayo de doble marcacion MDC/NA (Fig. 3.38), se observd la ausencia de colocalizacion entre
vesiculas marcadas con MDC y aquellas marcadas con NA, confirmando que la marcacién con MDC
en las condiciones usadas en este trabajo tifie solo autofagosomas tempranos a intermedios, pero
no autofagosomas tardios de contenido acido ni los lisosomas (Fig. 3.38, MDC). Por el contrario, NA
marca en rojo los lisosomas y en verde otras estructuras de la célula pero no los autofagosomas.
Sélo la fluorescencia roja de NA se debe a la acumulacién de esta molécula en compartimentos

acidos (Fig. 3.38, fila NA (verde) y fila NA (rojo)).

Ademas, se observd un incremento del nimero de autofagosomas en el caso de los tratamientos
con VPA 3mM y VPA 3mM+VCR 1uM a 24hs. Sin embargo, la presencia de vesiculas MDC positivas
fue practicamente nula luego de 72hs de tratamiento con VPA 3mM+VCR 1uM probablemente
debido a la inhibicién de autofagia a largo plazo por la VCR (Fig. 3.38, MDC). Los resultados obtenidos
concuerdan con la inhibicién de la autofagia detectada previamente mediante citometria de flujoy

WB (Figs. 3.35 y 3.36 respectivamente).

En contraste a lo observado en el caso de los autofagosomas, la cantidad de lisosomas fue baja en
condiciones basales y el tratamiento con VPA, pero se incrementd por tratamiento con VPA+VCR a
24 y 72hs, probablemente debido al bloqueo del trafico vesiculas que previene fusién con los

autofagosomas (Fig. 3.38, NA (Rojo)).

A partir de esta serie de ensayos logramos demostrar que el porcentaje de células marcadas con
MDC mediante Citometria de Flujo de excitacién UV, es un indicador valido y fiel para determinar
autofagia, que nos permite detectar los cambios inducidos sobre este proceso por inductores y

bloqueantes de flujo autofagico.
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Figura 3.38. Marcacion diferencial de autofagosomas y lisosomas en la linea Raji mediante MDCy
NA. Imagenes de fluorescencia correspondientes a células Raji tratadas con VPA 3mM y VPA 3mM+VCR 1uM

a los tiempos indicados y marcadas con MDC y NA. Para determinar la presencia de colocalizacidn, la
fluorescencia roja de NA se comparo con la azul de MDC usando pseudocolores y una herramienta de analisis
de correlacién rojo a verde (Image-Pro Plus 6.0). La imagen superpuesta de NA rojo + MDC (Merge) se muestra
como cian vs rojo para evitar confusion con el canal verde de NA. Los graficos de dispersién (fila inferior)
muestran que la fluorescencia roja de NAy la azul de MDC no correlacionan y se alejan de la recta de identidad

y=X. En las muestras que solo se marcaron con NA, no se detecto sefial en los canales rojo y azul utilizando un
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filtro UV 330-385nm U-MWAB2. En muestras marcadas sélo con MDC no se detect6 florescencia en el canal

rojo utilizando un filtro U-MWB2 450-480nm (datos no mostrados).

3.4.5 Induccion de aumento en la autofagia por TOA+MG132

Una vez validado el método de MDC para la deteccion de autofagosomas por citometria de flujo,
evaluamos el efecto de TOA+MG132 a 24hs sobre las células Raji, en un amplio rango de dosis
citotoxicas. Es decir, se utilizaron las dosis que producen distintos niveles de muerte a 72hs para

evaluar la posible induccidn de autofagia a 24hs.

Con este ensayo, confirmamos que la combinacién TOA+MG132 incrementa el porcentaje de células
MDC positivas tanto en la linea Raji como en U937, luego de 24hs de exposicidon con las dosis
citotéxicas ensayadas (CE30 CE50 y CE80) (Fig. 3.39). Esto coincide con lo observado anteriormente
por WB para la CE50 de esta combinatoria (Fig. 3.32A y B). Ademas, no se observaron cambios

apreciables en la viabilidad de las células a 24hs, a pesar de que estas dosis causan muerte celular a

72hs.

En otras palabras, la combinacién TOA+MG132 incrementd la autofagia en las dos lineas celulares,
aun cuando la combinacion resulto sinérgica en una linea y antagdnica en la otra. De esta manera
gueda practicamente descartada la posibilidad de que Unicamente diferencias en los niveles de
autofagia inducidos pudieran explicar un tipo de interaccidn opuesto entre TOAy MG132 en ambas

lineas celulares en estudio (sinergismo en U937 y antagonismo en Raji).
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Figura 3.39. Induccidon de autofagia a 24hs por TOA+MG132 en U937 y Raji. Graficos de barras

correspondientes a células Raji (A) y U937 (B) en los que se muestran los porcentajes de células viables con
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autofagosomas (MDC positivas) y de muerte celular (IP positivas) en presencia de distintas CE de la
combinatoria TOA+MG132 a 24hs de tratamiento (las CE correspondientes se detallan en la Tabla 3.1).

Para confirmar esta suposicién, decidimos evaluar el efecto de la inhibicidon del proceso autofagico
sobre el tipo de interaccidon entre TOA y MG132 en la linea Raji. En este sentido, realizamos un
ensayo de citotoxicidad a 72hs sobre esta linea con TOA+MG132 en presencia de VCR subcitotdxica
(Fig. 3.40). Este ensayo mostrd que a pesar de la inhibicidn de la autofagia por VCR, la combinatoria
se siguid comportando de manera antagdnica en todo el rango de efecto citotdxico con un Cl
minimo de 1.09 y que, al igual que lo observado en ausencia de VCR (ver Fig. 3.30A), el antagonismo
es mucho mas marcado para concentraciones de TOA+MG132 que generan bajos niveles de muerte

celular.
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Figura 3.40. Influencia de VCR subletal sobre el efecto citotoxico de TOA +MG132 en Raji. Grafico
de Cl en funcién del nivel de efecto citotoxico correspondiente a células Raji tratadas con TOA+MG132 en
presencia de VCR subcitotoxica. Se muestran los datos experimentales (puntos) y la curva calculada a partir
de los mismos (linea llena) con sus correspondientes intervalos de confianza de 95% (lineas punteadas). Se

observa un CI>1 en todo el rango de efecto indicando una interaccidn antagonica.
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3.4.6 Sinergismo TOA+MG132 en la linea Raji en presencia de VPA+VCR

Hasta este punto, hemos demostrado que la combinatoria TOA+MG132 posee un efecto diferencial
sobre las células U937 y Raji, actuando de manera sinérgica en la primera y antagdnica en la
segunda. También demostramos que el sinergismo en U937 se asocia a una baja produccién de Oy~

durante las primeras horas de tratamiento (ver Bloque Il de resultados).

En cuanto a la linea Raji, demostramos que estas células tienen silenciado el gen de BNIP3, proteina
gue se piensa interviene de manera significativa en la muerte mediada por TOA y planteamos este
fendbmeno como un posible mecanismo de resistencia a la combinatoria. Posteriormente
demostramos que este silenciamiento podia revertirse con concentraciones subletales de VPA. Sin
embargo, observamos que a pesar de lograr aumentar la expresién de BNIP3, la combinatoria seguia
comportandose de manera antagdnica en Raji, lo que sugiere que el silenciamiento de BNIP3 no
seria el Unico mecanismo de respuesta al estrés inducido por TOA+MG132 que la célula pone en

juego (ver Bloque IlIA de resultados).

Luego evaluamos la autofagia como otro posible mecanismo de resistencia a la combinatoria,
demostramos que TOA+MG132 es capaz de inducir altos niveles de autofagia en la linea Raji y que
este proceso puede ser inhibido por VCR en concentraciones subcitotdxicas (1uM). Sin embargo, al
analizar la respuesta a TOA+MG132 en presencia de VCR 1uM, nuevamente observamos una

interaccion de tipo antagdnica en la linea Raji.

En base a estos resultados nos propusimos estudiar el efecto de la combinatoria TOA+MG132 tanto
en presencia de VPA como de VCR. De esta manera, estariamos aumentando la expresién de BNIP3
(silenciada de manera basal en la linea Raji y necesaria para la muerte mediada por TOA) y a la vez
inhibiendo el proceso autofagico que habia sido sugerido como un mecanismo de resistencia

concomitante.

Cuando se realizod el ensayo de citotoxicidad de TOA+MG132 en presencia de dosis subletales de
VPA y VCR a concentraciones subcitotdxicas, se observd que en estas condiciones la combinatoria
mostraba sinergismo a niveles de efecto altos (mayores a CE50) con un Cl minimo de 0.70

correspondiente a la CE75 de la combinatoria (Fig. 3.41).
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De esta manera se logré demostrar que para volver sensible a la linea Raji a la combinatoria
TOA+MG132, es necesaria no solo la expresion de altos niveles de BNIP3 sino también la inhibicidn

del proceso autofagico que actia como mecanismo de respuesta al estrés inducido por TOA.
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Figura 3.41. Sinergismo TOA+MG132 en células Raji en presencia de VPA+VCR subletal. El panel A
muestra un grafico de Cl en funcién del nivel de efecto citotdxico, correspondiente a células Raji tratadas con
TOA+MG132 en presencia de VPA 3mM y VCR 1uM (concentraciones subcitotdxicas). Se muestran los datos
experimentales (puntos) y la curva calculada a partir de los mismos (linea llena) con sus correspondientes
intervalos de confianza de 95% (lineas punteadas). Se observa un Cl<1 para niveles de efecto mayores a CE50

indicando una interaccion sinérgica. El panel B muestra con propdsito ilustrativo, un mayor detalle de los
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resultados de efecto citotoxico de TOA y MG132 en forma individual y combinada, correspondientes a uno de
los puntos experimentales evaluados para determinar el C.

Ademads, mediante ensayos de IF para BNIP3 se observé que en presencia de TOA+MG132 el co-
tratamiento con VPA+VCR generd un cambio de distribucién de la proteina BNIP3 dentro de la
célula, observandose una distribucion homogénea en todo el citoplasma, en contraposicién a lo
observado en el caso de VPA sélo, en donde BNIP3 se encontraba distribuida en zonas perinucleares

y alejada de la periferia de la célula (Fig. 3.42).
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Figura 3.42. La localizacion celular de BNIP3 inducida por VPA en células Raji se modifica por
tratamiento con VCR. Se muestran imagenes de inmunofluorescencia para la deteccion de BNIP3 en células
Raji tratadas por 24 hs con la combinatoria TOA+MG132 en presencia de VPA 3mM (paneles superiores) y VPA

3mM+ VCR 1 uM (paneles inferiores) en donde se observan los cambios en la distribucion de la proteina en
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el area celular.BNIP3 paso de ubicarse en zonas cercanas al nucleo (flechas) a una distribucién uniforme en
todo el citoplasma en presencia de VPA+VCR subletal.
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3.5 Eliminacion de mitocondrias como forma de resistencia al TOA
combinado con MG132

3.5.1 Efecto de los tratamientos sobre el potencial de membrana mitocondrial
(PMM)

Como sabemos, uno de los principales blancos celulares sobre los que actia el TOA es la
mitocondria. El daiio generado por TOA sobre esta organela se traduce generalmente en la pérdida
del potencial de membrana debido a una alteracion de la cadena de transporte de electrones (Chou
et al., 2005; Sumi et al., 2010). El dafio mitocondrial inducido provoca ademas la generacién de
importantes cantidades de O, (Sanchez et al., 2010). Es por esto que a menudo se relaciona un

aumento en los niveles de O, detectados con la presencia de mitocondrias dafiadas.

Por otro lado, es necesario recordar que la proteina BNIP3, la cual parece ser un actor importante
en la muerte mediada por TOA, puede tener una localizacién mitocondrial (Kubli et al., 2007; Rikka
et al., 2011; Vande Velde et al., 2000). Por estas razones el estudio del efecto de los tratamientos
sobre las mitocondrias, es sumamente importante para interpretar de manera adecuada la

respuesta de una determinada poblacidn celular a las drogas en estudio.

Para este fin realizamos ensayos de citometria de flujo a 24hs utilizando la sonda potenciométrica
fluorescente TMRE. Esta molécula se acumula dentro de las mitocondrias que mantienen su PMM
mientras que no lo hace en las mitocondrias despolarizadas, y esto se traduce en una disminucion
de la marca fluorescente. Ademas se utilizd la sonda supravital DAPI para excluir las células no

viables del analisis.

Al analizar dichos ensayos, observamos que el tratamiento con TOA incrementd el porcentaje de
células U937 con pérdida de PMM a 24hs alcanzando valores de despolarizacidn cercanos al 40%
(Fig. 3.43B). Este hecho se evidencia con la aparicién de una poblacién de células con baja intensidad
de TMRE (células en la region RN1 de la Fig. 3.43A). MG132 no generd cambios en el porcentaje de
célulasU937 con pérdida de PMM a 24hs, mientras que TOA+MG132 indujo un porcentaje de células
con pérdida de PMM mayor que MG132, pero menor que TOA (Fig. 3.43B).
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Aungue en la mayoria de los tratamientos se usaron CE50 a 72hs, la viabilidad a 24hs se mantuvo
por encima del 80%, lo que se evidencia por la ausencia de células DAPI positivas (Fig. 3.43B). Esto

indica que la perdida de viabilidad de muchas de las células ocurre luego de las 24hs de exposicion.

En contraste a lo ocurrido para U937, en la linea Raji ninguno de los tratamientos generé cambios
en el porcentaje de células con pérdida de PMM, aunque si en la viabilidad celular (Fig. 3.43B). Este
es un hecho llamativo ya que tanto TOA como TOA+MG132 generan un significativo aumento de los

niveles de O,"a 24hs de tratamiento (ver Fig. 3.19A del bloque Il de resultados).

Esta respuesta diferencial dependiente de la linea celular nos llamo particularmente la atencion ya
gue, como se menciond anteriormente, es comun asociar la aparicidén de altos niveles de O, al dafio
mitocondrial y particularmente a la pérdida de potencial de membrana mitocondrial. Sin embargo,
a pesar de que los tratamientos mostraban perfiles similares en cuanto a la produccién de O, en
ambas lineas, en Raji no se observé la presencia de mitocondrias despolarizadas luego de 24 hs de

tratamiento con TOA o TOA+MG132.

Esto nos llevd a pensar en la posibilidad de que las células de la linea Raji estuvieran poniendo en
juego un mecanismo de resistencia que les permitiera evitar y/o anular el dafio mitocondrial
generado por el TOA. En este sentido, varios autores indican que la generacidon de ERO en zonas
cercanas al nucleo se relaciona con la activacidn de genes de resistencia frente a estimulos que
generen dafio oxidativo. Ademas ha sido demostrado que en muchos casos las mitocondrias
dafiadas por una noxa capaz de ejercer dafio oxidativo, son trasladadas a zonas cercanas al nucleo,
dando lugar a una distribucidn particular de estas organelas conocida como cluster mitocondrial
perinuclear (CPNM) (Al-Mehdi et al., 2010; Hallmann et al., 2004). Este comportamiento en varios
casos se asocia con resistencia a tratamientos que tienen como blanco la mitocondria (Al-Mehdi et

al., 2010; Rikka et al., 2011).
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Figura 3.43. Efecto de TOA y MG132 sobre el PMM a 24hs. (A)Histogramas de fluorescencia
correspondientes a células U937 marcadas con TMRE utilizados para determinar el porcentaje de células con
pérdida de PMM (RN1) y con respecto a aquellas que aun lo mantienen (RN2). Para fijar el limite entre las dos
poblaciones se traté una muestra con el agente desacoplante CCCP y el histograma obtenido se compard con
el del basal. Los graficos de barras (B) muestran el porcentaje de células viables determinado por la exclusién
de DAPI (barras grises) y células con pérdida de PMM (barras naranjas). Se realizaron al menos tres ensayos
independientes a partir de los cuales se efectud la comparacién de los tratamientos vs el basal utilizando el
post-test de Tukey-Kramer luego de un test de ANOVA significativo (p<0.001). * = p<0.05, ** = p<0.01 y ***=
p<0.001

3.5.2 Cambios en la distribucién mitocondrial inducidos por TOA+MG132

En vista de todo lo expuesto anteriormente y considerando la influencia potencial de la morfologia

de la red mitocondrial en la respuesta a TOAy MG132, decidimos estudiar en ambas lineas celulares
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la existencia de cambios en la distribucién de las mitocondrias luego de los tratamientos. Para esto

se realizaron ensayos de microscopia de fluorescencia marcando las mitocondrias con TMRE.

Al realizar el tratamiento de las células U937 con TOA+MG132 por 24hs, observamos que las
mitocondrias marcadas con TMRE estaban distribuidas de manera homogénea por todo el
citoplasma, mostrando frecuentemente fluorescencia distribuida cerca de la periferia celular (Fig.
3.44A). Una morfologia similar se observé tanto en el basal como luego de los tratamientos con TOA

y MG132 de manera individual (datos no mostrados).

Por el contrario, al ser tratada la linea Raji con TOA+MG132, observamos que las mitocondrias
formaban grandes aglomeraciones particularmente en areas centrales cercanas al nucleo y
raramente se las observd en dreas marginales (Fig. 3.44B). Una distribucién similar se observo para

los tratamientos individuales (datos no mostrados).

Esta distribucidon diferencial de las mitocondrias en ambas lineas, se confirmé mediante el uso de
Mitotracker Red (MTKred), una sonda fluorescente que se une covalentemente a estructuras

mitocondriales, manteniendo la marcacién aun luego de fijar las células (Fig. 3.44Cy D).

Mediante la combinacién de imagenes de contraste de fase e imagenes de fluorescencia de MTKred,
pudimos obtener una medida del area relativa de la red mitocondrial en cada célula (Fig. 3.44E y F).
Para esto comparamos el area de mitocondrias de cada célula obtenida por procesamiento digital
de varias imagenes de MTKred, sobre el area celular total obtenida de las correspondientes
imagenes de contraste de fase (Fig. 3.45) (para una descripcién detallada del procedimiento ver la
seccion materiales y métodos). Los cambios en esta relacion de &areas inducidos por los
tratamientos, corresponden principalmente a dos factores: aumentos o disminuciones en la masa
de mitocondrias que posee la célula y modificaciones importantes en la distribucién de las
mitocondrias. A esta relacion drea mitocondrial/darea celular total la denominamos a&area

mitocondrial relativa (AMR).
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Al realizar este analisis, observamos que en las células U937 tratadas por 24hs con TOA y
TOA+MG132, se incrementd de manera significativa el AMR con respecto al basal, mientras que el

tratamiento con MG132 no generd cambios apreciables (Fig. 3.45A y C).
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Figura 3.44. Distribucion de las mitocondrias luego del tratamiento con TOA+MG132 por 24hs.
Imagenes de fluorescencia de las células U937 (A) y Raji (B) marcadas con TMRE luego de 24hs de tratamiento
con la CE50 de TOA+MG132, en donde se observa la diferente distribucion de las mitocondrias polarizadas en
el area celular. Esta distribucion disimil de las mitocondrias entre las dos lineas celulares, se confirmo
mediante marcacidon con MTKred, la cual se une covalentemente a las mitocondrias y es retenida incluso si
hay pérdida del PMM (Cy D). MTKred+CF muestra una superposicion digital de la fluorescencia de MTKred y
una imagen de contraste de fase del mismo campo (E, F). La barra de tamafio corresponde a 10 um.
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En contraste, las células Raji tratadas con TOA+MG132, mostraron una disminucién significativa del
AMR. Lo mismo ocurrié para el tratamiento con MG132 aunque el cambio fue de menor magnitud
que en el caso de la combinatoria. Finalmente el tratamiento individual con TOA generd una leve

disminucién del AMR, aunque esta no llegd a ser estadisticamente significativa (Fig. 3.45B y D).
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Figura 3.45. Modificaciones en el drea mitocondrial relativa (AMR) inducidas por TOA y MG132.
Lasimagenes de fluorescencia de MTKred y de contraste de fase se utilizaron para calcular el drea mitocondrial
y el area celular total respectivamente. Los graficos superiores muestran la distribucién de frecuencias
acumulativa del AMR, luego de los tratamientos indicados en el caso de la linea U937 (A) y Raji (B). Se
analizaron al menos 200 células de un minimo de 50 imagenes en cada grupo. Los paneles inferiores
corresponden a gréaficos de Box-Whisker para células U937 (C) y Raji (D) con la probabilidad de significacién
correspondiente al post-test de Tukey-Kramer para la comparacién tratamiento vs basal, luego de un test de
ANOVA significativo (p<0.001).* = p<0.05 y **=p<0.01
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3.5.3 Cambios en la masa mitocondrial inducidos por los tratamientos

Estos resultados sugieren la posibilidad de que las modificaciones en el AMR generadas por parte
los tratamientos en estudio (en particular la combinatoria TOA+MG132) sean debidas a cambios en
la cantidad de mitocondrias. Por esta razdn se realizaron ensayos adicionales para evaluar la masa
mitocondrial celular y su variacidn en respuesta a los tratamientos. Esto se llevd a cabo mediante
citometria de flujo utilizando la sonda NAO (Naranja de Nonil-Acridina). Esta molécula fluorescente
es capaz de unirse especificamente a Cardiolipina, un lipido que en células eucariotas se encuentra
de manera exclusiva en la membrana mitocondrial interna, permitiendo marcar todas las

mitocondrias independientemente del PMM.

En la linea U937 observamos que tanto los tratamientos individuales como la combinatoria
generaban un incremento de la masa mitocondrial en comparacion con los niveles basales luego de
24hs. Por el contrario, en el caso de la linea Raji todos los tratamientos generaron la disminucién de

la masa mitocondrial, siendo ésta mds marcada en los casos de TOA y TOA+MG132 (Fig. 3.46).

A partir de lo observado en los ensayos de microscopia de fluorescencia con MTKred vy las
citometrias con TMRE y NAO, pareceria haber una relacién entre la ocurrencia de cambios en Ia

masa mitocondrial, la distribucién de estas organelas dentro de la célula y la pérdida de PMM.

En otras palabras, al tratar la linea U937 con TOA (ya sea de manera individual o formando parte de
la combinatoria) se estaria generando dafio mitocondrial que se traduce en pérdida del PMM,
acompafiado de un aumento en la masa mitocondrial y un incremento en el area relativa

mitocondrial.

En cambio, la linea Raji muestra un comportamiento totalmente opuesto. En estas células, el
tratamiento con TOA, MG132 o TOA+MG132 genera una disminucién de la masa mitocondrial, que
se acompafia de una disminucién del AMR, con localizacién en zonas cercanas al nucleo y alejadas

de la periferia, sin que se detecte pérdida del PMM.
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Figura 3.46 .Determinacion de cambios en la masa mitocondrial mediante citometria de flujo. Las
células se trataron por triplicado con las CE50 correspondientes de TOA, MG132 y TOA+MG132 por 24hs.

Posteriormente se marcaron con NAO y se analizaron por citometria de flujo. Los histogramas (A)

corresponden a muestras representativas y se indica la correspondiente mediana de fluorescencia (MF). A
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partir de estos datos se calculd el indice de cambio como MF del tratamiento/MF del Basal tal como se
muestra en el grafico de barras (B) que se realizé a partir de los datos obtenidos de tres o mas experimentos
independientes. La presencia de diferencias significativas con respecto al basal se evalué mediante el Test de
Kruskal-Wallis seguida de un Post-Test de Dunn. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

3.5.4 Efecto de VPA+VCR subletal sobre la masa vy la localizacién mitocondrial

Esta serie de resultados nos llevd a pensar que la menor eficacia en la inducciéon de muerte de la
combinatoria TOA+MG132 (antagonismo) observada en la linea Raji, podria deberse a que estas
células responden a dicho tratamiento eliminando las mitocondrias dafiadas por TOA. Este hecho
explicaria la ausencia de mitocondrias despolarizadas y la disminucion en la masa mitocondrial luego
del tratamiento. Dicho proceso de eliminacidon de mitocondrias dafiadas estaria teniendo lugar en
zonas cercanas al nucleo, lo que explicaria los cambios observados en la distribucidn que llevan a la
formacién del CPNM, el cual, como ya se menciond, se asocia generalmente a un perfil de resistencia

a drogas que tienen como blanco la mitocondria.

Recordemos que el antagonismo TOA+MG132 observado en la linea Raji, pudo ser revertido a
sinergismo mediante el co-tratamiento con dosis subletales de VPA y VCR, una droga epigenética
gue permite la expresion de BNIP3 y un inhibidor del flujo autofagico respectivamente. En base a
esta observacion, es logico suponer que VPA y VCR puedan influir en dosis sub-letales sobre el
estado del PMM, la distribucidn y la masa mitocondrial en la linea Raji. Para evaluar esta posibilidad
realizamos un andlisis de los cambios en la masa y distribucién mitocondrial inducidos por VPA y

VCR.

Cuando se realizd la marcacién de mitocondrias de las células Raji tratadas por 24hs con VPA 3mM
utilizando MTKred se observé que, al igual que lo que ocurre con la combinatoria TOA+MG132, estas
organelas permanecian agrupadas alrededor del nucleo (Fig. 3.47A). Adem3s el tratamiento con VPA

generd una reduccion del area fluorescente con respecto a las células no tratadas (Fig. 3.47B).

Sin embargo, luego del tratamiento de las células Raji con VPA 3mM+VCR 1uM se observd una
redistribucion de las mitocondrias hacia areas periféricas, alejadas del nucleo celular y cercanas a la
membrana celular (Fig. 3.47A). Este patrdn de distribucién de las mitocondrias fue muy semejante
al observado en la linea U937 (Figs. 3.44C, Ey 3. 48A). Ademas, el AMR se incrementd con respecto
al basal en células Raji tratadas con VPA+VCR (Fig. 3.47B y C).
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En células U937, el patrdn basal de distribucion de mitocondrias en la periferia de la célula no se
modificd con ninguno de los dos tratamientos ensayados (Fig. 3.48A). En estas células el area relativa

mitocondrial no se vio afectada por el tratamiento con VPA 3mM, pero se incrementd en el caso del
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Figura 3.47. Cambios en la distribucion mitocondrial en Raji por tratamiento con VPA y VPA+VCR.
(A) Imagenes de distribucion intracelular de mitocondrias marcadas con MTKred en células Raji tratadas por

con las drogas indicadas por 24hs (paneles superiores) y de superposicion de MTKred y una imagen de
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contraste de fase del mismo campo (paneles inferiores). Las imagenes de fluorescencia de MTKred se
utilizaron para analizar las células de manera individual y cuantificar el drea de fluorescencia correspondiente
a las mitocondrias con respecto al drea total (B) de la misma forma que se indica en la Figura 3.43. Se muestran
también graficos de Box-Whisker (C) con los valores de p obtenidos utilizando el post-test de Tukey-Kramer
para la comparaciéon de los tratamientos vs el basal luego de un test de ANOVA significativo (p<0.001).* =
p<0.05 y ***=p<0.001.
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Figura 3.48.Distribucién mitocondrial en U937 por tratamiento con VPA y VPA+VCR. (A) Imégenes

de distribucién intracelular de mitocondrias marcadas con MTKred en células U937 tratadas por con las drogas
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indicadas por 24hs (paneles superiores) y de superposicion de MTKred y una imagen de contraste de fase del
mismo campo (paneles inferiores).Las imagenes de fluorescencia de MTKred se utilizaron para analizar las
células de manera individual y cuantificar el area de fluorescencia correspondiente a las mitocondrias con
respecto al area total (B) de la misma forma que se indica en la Figura 3.43. Se muestran también gréficos de
Box-Whisker (C) con los valores de p obtenidos utilizando el post-test de Tukey-Kramer para la comparacion
de los tratamientos vs el basal luego de un test de ANOVA significativo (p<0.001). * = p<0.05 y ***= p<0.001

Como ya se dijo, los cambios en el AMR estdn determinados por modificaciones en la masa y la
distribucidn mitocondrial de manera simultdnea. Para medir el efecto de cambio en la masa
mitocondrial de manera individual, realizamos un ensayo por citometria de flujo utilizando la sonda
NAO, luego de tratar ambas lineas con dosis subletales de VPA y VPA+VCR por 24hs. Al analizar los
resultados observamos que VPA incrementd la masa mitocondrial en ambas lineas celulares. El
aumento fue aun mayor en el caso del tratamiento con VPA+VCR (Fig. 3.49). De esta manera
confirmamos que el tratamiento con concentraciones sub-letales de VPA+VCR es capaz de generar
cambios en la distribucidn de las mitocondrias en la linea Raji hacia la periferia celular y que estos

cambios se asocian con un aumento de la masa mitocondrial.
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Figura 3.49. Cambios en la masa mitocondrial inducidos por VPA y VPA+VCR. Las células se incubaron

por 24hs con los tratamientos indicados en la figura, posteriormente se marcaron con NAO y se evaluaron por

citometria de flujo. Se muestran histogramas representativos de cada tratamiento con su correspondiente

mediana de fluorescencia (MF). El grafico de barras muestra el indice de cambio para la MF del basal y los

tratamientos (indice de cambio= MFtratamiento / MFbasal x 100). La presencia de diferencias significativas

con respecto al basal se evalué mediante el Test de Kruskal-Wallis seguida de un Post-Test de Dunn. * p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.

A la luz de estos resultados se podria sugerir que el cambio de interaccidon observado para la

combinatoria TOA+MG132 en presencia de VPA+VCR subletal, podria deberse a que la presencia de
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estas Ultimas es capaz de interferir con el recambio mitocondrial que pone en juego la linea Raji y
qgue culmina con la eliminacién de las mitocondrias dafiadas. De esta manera el efecto de VPA+VCR
estaria anulando este mecanismo de respuesta al estrés puesto en juego por la célula, ya que la

interferencia conduciria a una acumulacién progresiva de mitocondrias dafiadas con resultado letal.

Para corroborar esta idea, efectuamos ensayos de determinacién de masa mitocondrial y PMM
mediante citometria de flujo utilizando NAO y TMRE respectivamente, en la linea Raji tratada con

TOA, MG132 y TOA+MG132 en presencia y ausencia de VPA+VCR subletal.

En ausencia de VPA+VCR subletal, TOA, MG132 y la combinatoria TOA+MG132, disminuyeron la
masa mitocondrial. Por el contrario, al co-tratar con VPA+VCR subletal, TOA, MG132 vy la
combinatoria TOA+MG132, aumentaron la masa mitocondrial (Fig. 3.50), confirmando que
VPA+VCR efectivamente bloquea la respuesta de eliminacién de mitocondrias que la linea Raji utiliza

como forma de resistencia a los tratamientos individuales y combinados.

En cuanto al efecto sobre el PMM observamos que efectivamente TOA y TOA+MG132, logran
generar niveles significativos de despolarizacion mitocondrial en presencia de VPA+VCR subletal
(Fig. 3.51). Sin embargo, no se observaron cambios en el PMM con VPA+VCR solo, ni con
MG132+VPA+VCR, ni con TOA +MG132 en ausencia de VPA+VCR (Fig. 3.51). Se realizaron también
ensayos en donde el co-tratamiento se realizé6 solamente con VPA 3mM, no observandose

diferencias significativas entre los tratamientos ni con respecto al basal (datos no mostrados).
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Figura 3.50. Cambios en la masa mitocondrial de la linea Raji en presencia y ausencia de VPA+VCR.
Las células se incubaron por 24hs con los tratamientos indicados. Posteriormente se marcaron con NAO y se
evaluaron por citometria de flujo. El grafico de barras muestra el indice de cambio para la MF del basal y los
tratamientos, obtenido a partir de tres o mas experimentos independientes (indice de cambio=
MFtratamiento/MFbasal x 100). La presencia de diferencias significativas con respecto al basal se evaluo

mediante el Test de Kruskal-Wallis seguida de un Post-Test de Dunn. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

El dafio generado sobre la mitocondria por parte de TOA puede apreciarse en los aumentos del
porcentaje de células con colapso total de PMM (Fig. 3.51, gréfico superior). También es evidencia
del dafio la caida de la mediana de fluorescencia de aquellas células que se consideran TMRE
positivas, lo que se interpreta como un compromiso y reduccién del PMM, en lugar de un colapso

total (Fig. 3.51, grafico inferior).

A pesar del incremento en el porcentaje de células con colapso de PMM no se observaron niveles

significativos de muerte a 24hs (datos no mostrados). En el caso del tratamiento individual con
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MG132, no se observd un efecto sobre el PMM en ningun caso (Fig. 3.51) y este fendmeno guarda

cierta légica si se tiene en cuenta que este compuesto no tiene a la mitocondria como blanco celular.

En concordancia con este ultimo punto cabe recordar que este tratamiento fue incapaz de generar

niveles significativos de O, no solo en la linea Raji, sino también en U937.

1004
(-
© 4.
(&)
©
N
‘' 601
)
o %k %k
S 40l - %%
0 I
()]
Q 20 T
O\O - T T I
w 1.2
=
1.04 I
- T T T T
lg 08l
-g . k%
@ 0.61 T *
by T
Q
© 0.4+
Q
—
t 02'
L=
0.0 r v v v v r r r
TOA - - - - CE25 CE25 CE50 CE50
MG132 - - CE50 CE50 CE25 CE25 - -
VPA - 3mM - 3mM - 3mM - 3mM
VCR - 1uM - 1uM - 1uM - 1uM

117



Resultados

Figura 3.51. Pérdida de PMM inducida por TOA en presencia de VPA+VCR. Las células Raji se
incubaron por 24hs con los tratamientos indicados. Posteriormente se marcaron con TMRE y se evaluaron por
citometria de flujo. El grafico de barras superior muestra el % de células con PMM colapsado. El grafico inferior
muestra el indice de cambio para la MF del basal y los tratamientos, obtenido a partir de tres o mas
experimentos independientes (indice de cambio= MF tratamiento/MF basal x 100). Las barras muestran la
media de indice de cambio obtenida + DS. La presencia de diferencias significativas con respecto al basal, se
evaluo mediante el Test de Kruskal-Wallis seguido de un Post-Test de Dunn. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Con esta serie de ensayos logramos explicar la ausencia de mitocondrias despolarizadas en la linea
Raji luego del tratamiento con TOA o TOA+MG132 y la reduccidn de la potencia citotdxica de la
combinatoria demostrada en el antagonismo. Al bloquear la eliminaciéon de mitocondrias la potencia
relativa de TOA y MG132 combinadas, se incrementd en lugar de reducirse y esto se reflejé en el

sinergismo demostrado.

En resumen, el tratamiento de la linea Raji con TOA+MG132 a pesar de generar niveles significativos
de Anidn Superdxido y una reduccién importante del contenido de GSH mostrd una interaccion de
tipo antagdnica lo que se traduce en una menor capacidad de ejercer citotoxicidad sobre estas
células. Ademads, se demostrd que la linea Raji tenia silenciado el gen de la proteina BNIP3 (factor
importante en la muerte mediada por TOA) y que la presencia los tratamientos indujeron altos
niveles de autofagia. Supusimos entonces que estos eran los mecanismos de resistencia que las
células ponian en juego para evadir la muerte mediada por TOA. Este antagonismo se pudo revertir
mediante el co-tratamiento con dosis subletales de VPA que permite la expresidn de BNIP3 y VCR

que bloquea el flujo autofagico pero no al co-tratar con cualquiera de estas drogas por separado.

Por otro lado, el antagonismo TOA+MG132 en Raji se asocid también a la ausencia de
despolarizacién mitocondrial, siendo esto un dato relevante ya que el principal blanco celular del
TOA es la mitocondria. Ademas se observd que como consecuencia del tratamiento se generaba
una disminucion de la MM y que las mitocondrias se ubicaban alrededor del ntcleo dando lugar a
una distribucién compatible con la presencia de un CPNM. Esta serie de observaciones nos llevé a
pensar que para evitar el dafio generado por TOA, las células de la linea Raji eliminaban las
mitocondrias dafiadas por esta droga, evitando asi la acumulacidn de mitocondrias dafiadas y por
lo tanto la induccidn de muerte a expensas de reducir la masa mitocondrial. Al exponer a las células
a TOA+MG132 en presencia del co-tratamiento con VPA+VCR se observé un aumento de la MM,

una desorganizacion del CMP y un aumento significativo de células que presentaban despolarizacion
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mitocondrial, en conjunto un efecto similar al que se observa en la linea U937 al ser tratada con TOA
o TOA+MG132. Esto puede deberse a que la eliminacién de las mitocondrias dafiadas en células Raji
ocurra a través del proceso autofagico (mitofagia) por lo que el agregado de un bloqueante de las

etapas tardias del proceso como la VCR impediria esta via de escape a la muerte inducida por TOA.

3.5.5 Eliminacion selectiva de mitocondrias por autofagia y control de calidad
mitocondrial

La red mitocondrial estd controlada tanto en el nimero de unidades que la conforman como en su
distribucidn, de manera que pueda atender las demandas metabdlicas de la célula. El incremento
de mitocondrias ocurre por medio de un complejo proceso denominado biogénesis mitocondrial
gue tiene lugar en las zonas perinucleares. La eliminacién de mitocondrias ocurre por una forma
selectiva de autofagia que se denomina mitofagia. El balance entre biogénesis y mitofagia determina
la masa mitocondrial y se define como recambio mitocondrial (mitocondrial turnover). Este
recambio tiene un rol importante en el control de calidad mitocondrial. Las células pueden
identificar las mitocondrias dafiadas, eliminarlas por mitofagia y eventualmente reemplazarlas por
mitocondrias nuevas mediante biogénesis mitocondrial. Es decir que la induccidn de mitofagia
conlleva dos hechos importantes: la carga de mitocondrias en los autofagosomas para su

eliminacion degradativa en los lisosomas, y un resultado neto de reduccion de la masa mitocondrial.

Al interrumpir el flujo autofagico asociado a la degradacion de mitocondrias (flujo mitofagico),
ocurre un incremento en la masa mitocondrial, el cual puede ser ain mayor si existen niveles
elevados de biogénesis mitocondrial. Es decir que ademds de observar un incremento de
autofagosomas con mitocondrias, en el caso de la mitofagia es posible evaluar el impacto directo

en la masa de organelas que son objeto de degradacién autofagica.

En resumen, para identificar mitofagia debemos detectar un incremento de la masa mitocondrial
con un bloqueante del flujo mitofagico en la fase tardia. Esto es precisamente lo que observamos al
tratar las células Raji con VCR. Pero ademas debemos encontrar evidencias de colocalizacién de

autofagosomas y mitocondria.

Para verificar la presencia de autofagosomas asociados a mitocondrias en las células tratadas con
VPA y VCR, realizamos una evaluacién por microscopia de fluorescencia en células marcadas con
MTKred y MDC (Figs. 3.52 y 3.53). En el caso de las células Raji tratadas con VPA 3mM, se observo

un aumento en la correlacidn de la fluorescencia de MTKred y MDC con respecto al estado basal. El
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incremento en la correlaciéon fue aun mayor en el caso de VPA+VCR. Esto se evidencia por la
superposicidn de las marcas fluorescentes roja y verde (Fig. 3.52 Merge), y por un incremento en el
numero de pixeles con valores similares verde y rojo (densidad de puntos cercanos a la recta
diagonal rojo=verde) (Fig. 3.52 correlacién rojo/verde). Por el contrario, en la linea U937 no se
observé colocalizacién en ninguno de los tratamientos, dado que no se observé correlacion entre la
fluorescencia de MTKred y MDC, (densidad de pixels en areas cercanas a la diagonal verde=rojo)
(Fig. 3.53). Ademas, en este caso las imagenes superpuestas practicamente no mostraron
coincidencia de lamarca de MTKred y MDC (Fig. 3.53 Merge). Esté comportamiento en lalinea U937,
confirma que estas células no ponen en juego la eliminacion de mitocondrias dafiadas como
mecanismo de resistencia. Por ultimo observamos que lainmunomarcacién de BNIP3 en células Raji
colocaliza con la marca de mitocondrias realizada con MTKred (Fig. 3.54), indicando que la expresién

de BNIP3 inducida por VPA es efectivamente de localizacidn mitocondrial.
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Basal VPA3mM VPA 3r:nM+VCR 1umM

Correlacion
Rojo-Verde

Figura 3.52. Andlisis de colocalizacién entre autofagosomas y mitocondrias en la linea Raji. Las
células Raji fueron tratadas segln se indica por 24hs, y luego se marcaron con MTKred y MDC. Las imagenes
de fluorescencia azul (MDC) y roja (MTKred) se analizaron en busqueda de colocalizacién utilizando
pseudocolores y un andlisis de correlacidon verde vs rojo (Image-Pro Plus 6.0). Se realizaron controles de
marcacion simple para constatar la ausencia de sefial cruzada entre ambas sondas. En las muestras que solo
se marcaron con MTKred, no se detecto sefial en los canales rojo y azul utilizando un filtro UV 330-385nm U-
MWU?2. En muestras marcadas s6lo con MDC no se detectd florescencia en el canal rojo utilizando un filtro U-
MWG2 510-550nm (resultados no mostrados).
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Basal VPA 3mM VPA 3_mM+VCR 1umM

MDC
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Rojo-Verde
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Correlacion

Figura 3.53. Andlisis de colocalizacion entre autofagosomas y mitocondrias en la linea U937. Las
células U937 fueron tratadas segun se indica por 24hs, y luego se marcaron con MTKred y MDC. Las imagenes
de fluorescencia azul (MDC) y roja (MTKred) se analizaron en busqueda de colocalizacién utilizando
pseudocolores y un andlisis de correlacidon verde vs rojo (Image-Pro Plus 6.0). Se realizaron controles de
marcacion simple para constatar la ausencia de sefial cruzada entre ambas sondas de la misma manera que

se especifica en la Fig. 3.52.
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Correlacion
Verde-Rojo

Anti-BNIP3 MTKred Merge

Figura 3.54. Colocalizacidon entre BNIP3 y mitocondrias en células Raji. Las células Raji se trataron
durante 24hs con VPA 3mM y VPA 3mM+VCR 1uM de manera de inducir la expresion de BNIP3. Las células se
marcaron con MTKred, luego se fijaron y permeabilizaron para una posterior marcacion con anti-BNIP3 y un
anticuerpo secundario marcado con FITC. Se analizé la existencia de colocalizacién utilizando pseudocolores
y un analisis de correlacidn Verde-Rojo (Image-Pro Plus 6.0). En las imagenes superpuestas (Merge) las areas

de colocalizacién aparecen de color amarillo/naranja
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3.6 Evaluacion de la interaccion de farmacos citotoxicos en células de
pacientes con neoplasias hematoldgicas

Hasta aqui hemos demostrado que a partir del estudio del tipo de interaccién observada entre las
drogas de un tratamiento combinado, es posible no sélo determinar la efectividad de esa
combinatoria para ejercer un efecto dado, sino que también este tipo de estudios pueden ayudar a
comprender y/o identificar los diferentes mecanismos de respuesta al estrés, que la célula tumoral

pone en juego frente a un tratamiento en particular.

El TOA es un farmaco utilizado clinicamente en leucemia promielocitica y estas células son
particularmente sensibles a los efectos del TOA. Sin embargo la potencia citotéxica del TOA es
reducida en otras neoplasias oncohematolégicas, como es el caso de la leucemia promonocitica (M4

de la clasificacion FAB).

En nuestro estudio, la potencia relativa del TOA pudo ser incrementada por combinacién con
MG132 y con VPA en células U937, que provienen de una leucemia promonocitica (M4). Es decir
que el potencial terapéutico del TOA se incrementa por combinaciones de este tipo, ya que podrian
sensibilizar a los blastos leucémicos al efecto citotdxico, para alcanzar asi el objetivo de remisidn de

la enfermedad.

Por otra parte, la potencia relativa de TOA+MG132 fue reducida en el caso de las células Raji que
corresponden a un linfoma de Burkitt, pero pudimos incrementarla sustancialmente por bloqueo
de la mitofagia con VCR junto al uso de la droga epigenética VPA. La presencia de mitofagia y
silenciamiento epigenético de BNIP3, podria ser una caracteristica particular de ciertas neoplasias B
agresivas como es el caso del linfoma de Burkitt, el linfoma difuso de células B grandes, o las
transformaciones de Ritcher que ocurren en la progresiéon de la leucemia linfatica crénica (LLC). De
acuerdo a la literatura, la resistencia por silenciamiento epigenético de BNIP3 y mitofagia, podria
asociarse a las formas agresivas de otras neoplasias, incluyendo leucemias y linfomas. Es por eso
que el bloqueo de mitofagia por farmacos como la VCR y el tratamiento epigenético con farmacos
como el VPA, podria cambiar radicalmente la potencia de los farmacos citotdxicos en estas

neoplasias agresivas.

Surge entonces el interrogante de si es posible demostrar este efecto sensibilizante de las
combinaciones de farmacos que hemos estudiado en las lineas celulares U937 y Raji, en células

neopldsicas obtenidas de pacientes con patologias relacionadas.

124



Resultados

Contal fin, a continuacidn presentaremos tres casos en los que fue factible aplicar un estudio similar
al realizado sobre las lineas U937 y Raji sobre muestras provenientes de pacientes con diferentes
patologias oncohematoldgicas. Buscamos no solo determinar la sensibilidad de las células
provenientes de pacientes a la combinatoria TOA+MG132, sino también evaluar la influencia del co-
tratamiento con VPA+VCR sobre la respuesta frente a la combinatoria. De esta manera buscamos
evidenciar la relevancia del mecanismo de respuesta a través de mitofagia observado en la linea

Raji, en otros tipos de leucemias.

Para esto evaluamos un caso de eritroleucemia (FAB M6) en la que analizamos el efecto de TOA y
VPA, para compararlo con los efectos de la combinacién TOA+VPA en células U937. En segundo
lugar evaluamos el efecto sensibilizante de VPA y VCR sobre la combinacién TOA+MG132, en un

caso clinico de leucemia T del adulto y en un caso de LLC.

3.6.1 Caso 1 - leucemia mieloide aguda (FAB M6)

Corresponde al estudio de la respuesta a la combinacién TOA+VPA en células de sangre periférica
de un paciente diagnosticado con una leucemia mieloide aguda, correspondiente a la clase M6
(eritroleucemia), el cual presentaba un alto porcentaje de blastos circulantes (mayor a 60%). En esta
ocasién, la combinatoria se comportd de manera sinérgica a niveles de efecto altos (de manera
similar a lo que ocurre con la linea U937), mientras que a bajos niveles de citotoxicidad resulté
antagoénica (Fig. 3.56A). Podemos decir entonces, que la potencia citotoxica del TOA se ve
incrementada por la combinacién con VPA, siendo mayor este incremento a niveles altos de efecto
(curva Clvs efecto inclinada hacia abajo). Esto indica que la intensidad y efectividad de las respuestas
de stress que se oponen al efecto citotéxico, decrecen como consecuencia del incremento en la
concentracidn de los farmacos combinados (Fig. 3.56A). Por otra parte, en presencia de una baja
dosis de VCR que no indujo niveles apreciables de citotoxicidad por si sola, el sinergismo TOA+VPA
se hizo evidente a partir de niveles de efecto menores (Fig. 3.56B). Esto indica que VCR estaria
bloqueando la resistencia al TOA aun en los niveles de efecto mas bajos, contribuyendo a multiplicar

su potencia citotoxica.
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Figura 3.56. Sinergismo TOA+VPA en células de un paciente con Eritroleucemia. Se muestran gréficos
de Cl en funcién del nivel de efecto citotdxico, correspondiente a células de sangre periférica de un paciente
con Linfoma T tratadas con TOA+VPA en ausencia (A) y presencia (B) de VCR 1uM. Se muestran los datos
experimentales (puntos) y la curva calculada a partir de los mismos (linea llena) con sus correspondientes
intervalos de confianza de 95% (lineas punteadas). Se observa una interaccién de tipo sinérgica que se hace
mas evidente en presencia de VCR. En (C), se muestra con propdsito ilustrativo, un mayor detalle de los
resultados de efecto citotoxico obtenidos para uno de los puntos experimentales evaluados para determinar
el Cl (la barras corresponden a +SD obtenido para los triplicados).
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3.6.2 Caso 2 - Linfoma de células T del adulto

Corresponde a los resultados obtenidos cuando se aplicé un estudio similar al desarrollado hasta
aqui sobre células de sangre periférica de un paciente diagnosticado con un Linfoma de células T del
adulto asociado a infecciéon con HTLV-1. El paciente se encontraba bajo tratamiento paliativo luego
de responder de manera deficiente al tratamiento con Peg-Interferon alfa2b. En este caso las células
fueron tratadas por triplicado con un amplio rango de dosis de TOA, MG132 y TOA+MG132 en
relacion molar fija. De esta manera se determind que la interaccion de TOA y MG132 era
fuertemente antagonica (Fig. 3.57A). Luego se evaluo el efecto de dosis bajas de VPAy VCR (1uM y
3 mM respectivamente). Estas concentraciones no tuvieron efecto citotdxico per se. Luego
evaluamos la interaccion de TOA y MG132 en presencia de 1uM VCR y 3 mM VPA, observando que
ahora la interaccion era fuertemente sinérgica (Fig. 3.57B). En este caso el cambio de interaccién
alcanzado, pasando de un fuerte antagonismo a un fuerte sinergismo, resultdé ser mucho mas
notable que en el caso experimental observado en la linea Raji. Puede observarse que la CE50 de
TOA+MG132 se redujo mas de 10 veces, o dicho en otros términos la potencia relativa de
TOA+MG132 se multiplicé por 10. Esto indica que la incorporacién de VCR y VPA en dosis subletales,
anula la capacidad de estas células neopldsicas de responder al stress citotdxico de TOA y MG132

(Fig. 3.57).
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Figura 3.57. Cambios en el tipo de interaccion TOA+MG132 en presencia de VPA+VCR en un
Linfoma de Células T. Se muestran gréficos de Cl en funcién del nivel de efecto citotéxico, correspondiente
a células de sangre periférica de un paciente con Linfoma T tratadas con TOA+MG132 en ausencia (A) y
presencia (B) de VPA 3mM y VCR 1uM. Se muestran los datos experimentales (puntos) y la curva calculada a
partir de los mismos (linea llena) con sus correspondientes intervalos de confianza de 95% (lineas punteadas).
Se observa cambio de interaccién que pasa de antagdnica a sinérgica en presencia de VPA+VCR. En (C), se

muestra con propdsito ilustrativo, un mayor detalle de los resultados de efecto citotdxico obtenidos para uno
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de los puntos experimentales evaluados para determinar el Cl (la barras corresponden a +SD obtenido para
los triplicados).

3.6.3 Caso 3 — Leucemia linfatica crénica

Corresponde al estudio de un paciente de 74 anos diagnosticado con una LLC tipo B atipica y gran
porcentaje (mayor a 95%) de células de estirpe linfoide en circulacién. Las células de sangre
periférica obtenidas del paciente se sometieron a tratamiento por 72hs con TOA, MG132 y la
combinatoria TOA+MG132, en ausencia y presencia de VPA 1ImM+VCR 1uM. En este caso, la
combinatoria TOA+MG132 mostré un comportamiento de tipo antagdnico, pero pudo revertirse a
sinergismo en presencia de VPA+VCR (de manera similar a lo que ocurre con la linea Raji y al Caso 2
presentado en esta seccidn). En este caso, el valor de la CE50 de TOA+MG132 se redujo alrededor
de 8 veces en presencia de VPA 1ImM+VCR 1uM. Cabe aclarar que en este caso VPA a una
concentracién de 3mM fue capaz de generar por si solo niveles apreciables (aunque bajos) de

muerte celular.
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Figura 3.58. Cambios en el tipo de interaccion TOA+MG132 en presencia de VPA+VCR en un caso
de LLC. Se muestran graficos de Cl en funcién del nivel de efecto citotdxico, correspondiente a células de
sangre periférica de un paciente con LLC de tipo B con TOA+MG132 en ausencia (A) y presencia (B) de VPA
3mM y VCR 1uM. Se muestran los datos experimentales (puntos) y la curva calculada a partir de los mismos
(Iinea llena) con sus correspondientes intervalos de confianza de 95% (lineas punteadas). Se observa cambio
de interaccién que pasa de antagénica a sinérgica en presencia de VPA+VCR. En (C), se muestra con propdsito
ilustrativo, un mayor detalle de los resultados de efecto citotoxico obtenidos para uno de los puntos
experimentales evaluados para determinar el Cl (la barras corresponden a +SD obtenido para los triplicados).
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4 Discusion

4.1 Acerca de la potencia citotdxica relativa y los mecanismos de
resistencia a farmacos citotdxicos

4.1.1 La curva dosis respuesta (CDR) como evaluacién de potencia citotdxica:
balance entre los factores que inducen muerte celular y las respuestas de
estrés celular que promueven la supervivencia

Las células eucariotas poseen mecanismos activos y homeostaticos de autopreservacion y tienden
a sobrevivir frente a diferentes formas de injuria que pueda afectarlas. Estas respuestas de estrés
operan de manera concurrente y en forma interrelacionada. Cuando la injuria celular alcanza un
grado suficientemente elevado, las respuestas de estrés ya no logran contener el dafio ejercido,
ocurriendo entonces la muerte celular. La muerte celular en este caso, ocurre de una manera activa,
bajo el principio de preservacion del resto del tejido en un marco homeostatico y programado.
Recientemente se ha enfatizado en denominar muerte regulada a este tipo de respuesta. Es decir
que la muerte celular regulada ocurre frente a un estimulo extemporaneo, lo suficientemente
intenso para que sean superadas las respuestas de estrés celular. Por otra parte, el término muerte
programada, se reserva para aquellas formas de muerte celular activa que ocurren en contextos
fisiolégicos como el desarrollo embrionario o la ontogenia inmune. En estos casos la muerte
programada no ocurre frente a noxas imprevistas. De alli que se haya propuesto establecer una

denominacién diferente para la muerte programada y la muerte regulada.

El concepto de muerte regulada y su ocurrencia cuando una noxa supera un determinado umbral,
doblegando las respuestas de supervivencia, es especialmente aplicable a los estudios de potencia
citotéxica de farmacos. El concepto de muerte celular regulada es claramente aplicable a células
cancerosas tratadas con farmacos citotéxicos, en donde podemos evaluar experimentalmente y de
manera controlada, el balance entre intensidad de la noxa y respuestas de estrés celular que

promueven la supervivencia.

En este trabajo evaluamos muerte celular en funcidn de la dosis de fdrmacos citotdxicos mediante
citometria de flujo. La posibilidad de evaluar célula por célula la ocurrencia de muerte, nos ha
permitido utilizar un modelo cuantico (o cuantal) dosis-respuesta. Esto nos permitié construir curvas

dosis respuesta obtenidas con un modelo probabilistico basado en la distribucion logistica.
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Asi la potencia citotéxica queda caracterizada en todo el rango de dosis, aunque nos focalizamos en
el intervalo en el que los incrementos de dosis producen aumento del efecto. Esta funcidon nos
permite calcular la probabilidad de muerte celular para una dosis determinada, a la vez que
utilizando la funcidén inversa podemos estimar la dosis que es necesario utilizar para alcanzar un

determinado nivel de efecto.

Por ejemplo la CE50 de TOA a 72hs en células Raji fue 10 uM, indicando que esta concentracién de
TOA producird la muerte en el 50% de las células Raji a las 72hs. Es posible también obtener una
medida de riesgo relativo (RR) asociado a cada dosis de TOA. Para la dosis CE50 de TOA es tan
probable encontrar una célula muerta como una célula viva, ya que la fraccion Fa=(1-Fa)=0.5 y
entonces el RR=0.5/0.5=1.0. En sintesis, la CDR nos provee una caracterizacion completa de la

potencia citotdxica del farmaco evaluado.

La intensidad de la noxa es dependiente entonces de la concentracidn o dosis de la droga, mientras
gue la fraccién de células muertas para cada dosis nos indica la probabilidad de que se inicie el
programa de muerte activa. Lo que hemos definido como CE50 es una intensidad de la noxa que
logra iniciar la muerte regulada en el 50% de las células. Claramente en los rangos de efectos bajos
como la CE25, es esperable encontrar a las respuestas de estrés en sus formas mas floridas, en el
75% de células viables que aun no han iniciado la muerte regulada. En cambio en una dosis CE75, la
probabilidad de observar muerte regulada alcanza un 75%, y en este caso las respuestas de estrés

han sido claramente superadas.

Nos referimos a la potencia citotdxica como la concentracidn necesaria de una droga para alcanzar
un nivel determinado de efecto de muerte celular. Por ejemplo para el nivel de efecto 50% del TOA,
expresamos la potencia como una concentracién CE50. Cuando observamos que se logra el mismo
efecto con una menor concentracién, nos enfrentamos a un incremento de la potencia citotdxica
del TOA. Por el contrario, si se requiere una mayor concentracion de TOA para alcanzar un 50% de
muerte celular, nos enfrentamos a una caida en la potencia citotdxica. Claramente los cambios en
la potencia citotdxica del TOA, estan influenciados por las respuestas de estrés celular que las células

neopldsicas ponen en marcha, para oponerse a la injuria que les significa la exposicién a TOA.
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4.1.2 Resistencia, sensibilidad y potencia citotdxica evaluada mediante la CDR

Nuestro modelo de estudio nos permite y en realidad nos obliga a resaltar un aspecto que
consideramos esencial: es posible alcanzar una intensidad de la noxa o concentracidn suficiente de
TOA como para iniciar la muerte celular en el 50% de la poblacién celular en estudio,
independientemente de que la poblacién sea sensible o resistente al TOA. Sin embargo en el caso

de la poblacién resistente, la CE50 serad necesariamente superior a la CE50 de la poblacién sensible.

Por ejemplo, en células de leucemia promielocitica la respuesta celular al estrés oxidativo es

sumamente deficiente, en comparacién con otras leucemias como es el caso de leucemia

promonocitica. La sensibilidad de las células de leucemia promielocitica, se traduce en una CE50 de
TOA inferior a la observada en leucemia promonocitica. Dicho en otros términos, la potencia del

TOA es inferior en leucemia promonocitica al compararla con la leucemia promielocitica.

Es importante notar, que en la progresién tumoral, las respuestas de estrés celular se vuelven mas
y mas importantes para asegurar la sobrevida de las células neoplasicas en condiciones sumamente
adversas. Esta activacion de las respuestas de estrés ocurre tanto por condiciones intracelulares
particulares, como es el caso de la produccion anormal de niveles elevados de ERO, como asi
también por condiciones microambientales particulares como la hipoxia, durante el crecimiento en
regiones de pobre vascularizacién. Esta profusién de respuestas de estrés celular, redunda en una
mayor tolerancia a los farmacos antineoplasicos, lo que se manifiesta por una reduccién en la
potencia citotdxica. Es necesario entonces aplicar una mayor concentracion de droga citotdxica para

alcanzar el mismo efecto.

4.1.3 Potencia citotdxica y selectividad: la importancia para las terapias dirigidas
y combinadas

Otro concepto importante asociado a la potencia citotdxica es la selectividad. La potencia de un
farmaco como el TOA debe ser muy alta para las células neopldsicas en comparacion con las células
normales. De no ser asi, se generarian serios efectos adversos como las arritmias cardiacas al
intentar alcanzar el efecto de muerte celular neoplasica. Es decir que el fortalecimiento de las
respuestas de estrés que promueven la supervivencia de las células neoplasicas, disminuyen la

potencia y también la selectividad de los fdrmacos citotéxicos.
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Nuestro modelo de estudio nos lleva a resaltar otro aspecto, derivado del balance entre factores
promotores de la supervivencia y la injuria proporcionada por los farmacos antineoplasicos, que en
particular observamos en las concentraciones cercanas a la CE50. La injuria per se muy raramente
es selectiva. En cambio las respuestas de estrés que se desarrollan de manera anormal y exagerada
en las células neoplasicas, conducen a verdaderas adicciones del tejido tumoral, que las hace
diferentes a las células normales. De esta manera, al inhibir estas respuestas de estrés, es posible
incrementar no sélo la potencia, sino ademas la selectividad de drogas citotéxicas como el TOA. El
diseno de terapias combinadas busca precisamente incrementar la potencia citotdxica y la

selectividad.

4.1.4 Estudio de la potencia citotdxica en combinaciones de farmacos

Nuestro modelo de estudio se aplicé a la evaluacidon de una CDR obtenida como resultado de la
exposicién a dos farmacos citotdxicos de manera simultanea (TOAy MG132 por ejemplo). Una parte
del efecto observado se explica por el TOA y otra por el MG132. En este caso la potencia de TOA
parece aumentar ya que con la mitad de la dosis se logra el mismo efecto. Lo mismo ocurre con
MG132 ya que la mitad de la dosis produce el mismo efecto. Pero ese aumento de potencia no es
genuino para ninguno de los dos farmacos ya que se complementan mutuamente. El indice de

combinacion es definido como:

OT — (D), (D) _ 1 1

Dy:  (Dy), (DRI); (DRI,

, donde para el caso de nuestro estudio (D)1 corresponde a la dosis de TOA que produce un nivel de
efecto x en la combinacidn, (D)2 es la dosis de MG132 que produce un nivel de efecto x en la
combinacion, (Dx)1y (Dx)2 son las dosis, de TOA y MG132 respectivamente, que producen un nivel
de efecto x como drogas individuales, en tanto que (DRI)1 es el indice de reduccion de dosis de TOA
y (DRI)2 es el indice de reduccion de dosis de MG132. En el indice de combinacién se evalua la
relacidn entre dosis necesaria de TOA para alcanzar un efecto determinado en la combinacién con
MG132 vy la dosis necesaria para alcanzar ese mismo nivel de efecto en forma individual. Por ejemplo
CE50(TOA) en la combinacion / CE50(TOA) como droga Unica. Lo mismo para MG132, CE50(MG132)

en la combinatoria / CE50(MG132) como droga Unica. Es decir que se obtiene una potencia relativa
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de TOA en la combinacidn respecto de la potencia como droga sola. Cuando existe aditividad la
potencia relativa de TOA es 0.5y la de MG132 es 0.5, con lo cual el Cl es 1. En cambio cuando existe
sinergismo la potencia relativa de TOA es mucho menor a 0.5 y lo mismo puede ocurrir con MG132.
El resultado es que el Cl es inferior a 1. La inversa de esta potencia relativa se denomina indice de
reduccion de dosis (DRI por dose reduction index). En el caso del sinergismo nos indica cuantas veces
menos dosis se necesita para lograr el mismo efecto. Por ejemplo, la potencia relativa de TOA en la
combinacion con MG132, sobre células Raji, en el nivel de efecto 50% para la muerte celular a 72hs,
fue 0.81 y la DRI fue 1.24 (la inversa de la potencia relativa). Cuando el valor de la potencia relativa
en la combinatoria aumenta, el Cl es superior a 1 y el DRI cae, indicando que se requiere mas dosis

para lograr el mismo efecto.

4.1.5 Cambios en la potencia relativa de farmacos combinados y respuestas de
estrés celular

En nuestro modelo de estudio, analizamos la interaccion entre dos farmacos citotéxicos, a fin de
determinar los cambios en la potencia relativa. Toda vez que la potencia relativa decrece como
consecuencia de la exposicion combinada, hablamos formalmente de antagonismo, pero
interpretamos ademas que esa condicién favorece de alguna manera las respuestas de
supervivencia. Esto nos permite luego indagar acerca de cudles son esas respuestas que se oponen
al efecto citotdxico, particularmente explorando el fenotipo celular en niveles de efecto CE50 o
menores. Por el contrario, cuando la potencia relativa se incrementa por exposicion combinada,
hablamos de sinergismo, e interpretamos que hay una merma en la eficiencia de las respuestas de
estrés celular. En ciertos casos, un fdrmaco puede estar dirigido Unicamente a suprimir la respuesta
de estrés a la cual es adicta la célula neoplasica, sin que tenga un efecto citotdxico per se. Hablamos
en estos casos de sensibilizacion a los farmacos citotdxicos, ya que la potencia relativa de la droga

citotéxica se incrementa por la sola presencia del farmaco sensibilizante.
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4.2 Sinergismo y antagonismo entre TOAy MG132 en células U937: el
rol de los niveles de O, y una respuesta protectora que
incrementa el nivel de GSH

4.2.1 La produccion de ERO en los mecanismos de muerte celular inducida por
TOA

En los dltimos anos se han estudiado ampliamente los mecanismos de muerte celular inducida por
arsénico en células leucémicas, proporcionando una base racional para lograr combinaciones
sinérgicas, especialmente en terapias antileucémicas dirigidas a blancos celulares especificos. En
muchos casos, el mecanismo de toxicidad del TOA en células leucémicas mieloides se relaciond a la
produccién de ERO, por accién de la enzima NADPH oxidasa, o debido al colapso del PMM (Chou et
al., 2005; Sumi et al., 2010). Es légico entonces que varios estudios sugirieran que el incremento en
la produccion de ERO, seria un factor que aumentaria la potencia citotdxica del TOA (Chou et al.,
2005; Li et al., 2008a; Sumi et al., 2010). Mas concretamente, los farmacos con accidon sobre las
mitocondrias fueron sugeridos como los que tiene la mayor oportunidad de combinarse de manera
sinérgica con el TOA, debido al incremento de ERO que acompafia al dafio mitocondrial (Sanchez et

al., 2010).

4.2.2 Elincremento de ERO no necesariamente se asocia a una mayor potencia
citotdxica: en células U937 bajo O, se asocia a bajo GSH y sinergismo, alto
02" se asocia a alto GSH y antagonismo

Tomando como antecedente las evidencias experimentales de estudios en células leucémicas,
aportadas por numerosos trabajos previos de otros autores, realizamos la evaluacién paralela de la
produccién de 02 — debida a exposicion a TOA, CAPE y MG132, y el resultado de la interaccidn de
combinaciones de estos farmacos. Nuestra hipdtesis consistia en que el sinergismo entre TOA y las
otras drogas estaria asociado con la produccién creciente de O,". Sin embargo, contrastando esta
hipdtesis nuestros resultados demostraron que el sinergismo se asocié con disminucién en la
produccién de 02-, mientras que fue el antagonismo el que se asocié con aumento de O,". Por otra
parte observamos que al agregar una concentracién constante de H,0,, lo suficientemente baja
como para no tener efecto citotdxico, pero capaz de elevar el nivel de Oy, el sinergismo de
TOA+MG132 se transformd en antagonismo sobre todo el rango de efecto. Es decir que los niveles
de ERO elevados en el curso de los primeros tiempos de exposicidon, pueden reducir la potencia del

TOA, en lugar de aumentarla como suponiamos en concordancia con la literatura predominante.
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Cabe destacar que el mayor incremento en la produccion de O, intracelular, esta estrechamente
ligado a la producciéon aumentada de H,0; por efecto de la dismutacién espontanea o enzimatica
de Oy" (Chen et al., 2009). Por el contrario se ha demostrado que el H,0, exdgeno, puede pasar
libremente a través de las membranas celulares, y de esa manera puede desencadenar la liberacion
de Oy intracelular a través de sistemas enzimaticos como la xantina oxidasa o ejerciendo dafio sobre
las mitocondrias (Carter et al., 1994) En realidad, el aumento paralelo de produccion de O~
intracelular como resultado de la exposicién a dosis sub-citotdxicas de H,0,, fue ya demostrada en
varias lineas celulares, mediante el uso de la sonda fluorescente HE (Carter et al., 1994; Chen et al.,

2009).

La observacion de que la produccidon temprana de ERO podria proteger algunas células de la muerte
celular inducida por TOA, fue menos frecuente en publicaciones anteriores, pero fue claramente
demostrada en las células Raji en el trabajo realizado por Lu et al., (Lu et al., 2004). Estos autores
encontraron que el H,0; antagoniza los efectos de TOA en las células Raji. El antagonismo se revirtio
por medio del inhibidor de PI3K wortmanina, proporcionando asi una fuerte evidencia de que el
aumento de H,0; puede conducir a la estimulacién de la via de la PI3K, siendo ésta tal vez, una de
las principales causas de la proteccién de la muerte celular inducida por TOA (Lu et al., 2004). Se
debe seinalar que la inhibicién de la PI3K, ha sido identificada como uno de las principales causas
que llevan a la deplecion de los niveles de glutation. A su vez, la deplecién de glutation ha sido
considerada un evento clave, referido por varios estudios que evaluaron sinergismo de TOA con
diversos farmacos, incluyendo SP600125 (Ramos et al., 2006), quercetina (Ramos et al., 2008),
LY294002 y wortmanina (Ramos et al., 2005). Asi, a pesar de la abundancia de evidencias
bibliograficas acerca de que el incremento de ERO conduciria a un mayor sinergismo con TOA, el
papel protector de la produccién temprana de ERO demostrado por Lu et al., parece ser

fundamental en la interpretacion de los resultados de nuestro estudio (Lu et al., 2004).

Nuestro estudio ha demostrado que el sinergismo entre TOA y MG132 en células U937 en cuanto al
efecto citotdxico, se asocid con bajos niveles GSH, mientras que el cambio abrupto hacia una
interaccion antagodnica, producida por el agregado de bajas dosis de H,0,, se asocié con mayores
niveles de GSH. Es destacable que el incremento de GSH ocurre particularmente cuando se afiade

en dosis subletal a la combinacion TOA + MG132.
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Estudios de otros autores, han mostrado que la inhibiciéon de NF-kB también puede estar involucrada
como parte de los mecanismos que explican el sinergismo entre TOAy MG132, posiblemente debido
al bloqueo de la via PI3K-AKT (Tabellini et al., 2005). Gran parte de los efectos de los inhibidores del
proteasoma, incluyendo el caso del fdrmaco extensamente estudiado Bortezomib, se han
relacionado con la capacidad de interrumpir la via de supervivencia de NF-kB (Cavaliere et al., 2009;
Roccaro et al., 2006; Zanotto-Filho et al., 2010). Teniendo en cuenta que CAPE y MG132 son ambos
inhibidores de NF-kB, es posible plantear la hipdtesis de que ambos farmacos tendrian la capacidad
de interactuar de manera sinérgica con el TOA (Cavaliere et al., 2009; Ortiz-Lazareno et al., 2008).
Sin embargo, sélo la combinacién de TOA con MG132 se asocié con sinergismo, mientras que la
combinacion TOA+CAPE resultd en claro antagonismo en las lineas celulares U937 y Raji. Ademas,
la combinacion TOA+MG132 resultdé en antagonismo en células Raji, en cuanto al efecto citotdxico.
Ninguin mecanismo por si solo como la inhibicion de NF-Kb, parece asi anticipar la ocurrencia de una

interaccion sinérgica con TOA en un tipo celular determinado.

La interaccidn sinérgica entre TOA y el inhibidor de proteasoma Bortezomib, ha sido ya descrita en
lineas celulares derivadas de leucemias mieloides, incluyendo las lineas K562 (Yan et al., 2007) y
HL60 (Sun et al., 2007). Un estudio de Li et al., que evalud el xenoinjerto de células H60 en ratones
nude, demostré que la combinacion TOA+ Bortezomib, redujo el crecimiento del tumor, prolongé la
supervivencia de los ratones, e indujo apoptosis de las células HL60, a la vez que demostré que el
tratamiento combinado, tuvo una mejor respuesta que las drogas ensayadas de manera individual
(Li et al., 2007). Nuestro estudio es el primero, hasta donde hemos podido indagar en la literatura

publicada, en demostrar la ocurrencia de sinergismo entre TOAy MG132 en células mieloides U937.

Hemos proporcionado una fuerte evidencia de que el incremento en la potencia citotdxica, que se
observa al combinar TOAy el inhibidor del proteasoma MG132 en la linea U937, y que se demuestra
por la ocurrencia de sinergismo en todo el rango de efectos, depende de la produccién de bajos

niveles de Oy, en la etapa temprana posterior a la exposicion de las drogas combinadas.

4.2.3 TOAy MG132 son sinérgicos en cuanto al efecto citotdxico y antagdnicos
en el efecto inhibitorio de la proliferacién

El mecanismo de inhibicidn del crecimiento por TOA en células U937 ha sido estudiado en detalle
por McColum et al., demostrando estos autores que TOA provoca un retardo en la progresion del

ciclo celular, conduciendo a la apoptosis en la fase G2/M del ciclo (McCollum et al., 2005). Nuestro
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estudio ha demostrado ademas, que la combinacién TOA+MG132, produjo antagonismo sobre el
efecto de inhibicién de crecimiento celular en todos los niveles en células U937, indicando que el
sinergismo de la combinacién estd restringido al efecto de induccidn de muerte celular. Este
hallazgo indica que pueden coexistir dos tipos de interaccidn opuestos (sinergismo y antagonismo),
para la misma combinacidn de farmacos, pero considerando medidas de efecto diferentes
(inhibiciéon del crecimiento y muerte celular). Este resultado ilustra cuan complejo resultaria
anticipar el efecto neto anti-leucémico de las drogas combinadas, si sélo se tuviera en cuenta la
informacidn sobre la presencia o ausencia de mecanismos de resistencia, identificados en estudios
experimentales, como por ejemplo el incremento de GSH, la activacién de NF-kB, el retardo en la

progresion del ciclo, o la produccién de ERO.

4.3 TOA y MG132 son antagodnicos en células Raji en cuanto al efecto
citotdxico, pero la caida en la potencia relativa no puede
explicarse por los niveles de GSH

4.3.1 TOAy MG132 reducen los niveles de GSH y aumentan O en las células
Raji
A diferencia de lo observado en la linea U937, la combinacién de TOA y MG132 resultd antagénica
en la linea Rajo. Esto nos llevé a pensar que la presencia de los dos farmacos, estaba potenciando
algunas respuestas compensadoras que se oponen al efecto citotdxico. En principio imaginamos que
la produccidn de ERO tendria tal vez un rol, conduciendo a un incremento de GSH como habiamos
observado en la linea U937. Sin embargo, nuestros resultados mostraban claramente, que a
diferencia de lo observado en células U937, el incremento de O, conducia a una disminucion
progresiva y sostenida de los niveles de GSH. Es decir que la reduccion de potencia no podia
explicarse por incrementos de GSH, dado que la respuesta antioxidante no estaba actuando
fuertemente contra las drogas y no podria ser un mecanismo compensador predominante.
Debiamos pensar entonces en otras respuestas de estrés que promovieran la sobrevida, ya que aun
cuando el nivel de O, se incrementd y el nivel de GSH se redujo, la potencia relativa de los farmacos
combinados disminuyd. Por ejemplo, para el nivel de efecto 50%, la potencia relativa de TOA medida
como DRI (que expresa la potencia en la combinatoria en comparacién a la potencia como droga
sola) fue de 1.27, indicando que la potencia de TOA para lograr un 50% de muerte celular cuando
estd combinado con MG132, es casi la mitad (61,8%) que cuando estd presente como droga sola

(100% correspondiente al valor de DRI =2.0).
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4.3.2 TOAy MG132 no tienen efecto sobre el PMM en las células Raji

Por otra parte observamos un resultado llamativo. Existe una gran cantidad de trabajos publicados
acerca de que el TOA induce ERO y disminucion del PMM, y asi lo habiamos comprobado también
en nuestro estudio en la linea U937, cuando evaluamos el PMM con la dosis CE50 de TOA a 72hs,
en células incubadas sélo 24hs. Si bien el 50% de las células U937 mueren a 72hs con la CE50, cuando
se evalla a 24hs la viabilidad es muy elevada, pero sin embargo ya se hace evidente el dano
mitocondrial por la caida del PMM. Por el contrario, en células Raji, la CE50 de TOA a 72hs, evaluada
a 24hs, no produjo cambio alguno en el PMM. Es decir que la muerte celular a 72hs en células Raji,
se produce aun cuando las mitocondrias no muestran una evidencia clara de dafio, en su evaluacién
a las 24hs. Este resultado es mas llamativo, cuando se observa ademas que los niveles de GSH en las
células Raji, tienen una caida importante a las 24hs, cuando se utiliza la CE50 72hs, y que los niveles
de O~ aumentan en las mismas condiciones. Estas tres caracteristicas del efecto del TOA en células
Raji se mantienen al combinarse con MG132. Es decir, se mantiene un PMM similar al basal, a la vez

gue aumentan el O, y caen los niveles de GSH.

4.4 Las causas del antagonismo TOA+MG132 en células Raji y su
reversion farmacoldgica

4.4.1 (Es posible identificar el mecanismo que causa la caida de potencia
relativa citotdxica en la combinacién TOA+MG132 en células Raji?

Nos preguntamos entonces lo siguiente: dado que existe una caida en la potencia relativa de TOA al
combinarse con MG132, lo cual se hace evidente como un claro antagonismo, en el que el Cl se
mantiene por encima de 1 en casi todo el rango de efecto, équé respuestas de estrés celular podrian

activarse para explicar esta merma de potencia?

Por otra parte habiamos logrado con éxito que una combinacién en la que la potencia de las drogas
aumenta (sinergismo), se comporte de manera exactamente opuesta (antagonica) reduciendo su
potencia relativa, por medio de la supresion del mecanismo que encontramos como critico para el

resultado de la combinacion (aumento en los niveles de GSH por incremento de O, en U937)

Nos planteamos entonces si era posible identificar un mecanismo critico, para la interaccion
antagoénica y merma en la potencia de TOA y MG132 combinados. Y en tal caso, si la inhibicidn de
dicho mecanismo podia lograr que la interaccidon fuera exactamente opuesta, aumentando la

potencia de TOAy MG132.
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4.4.2 La autofagia y la sobreexpresion de BNIP3 en la muerte celular inducida
por TOA

El TOA tiene a las mitocondrias como uno de sus blancos, provocando un aumento de ERO
intracelular y activando la apoptosis intrinseca (Emadi et al., 2010; Li et al., 2008a). En varios
modelos se ha demostrado que el TOA induce autofagia, y que la inhibicién de esta ultima puede
resultar en la supresion de los efectos citotoxicos del TOA sobre las células leucémicas (Goussetis et
al., 2010; Isakson et al., 2010). Nuestro estudio mostré que la combinacién TOA+MG132 aumentd
la autofagia en las células U937 y Raji, luego de 24h de exposicién, con dosis que resultan citotdxicas
a las 72hs. Por otra parte, la expresion de BNIP3 en las células U937 fue constitutiva, aunque no asi

en células Raji.

Estudios previos de otros autores, han demostrado que el TOA puede inducir citotoxicidad en células
de glioma maligno, a través de un mecanismo mediado por BNIP3, en el que se observa induccion
de autofagia (Kanzawa et al., 2005). Si bien estos estudios demostraron que la causa de la muerte
celular es el incremento en la expresién de BNIP3 inducido por TOA, no han demostrado que la
supresién de la autofagia causa la inhibicién de la muerte celular. Es decir, se trata de muerte con
autofagia y no por autofagia. Segun otros estudios, la muerte celular inducida por la hipoxia, es
también consecuencia de la expresién incrementada de BNIP3, y ocurre junto al incremento de
autofagia en células de glioma y cancer mama (Azad et al., 2008). Por otra parte, un analisis de
microarrays de cADN, demostrd que TOA incrementa la expresidn de varios genes implicados en la
respuesta a la hipoxia (Kanzawa et al., 2005). Algunos autores han sugerido que el TOA puede inducir
un estado hipdxico en las células tumorales, en el cual la expresién de BNIP3 podria aumentar

notablemente, llevando a la autofagia primero y la muerte celular después (Kanzawa et al., 2005).

4.4.3 Autofagia y expresion de BNIP3 en células U937 y Raji; silenciamiento
epigenético de BNIP3 como forma de resistencia citotdxica

Nuestros hallazgos en células U937 coinciden con las observaciones que demuestran que la
expresion de BNIP3 se encuentra aumentada en varios tipos de cancer, y que este hecho se asocia
a mal pronéstico (Giatromanolaki et al., 2008; Leo et al., 2006; Sowter et al., 2003). Por el contrario,
encontramos que las células Raji tienen una expresion muy baja de BNIP3 a nivel de ARNm vy
proteina. La expresidén baja o ausente de BNIP3 puede resultar en la incapacidad de las células
tumorales para iniciar la muerte celular, a la vez que esta caracteristica se asocia con un fenotipo

quimioresistente, con menor sobrevida de los pacientes (Erkan et al., 2005; Murai et al., 2005b;
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Okami et al., 2004). En estudios de muestras de pacientes con mieloma multiple, se ha podido
demostrar que las regiones del promotor de BNIP3 se encuentran metiladas. Esta metilacién se
correlaciond de manera significativa con baja sobrevida de los pacientes (Heller et al., 2008). Se ha
propuesto que las células cancerosas seleccionan el silenciamiento de la expresién de BNIP3, para
evitar sefiales de muerte inducidas por hipoxia o por medicamentos quimioterapéuticos. (Burton et
al., 2009; Ishida et al., 2007; Okami et al., 2004). Nuestros resultados demostraron que el inhibidor

de HDAC VPA, incrementé la expresidon de BNIP3 en células Raji

4.4.4 (Es posible incrementar la expresion de BNIP3 por drogas epigenéticas en
células Raji? Y en tal caso ées eso suficiente para revertir el antagonismo
entre TOAy MG132?

Habiendo encontrado que la combinacién TOA+MG132 aumentd la autofagia en ambas lineas
celulares, y que BNIP3 se encontraba expresado en células U937, asumimos que la resistencia de las
células Raji a la combinacién TOA+MG132, podria residir en el silenciamiento epigenético de BNIP3.
Siguiendo esta linea de pensamiento, imaginamos que la adicién de una dosis de VPA
suficientemente alta como para incrementar la expresion de BNIP3, pero suficientemente baja
como para no tener efecto citotdxico alguno, permitiria que se promueva el rol pro-muerte celular
de BNIP3 frente a la exposicion a TOA+MG132. De esta manera, la potencia citotdxica relativa de
TOA y MG132 se incrementaria, y la interaccion farmacoldgica pasaria asi a ser sinérgica. Sin
embargo el fuerte antagonismo que observamos entre TOA y MG132, en presencia de bajas dosis
de VPA, nos llevd a considerar que el incremento de expresiéon de BNIP3 en células Raji, estaba
ejerciendo un papel protector contra los efectos del TOA. Es decir, la presencia de VPA estaba
promoviendo una respuesta protectora para la supervivencia celular, mas alla de estar aumentando

la expresidn de BNIP3 por desilenciamiento epigenético.

4.4.5 ¢Es la autofagia un mecanismo celular que promueve la supervivencia
frente el efecto citotéxico de TOAy MG132?

Observamos que un estudio de otros autores realizado en la linea celular de miocardiocitos HL-1,
habia demostrado que la autofagia protegia de la muerte celular mediada por BNIP3 (Hamacher-
Brady et al., 2007), en tanto que otros autores también demostraron que la autofagia inducida por
BNIP3 durante la hipoxia, conforma un mecanismo de sobrevida, que se opone a la muerte celular
inducida por la hipoxia (Bellot et al., 2009). La funcién de muerte de BNIP3 en un ambiente de

hipoxia tumoral fue cuestionada en otros estudios, ya que sus autores encontraron que una
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induccion rapida y completa de BNIP3, podia en cambio proteger contra la muerte celular a través
de un proceso de autofagia (Pouyssegur et al., 2006). Por otra parte, algunos autores propusieron
gue BNIP3 es una proteina pro-autofagica con un papel estrictamente pro-supervivencia, que seria

indispensable para la induccidén dptima de la autofagia en hipoxia (Mazure et al., 2009).

En nuestro estudio, BNIP3 mostrd una distribucidn restringida a las zonas nucleares y perinucleares
en células Raji tratadas con VPA. Esta observacidon era claramente contrapuesta a la distribucién de
BNIP3 y de las mitocondrias en células U937. Un estudio previo de otros autores, demostré que la
localizacién nuclear de BNIP3 coincide con la ausencia de su funcién pro-muerte celular (Burton et
al., 2006). En nuestro estudio, observamos que las dosis de TOA+MG132 que a 72hs resultan
citotéxicas, no tienen ningun efecto sobre el PMM de las células Raji a las 24hs. Esto contrasta
fuertemente con lo observado en células U937, donde las dosis que son citotdxicas a 72hs, causan
previamente una caida del PMM a las 24hs, aunque sin afectar la viabilidad celular durante las

primeras 24hs del tratamiento.

Por otra parte, el tratamiento con VPA como Unica droga aumenta la expresion de BNIP3 en células
Raji, mientras que MG132 sélo incrementa el ARNm de BNIP3 con la presencia simultanea de VPA.
A pesar de este incremento en BNIP3, el tratamiento con VPA no causé modificacién alguna en el
estado basal del PMM de las células Raji, observandose incluso un leve aumento con respecto al
nivel basal, especialmente cuando VPA se combiné con MG132. Sin embargo, una gran mayoria de
estudios coinciden en que BNIP3 se localiza principalmente en las mitocondrias, e induce pérdida
del PMM y muerte celular (Kubli et al., 2007; Regula et al., 2002; Vande Velde et al., 2000). Esta
visidn es consistente con nuestros resultados en la linea U937, que es positiva para BNIP3 de manera
constitutiva, pero no asi con los resultados obtenidos en las células Raji, en las que BNIP3 se expresé

mediante el tratamiento con VPA.

4.4.6 La mitofagia es una respuesta que promueve la supervivencia de las
células Raji y causa una reduccién en la potencia relativa de TOA y MG132
combinadas

Una serie de estudios recientes han demostrado que las mitocondrias con morfologia fragmentada
gue poseen un bajo PMM, se agregan en la region perinuclear donde son removidas por un proceso
de autofagia selectiva (Lee et al., 2010; Twig et al., 2008; Vives-Bauza et al., 2010). La eliminacidn

selectiva de las mitocondrias por autofagia, a la que a menudo se la denomina mitofagia, puede
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ocurrir independientemente de la autofagia general. Esto permite que las mitocondrias dafiadas o
gue se encuentran en nimero excesivo para las demandas metabdlicas de las células, puedan ser
eliminadas de manera especifica, incluso en condiciones de gran disponibilidad de nutrientes,
siendo esta ultima una situacién en la que es sabido que la autofagia general se encuentra inhibida

(Ding et al., 2012).

El transporte de las mitocondrias a la regién perinuclear para su eliminacidn es dependiente de la
red de microtubulos, y por esta razén el tratamiento de células con agentes desestabilizadores de
microtubulos, inhibe la agregacion mitocondrial perinuclear y la mitofagia (Lee et al., 2010; Vives-
Bauza et al., 2010). Algunos autores sugieren que el transporte de las mitocondrias a través de la
red de microtubulos a la regidén perinuclear, constituye un paso esencial en la via de degradacion
mitocondrial (Gottlieb et al., 2011). La VCR, al igual que otros alcaloides de la vinca y aln otros
inhibidores de microtubulos, también bloquea la fusidon de los autofagosomas con los lisosomas,
para asi detener el flujo autofagico en su fase final (Amenta et al., 1977; Mackeh et al., 2013; Munafo

etal., 2001).

El tratamiento con VCR cambié ademas la distribucién celular de la proteina BNIP3 inducida por
VPA, en tanto que las mitocondrias también mostraron una redistribucién muy similar. Ademas, en
las muestras tratadas con VCR, los autofagosomas mostraron colocalizacion con las mitocondrias,
mientras que la masa mitocondrial se incrementd, a la vez que el porcentaje de células con el PMM
colapsado aumentd con respecto al valor basal. Por lo tanto, concluimos que la VCR causé un
bloqueo del flujo mitofagico, y como consecuencia de ello se produjo una acumulacién de
mitocondrias dafiadas (Hanna et al., 2012; Klionsky et al., 2016a). En este punto, nuestros resultados
comienzan a encontrar una reconciliacidn parcial con el paradigma que sostiene que BNIP3 induce

pérdida del PMM y la muerte celular (Kubli et al., 2007; Regula et al., 2002; Vande Velde et al., 2000).

4.4.7 El blogueo de la mitofagia junto a la expresion de BNIP3 en células Raji,
causa un aumento en la potencia relativa de TOA y MG132, suficiente
como para pasar de un antagonismo a un sinergismo

La completa reconciliacién con este paradigma se hizo evidente luego de confirmar que el tipo de
interaccion entre TOA y MG132, pas6 de un antagonismo (Cl > 1) a un sinergismo (Cl < 1) en
presencia de una dosis baja de VPA, capaz de incrementar BNIP3, y de una dosis baja de VCR que

fuera capaz de bloquear el flujo mitofagico. Debe destacarse que de manera notable, el
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antagonismo entre TOA y MG132 no se modificé cuando se agregd Unicamente una dosis baja de
VCR, indicando que la expresién aumentada de BNIP3 aportada por VPA, seria una condicidn critica

para lograr el aumento de la potencia relativa citotdxica de TOA y MG132 en las células Raji.

La contribucion de la expresion de BNIP3 a la potencia citotdxica de TOA y MG132, podria residir en
su ubicaciéon sostenida en las mitocondrias como resultado del bloqueo del flujo mitofagico. Esto
podria contribuir al predominio del efecto pro-muerte celular de BNIP3. Esta interpretacién admite
los dos roles de BNIP3 que son motivo de controversia, es decir su rol pro-muerte celular y su rol en
favor de la sobrevida. Por un lado, BNIP3 formaria parte de la respuesta mitofagica, teniendo un rol
en favor de la sobrevida celular, contribuyendo a eliminar las mitocondrias dafiadas y evitar el efecto
nocivo de TOA y MG132. Este efecto de BNIP3 y de la mitofagia, lograria que las drogas combinadas

no alcancen el umbral necesario para iniciar la apoptosis intrinseca.

Porotro lado, al bloquear el flujo mitofagico se estaria anulando esta respuesta de estrés protectora.
En este contexto, la expresion de BNIP3 ya no tendria utilidad para la sobrevida celular. Sin embargo,
en esta nueva situacion BNIP3 podria contribuir a asegurar la muerte celular como una respuesta
homeostatica, toda vez que la mitofagia, autofagia y otros mecanismos defensivos que dependen
de los microtubulos y aun los proteasomas, han sido vulnerados. La induccién de muerte celular
junto a una variedad de respuestas de estrés no seria novedosa, ya que ha sido descripta por
ejemplo en la respuesta de estrés de reticulo endoplasmico (RE), donde la expresion de IRE1 y ATF6
potencian la respuesta de tolerancia a los defectos de plegado proteico, mientras que PERC
incrementa la expresion de la proteina pro apoptética CHOP (Walter et al., 2011). Si el incremento
de IRE1 y ATF6 no son suficientes para contener el dafio que conllevan los defectos de plegado
proteico, predomina el rol proapoptético de CHOP (Labbadia et al., 2015). Una situacion similar
ocurre con la exposicion de la cardiolipina mitocondrial, por fuera de su localizacién normal en la
membrana interna mitocondrial (Chu et al., 2013). En un principio tiene un efecto inductor de la
mitofagia y contribuye a la sobrevida celular, pero cuando se bloquea la mitofagia o se induce un
dafio mitocondrial excesivo, la cardiolipina contribuye a la liberacién de citocromo c y al inicio de la

apoptosis intrinseca (Li et al., 2015; Raemy et al., 2014).

La persistencia de esta situacion en la que no es posible la ejecucién de la mitofagia como una
respuesta protectiva, daria lugar a una carga creciente de mitocondrias dafiadas. Sin embargo los

resultados son también concordantes con la idea de que BNIP3 es parte de un mecanismo de
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resistencia que favorece supervivencia celular, al eliminar las mitocondrias dafiadas a través de la
mitofagia (Quinsay et al., 2010; Rikka et al., 2011) y contribuye a reducir el riesgo potencial que
conlleva esta situacion. Por lo tanto, para cambiar el tipo de interaccion citotdxica de TOAy MG132
en las células Raji, pasando de un antagonismo a un sinergismo, se necesita superar un sistema de
resistencia en el que participan BNIP3, la red de microtlubulos y la autofagia selectiva de las

mitocondrias (mitofagia).

4.5 (Es posible evaluar la interaccion TOA y MG132 en cuanto al
efecto citotdxico en células de pacientes? Y en tal caso cual es el
efecto de VPAy VCR?

Nuestra principal conclusion es que revertir el silenciamiento epigenético de BNIP3, puede resultar
que la mitofagia se vea mejorada, y de esta manera se le confiera a las células una mayor tolerancia
al dafio mitocondrial. Esto puede tener consecuencias nefastas para la eficacia de drogas que
apuntan a ejercer efecto citotdxico por via del dafio mitocondrial, el incremento de ERO vy la
reduccion del PMM, como es el caso de TOA. En una situacién de este tipo, los farmacos
epigenéticos aumentarian la supervivencia de las células tumorales. Esto es importante, ya que
farmacos como los hipometilantes y los inhibidores de histona deacetilasa son frecuentemente
propuestos para el tratamiento de leucemias, en combinaciones con drogas que provocan induccion
de apoptosis intrinseca como es el caso de la fludarabina. La conclusion es que en estos casos es
necesario asegurar el bloqueo de la mitofagia, por ejemplo utilizando farmacos inhibidores de la red

de microtubulos.

El sistema de resistencia que describimos en este estudio, no esta restringido a las células de linfoma
de Burkitt, sino que puede estar presente en varios tipos de células neoplasicas. Por otra parte, es
posible que pueda estar presente en algunos pacientes y ausente en otros con una misma
enfermedad, pudiendo explicar asi diferencias en la respuesta al tratamiento. En la Fig. 3.57
mostramos los resultados de un andlisis de la combinacion TOA+MG132, idéntico al que realizamos
en las células Raji, que fue llevado a cabo en las células patoldgicas obtenidas de sangre periférica
de un paciente diagnosticado con linfoma de células T del adulto, asociado a infeccién por HTLV-1.
El paciente se encontraba en tratamiento de apoyo con cuidados paliativos, luego de una falta de
respuesta al tratamiento con a Peg-interferdn alfa-2. El andlisis mostré que TOA y MG132 fueron
antagonicos, pero la interaccidon pudo ser modificada por completo y transformarse en sinergismo,

mediante el agregado de dosis bajas de VPA y VCR. En las células de este paciente en particular, la
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CE50 de TOA y MG132 se redujo mas de 10 veces en presencia de VPA + VCR (Fig. 3.57). En un
segundo caso que se muestra en la Fig. 3.56, evaluamos el efecto individual y combinado de TOAy
VPA en células leucémicas, obtenidas de la circulacién periférica de un paciente diagnosticado con
leucemia mieloide aguda, correspondiente a la clasificacién FAB M6 (eritroleucemia). Los farmacos
combinados fueron sinérgicos como fue el caso de la linea celular U937 (leucemia promonocitica,
resultado presentado en la Fig. 3.7A). El agregado de VCR 1uM no incrementd la muerte celular por
encima de los valores basales, pero sin embargo incrementé el sinergismo de la combinacion TOA +

VPA (Fig. 3.56).

Nuestros hallazgos pueden tener contribuciones potenciales para las terapias combinadas que
incluyen inhibidores de histona desacetilasa e hipometilantes. En la actualidad, no se conocen las
causas ni los mecanismos de resistencia y falta de respuesta terapéutica a los hipometilantes, ya sea
en su uso como monodrogas o combinados con HDAC. Por otra parte es dificil disefiar
combinaciones especificas que puedan tener éxito en pacientes resistentes al tratamiento con
hipometilantes y HDACs. Ademas, uno de los problemas mas importantes es que actualmente no se
cuenta con predictores de respuesta a los farmacos hipometilantes (Garcia-Manero, 2011). Nuestro
estudio introduce el concepto de que un incremento en la mitofagia o flujo mitofdgico, es una

posible explicacidn a la falta de respuesta a las terapias basadas en hipometilantes y HDACs.

4.6 Acerca de la regulacidn reciproca entre el sistema ubiquitina
porteasoma y la mitofagia

MG132 es un aldehido peptidico, que inhibe principalmente la actividad quimiotripsina-simil de la
subunidad 26S del proteasoma, al unirse covalentemente al sitio activo de la subunidad B5 (Han et
al., 2009; Kloss et al., 2013; Lee et al., 1998). MG132 tiene el mismo blanco que Bortezomib y otros
inhibidores de proteasoma de nueva generacién. Las mutaciones en el bolsillo de unién a
Bortezomib, en la subunidad B5 altamente conservado, producen resistencia cruzada con MG132
(Oerlemans et al., 2008). Otra de las causas de resistencia a Bortezomib, MG132 y las nuevas
generaciones de inhibidores del proteasoma, es la presencia de métodos alternativos de
degradacion de las proteinas como la autofagia (Kumar et al., 2008). El sistema de ubiquitina-
proteasoma y autofagia pueden acoplarse funcionalmente, ya que la inhibicidon del proteasoma
activa la autofagia, mientras que la supresidon de la autofagia, promueve la acumulacion de

agregados de proteinas polyubiquitiniladas (Ding et al., 2007).
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En nuestro estudio, la potencia relativa de MG132 en células Raji se redujo en la combinacidn
TOA+MG132, en tanto que esa reduccidon fue mayor cuando agregamos VPA en concentracion
subletal. Sin embargo al agregar VCR la potencia relativa de MG132 en la combinacion con TOA, se
incremento por encima de su potencia como droga sola. Es decir que el bloqueo de la autofagiay la
mitofagia por medio de la inhibicidn de la red de microtubulos tuvo como consecuencia, un
incremento en la potencia citotéxica del inhibidor del proteasoma. Nuestros resultados sugieren
entonces que el mayor flujo mitofagico, puede explicar la resistencia a inhibidores del proteasoma
(Jiaetal., 2012). La compensacidn reciproca entre la actividad del proteasoma y la mitofagia podria
tener mayor o menor importancia dependiendo de cada neoplasia en particular y su grado de

progresion y agresividad.

4.7 la interaccion TOA+MG132 como biomarcador de efecto y la
influencia de mecanismos de resistencia

Nuestro estudio presenta varios biomarcadores de efecto potenciales que podrian convertirse en
predictores de respuesta. Estos biomarcadores incluyen el tipo de interaccidon entre TOA y un
inhibidor del proteasoma con respecto al efecto citotdxico, cambios en la expresién de BNIP3
inducida por farmacos epigenéticos, flujo mitofagico basal y cambios en el flujo mitofagico inducidos
por drogas tales como VCRy VPA, junto con su impacto en la produccién de ERO intracelular y PMM.
Todos estos biomarcadores pueden ser evaluados en modelos animales de xenoinjerto y en células

neoplasicas obtenidas de muestras de pacientes.
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5 Conclusiones Parciales

Seccion |

Efecto citotdxico de TOA y las combinatorias sobre las lineas U937 y Raji

Los resultados expuestos en esta seccidn, han permitido determinar la potencia citotdxica de los
compuestos TOA, MG132, CAPE y las combinaciones TOA+MG132 y TOA+CAPE sobre las lineas celulares
U937 (leucemia promonocitica) y Raji (Linfoma de Burkitt), ambas consideradas resistentes al TOA.
Determinamos la capacidad de los tratamientos individuales y combinados de inhibir la proliferacion de
las lineas celulares, y evaluamos el tipo de interaccidn existente entre las drogas que formaban parte de
los tratamientos combinados. Esto se llevé a cabo mediante un modelo probabilistico (regresidn logistica)
en todo el rango de efecto estudiado, calculando el indice de combinacién de Chou-Talalay, permitiendo
asi evaluar la potencia relativa de los fdrmacos cuando son usados en forma combinada con respecto su

uso individual.
En base a los resultados obtenidos podemos concluir que:

1. La combinatoria TOA+MG132 mostrd sinergismo en cuanto al efecto citotéxico en la linea U937
en todo el rango de efecto, mientras que en el caso de la linea Raji esta misma combinacidn se
comporté de manera antagdnica. En cambio, el tratamiento combinado TOA+CAPE se comporté
de manera antagdnica sobre ambas lineas celulares.

2. Ambos tratamientos combinados se comportaron de manera antagdnica sobre las dos lineas en
cuanto a su capacidad de inhibir la proliferacién celular.

3. Lo observado parala combinacién TOA+MG132 en la linea U937 demuestra que pueden coexistir
dos tipos de interaccién opuestos (sinergismo y antagonismo), para la misma combinacién de
farmacos, pero considerando medidas de efecto diferentes (inhibicion de la proliferacion y
muerte celular).

4. ElClfuevariable a lo largo del rango de efectos, observandose incremento del antagonismo y del
sinergismo con niveles de efecto progresivamente mayores. Esto ocurrié como consecuencia de
las diferencias de susceptibilidad individual de las células en estudio a las drogas citotdxicas, y se

reflejé a través de perfiles de CDR con distintas pendientes.
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5. La CE50 es la minima dosis que produce muerte regulada en el 50% de las células en estudio. El
rango de concentraciones por debajo de la CE50 (por ejemplo CE25-CE50) es donde las respuestas

de estrés que se oponen a la muerte regulada se encuentran en su maxima expresion.

Seccion |l

Modificacién en la produccién de anidn superdxido inducida por TOA, MG132y
CAPE en el rango de dosis con efecto citotoxico

En esta seccidn se evalud en las lineas celulares U937 y Raji, la capacidad de los tratamientos individuales
y combinados de generar cambios en los niveles de anidn superdxido y glutation reducido intracelulares,
para luego correlacionar estas observaciones con el tipo de interaccién determinado en la seccién I. Los

resultados obtenidos indican que:

1. TOA fue capaz de generar altos niveles de O,” en ambas lineas celulares lo que se acompaié de
una disminucién de los niveles de GSH en ambas lineas. Sin embargo, en la linea U937 se observd
un aumento por sobre los niveles basales. En cambio, en las células Raji los niveles de GSH se
mantuvieron bajos.

2. MG132 no fue capaz de generar cambios apreciables en los niveles de O™ ni GSH en ninguna de
las condiciones ensayadas.

3. CAPE generd altos niveles de O~ en ambas lineas alcanzando niveles mayores a lo observado para
TOA. Esto fue acompafiado de un aumento de GSH en la linea U937 y una marcada disminucion
en la linea Raji.

4. La combinatoria TOA+MG132 no generd un incremento significativo de O,"en la linea U937, en
tanto que los niveles de GSH se redujeron durante las primeras 6hs de exposicidon y luego
aumentaron en el transcurso de 24hs. En cambio, en la linea Raji la combinacion TOA+MG132
aumentoé Oy y disminuyd los niveles de GSH.

5. La combinatoria TOA+CAPE generd en todos los casos un gran aumento de O, acompafiado de
una disminucién de GSH en la linea Raji y un marcado aumento en la linea U937.

6. El agregado de una dosis subcitotdxica de H,0, a la combinacién TOA+MG132 en células U937,
aumenté Oy y aumento significativamente el nivel de GSH. En esa condicién la interaccién

sinérgica de TOA y MG132 en U937 pas6 a ser antagonica.
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Concluimos entonces que el sinergismo TOA+MG132 en células U937 se asocia a la generacién de bajos
niveles de O,y a la ausencia de una respuesta celular de aumento de GSH. La potencia relativa de TOA y
MG132 se reduce en la combinacion debido al incremento de GSH. Por el contrario, el antagonismo
TOA+CAPE en U937 se asocia a un aumento en la generacion de O, acompanado de un fuerte incremento
en los niveles de GSH. Por el contrario, en la linea Raji ambas combinatorias resultan antagdnicas a pesar
de que los cambios generados sobre los niveles de O,” y GSH se asemejan a los observados en la linea
U937. Esto demuestra que la caida de la potencia relativa de TOA y MG132 en las células Raji, no puede
explicarse por incremento de GSH como en el caso de la linea U937 en presencia de concentraciones

subcitotdxicas de H,0,.

Seccién |l

Expresion de BNIP3 y su relacion con el efecto citotéxico inducido por
TOA+MG132

La serie de ensayos realizados a lo largo de esta seccidn ha permitido evaluar la expresion del gen vy la
proteina BNIP3 en las lineas U937 y Raji y su modulacién por parte de los tratamientos en estudio.
Ademas, se determiné el efecto a nivel epigenético de VPA y 5-AZA sobre la linea Raji y los cambios en la
potencia relativa de TOA+MG132 en presencia de dichos compuestos. Teniendo en cuenta los resultados

obtenidos podemos concluir que:

1. La linea U937 expresa de manera basal BNIP3 a nivel ARNm y proteina distribuyéndose esta
ultima de manera homogénea por todo el citoplasma. MG132 genera en esta linea un incremento
de la expresién del ARNm.

2. En la linea Raji la expresion basal de BNIP3 es practicamente nula a nivel de mensajero,
detectandose niveles sumamente bajos de la proteina.

3. El tratamiento de la linea Raji con concentraciones sub letales de 5-AZA o VPA aumenta
sensiblemente la expresién tanto del mensajero como de la proteina BNIP3 ubicandose esta
ultima en zonas cercanas al nucleo y alejadas de la periferia celular.

4. El tratamiento con VPA 3mM en U937 aumenta los niveles de mensajero con respecto al basal.
El MG132 genera en la linea Raji un aumento dosis dependiente del mensajero de BNIP3 al co-

tratar estas células con VPA 3mM.

151



Conclusiones Parciales

5. La combinatoria TOA+VPA se comporta de manera sinérgica en U937 pero presenta un gran
antagonismo en la linea Raji.

6. La combinatoria TOA+MG132 en presencia de VPA en concentraciones subletales muestra un
comportamiento antagdnico en la linea Raji. Este antagonismo es aun mayor que el observado

para dicha combinatoria en usencia de VPA.

En resumen, se demostrd que en la linea Raji se encuentra silenciado el gen de BNIP3 y que la expresiéon
del mismo puede ser restablecida mediante el uso de fdrmacos epigenéticos como VPA y 5-AZA. Ademds,
se determind que a pesar de lograr la expresion de BNIP3 en Raji, la combinatoria TOA+MG132 continua
comportandose de manera antagodnica, por lo que el silenciamiento de BNIP3 no es el inico mecanismo

de respuesta que estas células ponen en juego frente a los tratamientos ensayados.

Seccién IV

Induccidon de autofagia por TOA y MG132 en las células Raji y U937

Dado el rol como mecanismo de resistencia a drogas citotdxicas que se le asigna al proceso autofagico
desde hace ya algunos afios, en esta seccion de resultados se evalué la ocurrencia de autofagia en las
lineas celulares U937 y Raji. Se estudié ademas le influencia de la autofagia sobre la potencia relativa de
los tratamientos. Para esto, se desarrolld un ensayo de determinacion simultdnea de contenido de
autofagosomas y muerte celular por citometria de flujo. Luego de esta serie de ensayos podemos concluir

que:

1. Si bien ambas lineas realizan autofagia de manera basal, la presencia de autofagosomas no es
homogénea entre células de una misma muestra. Ademas, los autofagosomas de la linea Raji se
encuentran principalmente en zonas cercanas al ntcleo mientras que los de U937 se distribuyen
por toda el drea celular.

2. La citometria de flujo con MDC permite determinar de manera efectiva y especifica, cambios en
los niveles de autofagia inducidos por los tratamientos en estudio y por conocidos inductores e
inhibidores de este proceso.

3. TOA, TOA+MG132 y VPA son capaces de inducir altos niveles de autofagia en la linea Raji y este

efecto es mucho mas notorio a bajos niveles de efecto. Ademas, medida que aumenta el efecto
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citotéxico disminuye el numero de células que son capaces de responder con un aumento de
autofagia.

4. La VCR en dosis sub letales, es capaz de inhibir el flujo autofagico a corto y largo plazo. Luego del
tratamiento con VCR hay una redistribucién de autofagosomas hacia zonas periféricas de la
célula.

5. A pesar de la inhibicién de autofagia por parte de la VCR, la combinatoria TOA+MG132 sigue
comportandose de manera antagdnica en la linea Raji.

6. Selogré unainteraccién de tipo sinérgica para la combinatoria TOA+MG132 en la linea Raji al co-
tratar con VPA 3mM+ VCR 1uM. Esto significa que es necesaria la expresion de BNIP3 en
simultaneo con la inhibicién de autofagia para aumentar la potencia relativa de TOA+MG132 en

la linea Raji.

Seccién V

Eliminacidn de mitocondrias como forma de resistencia al TOA combinado con
MG132

La autofagia como mecanismo de eliminacién de componentes celulares dafiados, puede asociarse
a una reduccién del efecto citotdxico como ha sido probado en varios modelos. Anteriormente
hemos demostrado que la inhibicién del flujo autofagico por si solo, no es suficiente para sensibilizar
a la linea Raji a la accién citotéxica de TOA+MG132, pero si es necesaria cuando ademas se
encuentra expresada la proteina BNIP3. Teniendo en cuenta que esta proteina es de localizacion
mitocondrial y que la mitocondria es uno de los principales blancos del TOA, en esta seccién de
resultados, se estudio el proceso mitofagico como posible mecanismo de resistencia de la linea Raji.

Los resultados de esta seccidon nos permiten concluir que:

1. TOAy TOA+MG132 generan pérdida de PMM en la linea U937, pero no en la linea Raji. La
ausencia de células con PMM colapsado es llamativa teniendo en cuenta que en células Raji,
estos tratamientos generan altos niveles de O,” y una caida en los niveles de GSH.

2. Enlalinea Raji, luego de los tratamientos con TOA+MG132 y VPA 3mM, las mitocondrias se
concentran en areas cercanas al nucleo, en una distribucién compatible con el denominado
CPNM, lo que se acompana de una disminucién del AMR. Por el contrario, en la linea U937,

TOA+MG132 genera un aumento del AMR y las mitocondrias se distribuyen de manera
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homogénea por el citoplasma, mientras que VPA 3mM no genera cambios significativos del
AMR.

3. El tratamiento con TOA o TOA+MG132 genera una reduccion significativa de la MM en
células Raji, mientras que en la linea U937 estos tratamientos provocan un aumento de la
MM.

4. El tratamiento en concentraciones sub-citotdxicas con VPA+VCR genera un aumento
significativo del AMR y de la MM en ambas lineas celulares. Ademas, este tratamiento
provoca la desorganizacién del CPNM que se observaba en la linea Raji con VPA solo.

5. Eltratamiento de las células Raji con TOA, y TOA+MG132 en presencia de VPA+VCR, genera
un aumento significativo de la MM oponiéndose a la disminucion observada en ausencia de
VPA+VCR. Esto se acompafiia de la aparicidon de un porcentaje significativo de células con
PMM colapsado. Estas observaciones se relacionan con el sinergismo TOA+MG132
observado en células Raji en presencia de VPA+VCR.

6. En lalinea Raji, el tratamiento con VPA 3mM genera un aumento en la colocalizacién entre
mitocondrias y autofagosomas, que se hace mucho mas evidente en presencia de VPA+VCR.
Esto no ocurre en la linea U937.

7. Se demostrd en la linea Raji que luego del aumento de la expresion de BNIP3 con VPA en
concentraciones sub-citotoxicas, existe una alta colocalizacién entre esta proteina y las

mitocondrias.

En resumen, concluimos entonces que VPA induce un aumento del flujo mitofagico en células Raji,
permitiendo la eliminacidon de mitocondrias dafiadas. Esto explica la caida de la potencia citotdxica
gue se observa al agregar VPA a la combinacién TOA+MG132. El agregado de VCR bloquea el flujo
mitofagico provocando un aumento de la masa mitocondrial, con desorganizaciéon del CPNM y una
acumulacién de mitocondrias dafiadas por TOA con bajo PMM. El bloqueo del flujo mitofagicoy la
acumulacién de mitocondrias dafiadas explica el incremento de potencia de la combinacion
TOA+MG132, en presencia de dosis subletales de VPA y VCR. BNIP3 podria actuar en la mitocondria
como un receptor de mitofagia o como un inductor de muerte, dependiendo de la intensidad del

flujo mitofagico. El bloqueo del flujo mitofagico forzaria el predominio de su rol inductor de muerte.
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Seccion VI

Evaluacion de la interaccion de farmacos citotdxicos en células de pacientes con
neoplasias hematoldgicas

El TOA es un farmaco utilizado clinicamente en leucemia promielocitica, pero otros tipos de
leucemias y linfomas presentan resistencia a su efecto citotéxico. De manera similar, para los
inhibidores del proteasoma se observa sensibilidad en mieloma multiple, pero resistencia en otras
neoplasias en las que se los ha ensayado como monodroga. Surge entonces el interés por evaluar la
sensibilidad a los farmacos que hemos estudiado en las lineas celulares U937 y Raji en forma
individual y combinada, en células neoplasicas obtenidas de pacientes con patologias relacionadas.
Los resultados obtenidos a partir de tres casos clinicos estudiados, nos permiten obtener las

siguientes conclusiones:

1. Enun caso de leucemia M6 observamos un situacidn similar a la observada en células U937,
con un sinergismo entre TOA y VPA que se incrementd notoriamente con el agregado de
VCR subletal.

2. En un caso de leucemia T del adulto muy avanzada y ya en tratamiento paliativo,
observamos un pronunciado antagonismo entre TOA y MG132, con reversién completa a
muy alto sinergismo con el agregado de concentraciones subletales de VPA y VCR. En esta
situacién, los resultados obtenidos se asemejan a lo que se observa en la linea Raji.

3. Enun caso de LLC observamos también antagonismo entre TOA y MG132, que se revirtio a

sinergismo con el agregado de VPA y VCR

Concluimos entonces que los mecanismos de resistencia a la combinatoria TOA+MG132, estudiados
en el transcurso de este trabajo, podrian estar presentes en distintas formas de leucemias y
linfomas, particularmente en los casos mas avanzados. El método de estudio aplicado permite
evaluar en células de pacientes individuales, los efectos de las combinaciones en cuanto a su
potencia citotdxica, y de esta manera puede ayudar a definir la relevancia de los mecanismos de
resistencia que se detecten, o que hayan sido postulados para cada patologia. Estos resultados

pueden ser diferentes segun el tipo y grado de progreso de la enfermedad.
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6 Conclusiones Finales

Hemos utilizado el estudio de interacciones entre TOA y MG132, en lo que respecta a su efecto
citotoxico sobre células de neoplasias hematoldgicas individualmente analizadas, como una
herramienta de ayuda para la exploracidon de mecanismos de resistencia y sensibilidad a compuestos
citotoxicos. A diferencia de los estudios que proponen evaluaciones de fenotipo de muerte
(apoptosis, necroptosis, otras formas de muerte programada o regulada) en concentraciones
predeterminadas, nuestro enfoque se centrdé en la evaluacién del rango completo de efecto
citotoxico. En particular nos focalizamos en el rango donde los aumentos progresivos de
concentracién de farmaco, producen aumentos progresivos de efecto citotdxico. Utilizamos
funciones probabilisticas dosis-efecto citotdxico para obtener valores como la CE50, para la que
demostramos que se trata de la minima dosis capaz de iniciar un efecto de muerte celular activa en
la mitad de las células de una poblacién determinada. Esta medida tiene una crucial importancia
para el estudio de la muerte regulada, es decir la muerte activa que ocurre como consecuencia de
la presencia de una noxa, y que supera el esfuerzo de sobrevida de las respuestas celulares de estrés.
Es decir, en la CE50 siempre hay muerte regulada y nunca se trata de una muerte pasiva. Esto
permite caracterizar el fenotipo de muerte en el rango de concentraciones superior al CE50 (por
ejemplo CE50-CE90) y explorar las respuestas de estrés que promueven la supervivencia celular en

el rango inferior al CE50 (por ejemplo CE25-CE50).

Hemos extendido el uso de esta herramienta para el estudio de la interaccién de TOA y MG132,
evaluando los cambios de potencia relativa citotdxica de cada droga cuando se encuentran
combinadas. Ya sea por medio del Cl o la DRI de cada droga, hemos explorado el comportamiento
en todo el rango de efectos. La conclusion general es que la potencia relativa citotdxica rara vez es
constante en todo el rango de efectos, y que puede sufrir profundos cambios por encima y por
debajo de la CE50, reflejando también los cambios en el balance entre las respuestas inductoras de

muerte celular y promotoras de la supervivencia.

En el caso de las células U937, encontramos que la interaccion sinérgica entre TOA y MG132, pudo
transformarse en antagonismo aumentando el nivel de O, mediante un tratamiento subletal con
H,0,. De esa manera logramos observar un perfil de antagonismo similar al que detectamos en
células U937 con TOA+CAPE, en el que un alto nivel de O, se asocié con aumento de GSH y menor

potencia citotdxica. Sin embargo en células Raji la interaccion TOA+MG132 fue antagdnica, con
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niveles bajos de GSH, y de esa manera quedd descartado el aumento de GSH como mecanismo que

pudiera explicar la merma en la potencia citotdxica de los farmacos combinados.

Nos propusimos evaluar entonces el rol de otro mecanismo propuesto para explicar la resistencia a
la citotoxicidad por TOA. Segun antecedentes bibliograficos, el silenciamiento de BNIP3 podria
actuar como un factor limitante del efecto citotdxico del TOA, y favorecer la sobrevida de las
neoplasias en microambientes hostiles como la hipoxia. Confirmamos que las células Raji tenian una
expresion casi nula de BNIP3, en tanto las células U937 mostraron una elevada expresion
constitutiva. Encontramos que los farmacos epigenéticos VPA y azacitidina, restauraron la expresién
de BNIP3 en células Raji. Sin embargo la potencia relativa de TOA y MG132 combinados, fue aun
menor con la adicién de VPA subletal. Esto sugeria que el desilenciamiento epigenético, en lugar de
favorecer el efecto citotdxico de las drogas combinadas, lo estaba en realidad limitando. Realizamos
entonces una evaluacion de flujo autofdgico tanto en la linea U937 como Raji. En ambos casos
encontramos un incremento como consecuencia de la exposicion a los farmacos en estudio, que
alcanzd su mdaximo en el rango CE25-CE50 y decrecidé abruptamente en el rango superior a la CE50.
Mas aun, el mismo perfil se observo con la evaluacién realizada para VPA en células Raji, donde Ia
induccién de autofagia ocurridé aun en rangos subletales. En base a estas observaciones asumimos
gue la autofagia podria actuar como mecanismo de resistencia. Para confirmarlo se realizé un
bloqueo del flujo autofagico con el inhibidor de microtibulos VCR. En estas condiciones la
combinacion de TOA+MG132 en presencia de VPA y VCR subletales, pasé de ser antagdnica a ser
sinérgica, demostrando que la autofagia era la respuesta promotora de supervivencia celular, que
explicaba la caida de la potencia relativa de TOA y MG132 combinadas en las células Raji. De manera
notable, el sinergismo entre TOA y MG132 no pudo alcanzarse con sélo el agregado de VCR subletal,
demostrando que la expresién de BNIP3 tendria una contribucién importante para incrementar la
potencia citotdxica. Es decir que en estas condiciones observamos un predominio del rol promotor

de muerte celular de BNIP3, tal como otros autores habian propuesto.

Por otra parte habiamos observado un resultado llamativo. El tratamiento de células Raji tanto con
TOA como Unica droga como con la combinacion TOA+MG132, mostré que aun cuando se
incrementaron los niveles de O, , y los niveles de GSH decrecieron significativamente, no
encontrabamos modificacidon en la proporcion de células con PMM colapsado, en tanto que las
mitocondrias mostraban una localizacion predominantemente perinuclear (CPNM). Esto cambid por

completo al agregar VPA+VCR subletal, observandose un incremento de la proporcién de células
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con colapso del PMM. Encontramos ademas, que al agregar VPA+VCR subletal se incrementé la
masa mitocondrial, se desorganizdé por completo el CPNM, provocando una redistribucion de las
mitocondrias hacia la periferia celular. Es decir que el incremento de potencia relativa de TOA y
MG132 por bloqueo de autofagia, se asocid a una acumulacion de mitocondrias en falla y una
desorganizacion del CPNM. Por ultimo demostramos la colocalizacién de mitocondrias y
autofagosomas al tratar con VPA, y el incremento sustancial de esta colocalizacién con el agregado
de VPA y VCR. Por otra parte, demostramos que la inmunomarcacién de BNIP3 también colocalizé
con las mitocondrias. Es decir que la resistencia al TOA y MG132 ocurrid por autofagia de
mitocondrias (mitofagia), una situacidn en la que prevalece el rol promotor de la supervivencia de
BNIP3 (recientemente confirmado como un receptor de mitofagia fundamental en la respuesta a la
hipoxia). Sin embargo al bloquear el flujo mitofagico, y provocar la acumulaciéon de mitocondrias
dafiadas, la expresion de BNIP3 y su localizacidon mitocondrial tendria un rol promotor de la muerte
celular, actuando como proteina proapoptética. Es decir que los dos roles de BNIP3 que han sido
motivo de controversia, encuentran un explicacion en contextos fisioldgicos distintos. Como
respuesta de estrés protectora frente a una cierta intensidad de la noxa, y un flujo mitofagico capaz
de evitar la acumulacién de mitocondrias dafiadas, y como factor promotor de la muerte celular una

vez que esta respuesta de supervivencia ha sido superada.

Por ultimo evaluamos los cambios en la potencia citotdxica de TOA y MG132 en forma individual y
combinada, en células de pacientes con neoplasias hematoldgicas. Encontramos que las drogas
combinadas presentan antagonismo, que puede ser transformado en sinergismo mediante el

agregado de concentraciones subletales de VPA y VCR.
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8 ANEXO |

8.1 Evaluacion de interaccion de farmacos citotdxicos por el método
del indice de combinacidn utilizando citometria de flujo como
método de alto rendimiento

8.1.1 Evaluacién de viabilidad mediante citometria de flujo

La fortaleza de la citometria de flujo en comparacion con otros métodos disponibles para evaluar la
proporcién de células vivas y muertas es la exactitud y precisién de evaluacién multiparametrica
unicelular. Ademas existe una gran variedad de sondas fluorescentes que pueden ser elegidas en la
evaluacidon de la viabilidad mediante citometria de flujo. La evaluacion mediante estas sondas se
basa en las funciones celulares y condiciones biolégicas que se conservan en forma diferencial en
células vivas y se pierden en las células muertas. Es habitual seleccionar al menos dos sondas de
medicion de condiciones funcionales independientes. Por ejemplo, una sonda de evaluacién de
integridad de la membrana de las células y la otra sonda de evaluacidn de actividad enzimatica. Las
sondas deben seleccionarse para adecuarse a los requisitos experimentales especificos tales como
variabilidad bioldgica, la duracion de los experimentos, el hecho de que las células expuestas a
drogas sean adherentes o no adherentes y las lineas de iluminacion disponibles en el citdmetro de
flujo. Algunas sondas pueden ser liberadas después de ser retenidas dentro de las células por un
corto tiempo y requieren evaluacidon inmediata por el citémetro de flujo después de la marcacién,
mientras que otras pueden mantenerse durante varias horas o pueden incluso mantenerse
indefinidamente al permanecer unidas covalentemente a componentes celulares. Ademds, algunas
muestras pueden requerir fijacion debido a problemas de riesgo bioldgico, por lo que otro tipo de

sondas debe ser elegido y combinado en estos casos (De Clerck et al., 1994).

8.1.2 Marcacion fluorescente de células vivas y muertas

La viabilidad no se define facilmente en términos de un parametro fisiolégico o morfoldgico. Ningun
pardmetro unico define completamente la muerte celular en todos los sistemas; por lo tanto, es a
menudo ventajoso utilizar mas de un indicador de muerte celular basado en diversos parametros

como el dafio de la membrana y la actividad metabdlica o enzimatica. Un numero
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considerablemente grande de sondas fluorescentes, dirigidas a evaluar la viabilidad a nivel de
células individuales, han sido introducido en los ultimos afos. Muchas de estas sondas nuevas
tienen caracteristicas que son utiles en circunstancias experimentales particulares. Las dos
condiciones mas frecuentemente detectadas son la mayor permeabilidad de la membrana celular
en las células muertas y la presencia de la actividad enzimatica en células vivas. La primera se evalta
con las sondas que se vuelven fluorescentes cuando se unen al ADN, las cuales no son capaces de
pasar a través de la membrana de la célula si la permeabilidad selectiva se conserva. Para medir la
actividad enzimatica de las células vivas, se utilizan sustratos fluorogénicos que sélo son captadosy
retenidos por las células vivas. Sin embargo otras condiciones que ocurren solamente en células
vivas pueden utilizarse para demostrar viabilidad, por ejemplo la oxidacién enzimatica y la reduccion
del potencial de membrana mitocondrial (Callewaert et al., 1991). Es importante subrayar este
concepto ya que estas sondas son de uso frecuente para la evaluacién de las funciones celulares
especificas y se puede asumir erréneamente que no tienen ninguna contribucidn a la evaluacién de

la viabilidad.

8.1.3 Viabilidad y apoptosis

La mayoria de las drogas citotéxicas especificas han demostrado inducir apoptosis u otros modos
de muerte celular regulada, incluyendo la muerte celular autofagica o la necrosis programada. Estos
mecanismos de muerte celular, a menudo se contraponen a la necrosis que se produce como una
desintegracion pasiva, repentina e incontrolada de la célula. Las consecuencias fisioldgicas de la
apoptosis y necrosis pasiva son diferentes, y por lo tanto es importante determinar el fenotipo de
muerte. Cuando se evalla por citometria de flujo, las células en apoptosis u otras formas de muerte
celular regulada muestran una disminucidn en el volumen celular y la cambios en la dispersién de
luz frontal (FSC) y un aumento de la dispersion de la luz lateral (SSC) principalmente debido a los
cambios citoplasmaticos y nucleares como blebbing y fragmentaciones nucleares (Dive et al., 1992;
Pheng et al., 2000). En cambio la necrosis pasiva a menudo muestra volumen creciente de la célula
y aumento del FSC sin cambios en el SSC (Healy et al., 1998). La evaluacién de viabilidad después de
la exposicion de la droga citotdxica no evalua el fenotipo de la muerte celular. Es asi, que cualquier
fenotipo de muerte celular se puede inducir por tratamiento farmacoldgico incluyendo necrosis
pasiva (Healy et al., 1998). Sin embargo los estudios que determinan la dosis citotdéxica media
requieren la exposicién a dosis crecientes, desde niveles subletales hasta llegar a las dosis minimas

que producen la muerte celular en el 100% de la poblacidén en estudio. En este rango de dosis, los
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fenotipos de muerte celular corresponden a muerte regulada /programada y excluye a la necrosis

pasiva.

8.1.4 La construccion de una curva dosis-respuesta citotoxica

Tedricamente, si una poblacién de células fuera homogéneamente sensible a la muerte celular
inducida por un cierto fdrmaco, existiria una dosis D en la que la muerte celular se observaria en el
100% de los casos (Casarett et al., 2008). Sin embargo, en cualquier muestra de células tratadas con
drogas citotéxicas, una proporcion aleatoria de células moriran en dosis inferiores o superiores a D,
debido a la variabilidad bioldgica y experimental. Esta variacion al azar sigue una distribucion

gaussiana (Fig. A.1A, C).
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Figura A.1 Modelo dosis-respuesta de tipo cuantico. A. Las células individuales muestran diferencias en
la dosis minima de droga necesaria para inducir la muerte celular. Dm es la dosis minima mas frecuente
necesaria para provocar la muerte celular. Las variaciones alrededor de este valor tienen una distribucion
normal. En este ejemplo particular Dm es 7 uM y la desviacion estandar (SD) es 1 uM. B. Dm es la dosis de
droga que se estima mata a la mitad de las células en una muestra. Cuando se ejecutan experimentos
exponiendo las células a dosis incrementales de una droga citotdxica, la fraccion de células muertas
presentard una distribucién normal acumulativa. C. Se ilustra como dos farmacos citotéxicos difieren en su
variabilidad alrededor de la Dm. La droga representada por la linea de puntos tiene mayor variabilidad (SD =
1,8 uM) que la droga en linea llena (SD = 1 uM). D. Se ilustra como el aumento de la variabilidad alrededor de
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Dm determina una curva dosis respuesta con una menor pendiente como se muestra por la linea punteada
de la distribucién normal acumulativa.

La dosis media Dm representa una dosis D donde la mitad de las células mueren y la mitad de las
células siguen vivas (Fig. A.1 B). Sin embargo, como lo indica la forma de la campana de la
distribucidn gaussiana muchas de ese 50% de células que mueren con una dosis Dm puede haber
requerido menos de Dm para morir. De hecho como se muestra en la Figura A.1A, sélo una fraccidon
de las células requiere estrictamente una dosis Dm (aquellos casos en la clspide de la campana),
mientras que una minoria de células requiere una dosis mucho mas baja que Dm para morir (los

casos de la cola izquierda de la curva en forma de campana).

Si llevamos a cabo experimentos que evaltan el efecto citotdxico de dosis crecientes, observamos
una curva sigmoidea que sigue una distribucion de frecuencia gaussiana acumulativa (Fig. A.1B). Las
dosis inferiores a Dm mostraran disminucién en la probabilidad de muerte de la célula acercandose
progresivamente al 0%, mientras que las dosis superiores a Dm muestran mayor probabilidad de
muerte celular acercdndose progresivamente al 100% (Fig. A.1B). Este modelo es conocido como
dosis-respuesta cuantico (o cuantal) porque se basa en la evaluacion individual de todos los
miembros de una poblacion para saber si poseen o no una cierta condicion (efecto o respuesta)
cuando se aplica una dosis determinada (Casarett et al., 2008). Esto es precisamente lo que se hace
a través de la citometria de flujo cuando se evaltia una poblacién de células para identificar si cada

una de ellas esta viva o muerta luego de ser sometidas a una cierta dosis de un agente citotéxico.

Mediante citometria de flujo, podemos medir la fraccién de células muertas (Fa) a una dosis D con
alta exactitud y precision debido al gran nimero de células analizadas, esto garantiza un muy bajo
error estandar (SE). Sin embargo, la alta exactitud y precision que brinda la técnica se aplican a una
sola muestra y no a los replicados. La fuente de variabilidad entre replicados sera bioldgica y
experimental. Por ejemplo las células muy crecidas en cultivo pueden responder con mayor
variabilidad que las células en crecimiento exponencial cuando se evalian con replicados. Del
mismo modo, los problemas inherentes a la exposicion a la droga o el procedimiento de tincidn,
agregaran la variabilidad a los replicados aunque la precisién y exactitud de la determinacion de

cada muestra serd muy alta debido a la gran cantidad de células evaluada en cada una de ellas. En
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cuanto al calculo de la dosis citotdxica media Dm, estos replicados tendrdn un impacto critico sobre

la precision estadistica de la estimacion de la Dm.

8.1.5 Caélculo de la dosis media y la ecuacién de efecto medio

Las células cultivadas en vitro pueden estar expuestas a dosis crecientes de un farmaco citotdxico
durante un cierto intervalo de tiempo (por ej., 48h o 72h) para determinar una dosis citotdxica
media Dm. Se deben evaluar varias dosis para cubrir un rango amplio de dosis. Las dosis mas bajas
deben inducir una fraccion de células muertas cercana a aquella de las células no expuestas,
mientras que las dosis mas altas deben inducir valores de muerte celular que se acercan 100% o
alcanzan una meseta de efecto méximo. Entre estas dosis limite, cuantos mas puntos evaluemos
mayor sera la precisién en las estimaciones. Por ejemplo, siete dosis evaluadas por triplicado con
fracciones de muerte celular entre 5% y 95% serian suficientes para obtener estimaciones de
regresion con una precision adecuada. La curva sigmoidea de la respuesta de dosis puede ser

ajustada a una funcidén logistica de dos parametros del tipo:

fa=1/ [1+1/(D/Dm)m] (eq. 1)

donde D es la dosis, Dm es la dosis necesaria para conseguir el efecto citotdxico medio, fa es la
fraccién de células muertas, y m es una medida de cuan empinada es la curva sigmoidea (Fig. A.2A).

Para estimar la Dm y m la ecuacién de efecto medio se escribe como:

fa/(1-fa) = (D/Dm)m (eq. 2)

El factor (1-fa) es la fraccidén de células vivas. Aplicando una transformacion logaritmica se obtiene

la siguiente funcién lineal:
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log (fa/(1-fa) = m . log (D) - m . log (Dm) (eq. 3)

Asi, al graficar los valores logaritmicos de dosis experimentales contra los valores logaritmicos del
cociente células muertas/células vivas, aparecera una relacion lineal que se refiere a menudo como
grafica de efecto medio (Fig. A.2B). Esta es una funcién lineal del tipo y = mx + b, donde y=fa/(1-fa),
x = D y b ==m.log (Dm). Se puede aplicar una regresion lineal a estos datos para obtener las
estimaciones de m y Dm. El coeficiente m puede ser facilmente determinado por la pendiente de la

regresion, y Dm se deriva de la estimacion de la ordenada al origen -.log(Dm).

>
vy

1
v | | &
g I I
/ oo 7 3
i) y = 4.9392x - 4.1445 o
© 15— 2 o ID
o 0.75 R”=0.9014 o~ d@oo
g fa=1/(1+(1/(D/Dm)™)) m=5 = °lo }/06 ’
g a= ( - 0.5 Q
2 05 < /A{ Q
S ’ E 0.5 2
— ~ O

.g Dm=7uM > O/o 2
= O -15
§ 0.25 - le) 2 O
t -m.log(Dm) 5 log(fa/(1-fa))=log(D)*m - m.log(Dm)

— | | | |

0 -3.5 u u u u
2 4 6 D=Dm g 10 12 03 05 07 0.9 11 13
D (dose, uM) log (D)

Figura A.2 Grafica de efecto medio. A La curva sigmoidea dosis-respuesta de dos pardmetros (distribucion
logistica) para un caso particular con Dm = 7uM y m = 5. B. Transformacién algebraica y logaritmica para
obtener una funcién lineal. Una regresion lineal puede aplicarse a datos experimentales con el fin de obtener
estimaciones de los dos parametros Dm y m. El coeficiente de correlaciéon al cuadrado R2 es una medida de la

precision global de la regresion lineal y por lo tanto de la estimacion de la Dmy m.

El valor de R? o coeficiente de correlacion al cuadrado, es una estimacién de la precisién de la
regresion general (Fig. A.2B). En esta aplicacién particular a los datos que representan muerte
celular vs dosis de droga citotéxica, R? es afectada principalmente por la dispersién de valores, que
a su vez dependen de la variabilidad bioldgica y experimental. R? también es afectada por el nimero
de dosis puntualmente evaluadas entre los valores minimo y maximo, ademas del nimero de
replicados. El error estandar (SE) de m y el intercepto también puede obtenerse un anélisis de

regresion para obtener un intervalo de confianza del 95% alrededor de log(Dm). La formula para el
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calculo manual es algo complicada y requiere calcular el SE(log(D)) cuando D = Dm (se muestra en
la ecuacién 14, tabla 1), pero puede obtenerse utilizando cualquier software que implemente este
calculo como Calcusyn o Compusyn (Bijnsdorp et al., 2011; Ikeda et al., 2011; Ramachandran et al.,

2010).

8.1.6 Dosis umbral, dosis media y eficacia maxima

El analisis de la gréfica dosis-efecto pueden ser informativo sobre valores umbrales y eficacia
maxima. En la practica, el valor umbral es la dosis minima donde la fraccién de células muertas es
mayor que la de las células no tratadas o “muerte basal”. La eficacia maxima seria la fraccion de
células muertas donde la curva sigmoidea se acerca a una meseta. Muy a menudo la eficacia maxima
se acerca a 100%. Sin embargo una poblacion celular puede exhibir una respuesta diferencial y una
fraccion de las células puede requerir dosis bastante mayores. En estos casos la eficacia maxima

serd mucho menos del 100%.

8.1.7 Comparacion de dos drogas

Para comparar dos tratamientos y evaluar si la combinacidn resulta en sinergismo o no, un primer
paso consiste en calcular la Dm para los dos farmacos. Asi, debe aplicarse el mismo método descrito
anteriormente para la segunda droga. El procedimiento incluira la evaluacién de varias dosis en
repeticiones con el mismo intervalo de tiempo de exposicién como la primera droga, obtencidn de
datos para crear una grafica de efecto medio y estimacién m y Dm por regresién lineal (Chang et al.,
1987; Chou et al., 1984; Sugiyama et al., 1998). Los resultados de la evaluacién de los dos farmacos
se pueden analizar juntos en una grafica de efecto medio combinado donde se representan log dosis
(en unidades molares) contra log (fa/(1-fa)). En este grafico la potencia relativa de los dos farmacos

puede ser facilmente apreciada (Fig. A.3A).

Se dice que un farmaco citotdéxico a es mas potente que un segundo farmaco b cuando se requiere
menos dosis de a para lograr el mismo efecto citotdxico que b en una base molar. Ademas, si las
pendientes de los dos farmacos son diferentes sugiere que las drogas tienen diferentes mecanismos

para inducir la citotoxicidad.

La ecuacion del efecto de dosis puede ser re-escrita mediante una transformacién algebraica para

calcular la dosis necesaria para inducir un efecto citotdxico dado:
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D=Dm (fa/(1-fa))l/m (eq. 4)

Por ejemplo la dosis citotdxica efectiva 50% (CE50) es la dosis D que se estima mata el 50% de las
células. En este caso fa = 0.5 y CE50 es coincidente con la dosis media Dm. Del mismo modo CE25

es la dosis D que se estima que mata al 25% de las células.

8.1.8 Evaluaciéon del efecto combinado de dos drogas usando relaciones
molares fijas

Una vez obtenida la curva dosis-respuesta de dos farmacos a y b, un tercer experimento con
combinacion de a + b serd necesario para determinar si la interaccion de estas drogas es aditiva,
sinérgica o antagdnica. Suponiendo que la droga b es menos potente que el fdrmaco a, se puede
utilizar una relacién molar fija en la combinacion, en base a la potencia relativa CE50(a)/CE50(b).
Por ejemplo, si CE50(a) es 10 uM y CE50(b) es de 30 uM, la relacion molar de la combinacion la
combinacion podria ser 1/3. Una aproximacidn empirica es empezar el experimento de combinacion

con una combinacién de a + b calculada como:
CESO(a+b)=10{[log(CESO(a))+log(CE50(b))]/2} (eq 5)

En el ejemplo este el valor estimado seria 17.3 uM. Suponiendo que la relacién molar fija es 1/3 esta
combinacion tendria 4.3 uM de la droga ay 13.0 uM de la droga b. A continuacidon debemos tratar
esta combinacidn como un nuevo farmaco a + b y evaluar varias dosis por encima y por debajo de
17.3 uM con replicados para abarcar un amplio rango de dosis de la combinacion. De este modo,
experimentalmente obtenemos un nuevo conjunto de datos de dosis y efectos citotdxicos que
debemos evaluar por el mismo procedimiento con la grafica de la efecto medio y realizar una
regresion lineal para obtener las estimaciones de m y Dm con la combinacién de a + b. En particular
obtenemos una ecuacién dosis vs efecto como se muestra en la (eq. 4) para determinar la dosis de

la combinacidn a + b que se requiere para alcanzar un nivel determinado de efecto citotéxico (CE)
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D= Dma+ (fa/(1-fa)) 1/ma+b (eq. 6)

Por ejemplo aplicando la (eq.5) la CE50 (a + b) sera igual a la dosis media estimada de la regresion

en el experimento combinado (Dm a + b)

8.1.9 Anadlisis grafico

Un primer paso es graficar este resultado de a+b junto con los resultados de efectos individuales de
las droga a y b para visualizar la informacién mas relevante (Pegram et al., 1999). Cuando la curva
del medicamento combinado se encuentra en un punto medio entre las dos curvas de los farmacos
individuales, sugiere un efecto aditivo (Fig. A.3A). Indica que la potencia de los farmacos combinados
se encuentra en un punto intermedio entre la potencia de cada droga. Cuando la curva de la
combinatoria se desplaza a la izquierda, acercandose a la curva de la droga mas potente, sugiere
sinergismo (Fig. A.3B). Por otro lado, cuando la curva de la droga combinada se desplaza a la
derecha, acercandose a la droga de baja potencia, sugiere antagonismo (Fig. A.3C). Otra sugerencia
gue podria ayudar en la generacién de hipétesis es la forma de la curva y particularmente de la
pendiente. La variabilidad alrededor de Dm esta representada por la desviacidén estandar (SD) de la
distribucidn gaussiana que subyacen al modelo cuantico dosis-respuesta. Una SD grande esta de
acuerdo con una curva aplanada mientras que una SD pequefia se asocia a una curva empinada (Fig.
A.1, D). Esta variabilidad tiene un significado bioldgico, y dos farmacos con diferentes mecanismos
para inducir muerte celular en una determinada linea celular pueden tener diferentes pendientes.
Pero mas alld de las propiedades del farmaco, también influyen las respuestas de estrés que se
inician en las células tumorales para contrarrestar el efecto citotoxico. Por eso una curva aplanada
con una mayor variabilidad en la respuesta, puede ser sugestiva también de una heterogeneidad en

la poblacidn en estudio para poner en marcha estas respuestas de estrés.

8.1.10 Calculo del indice de combinacion (Cl)

El andlisis grafico brinda una cierta orientacién sobre qué tipo de interaccién resulta de la
combinacion de farmacos ay b, y como es afectada la potencia de los fadrmacos combinados, pero
es poco concluyente en términos cuantitativos. Una caracterizacion numérica mas profunda se
puede obtener mediante el indice de combinacidon (Chou, 2010; Chou, 2008). Este indice

proporciona una respuesta sobre qué tipo de interaccion se produce entre los farmacos ay b para
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cada nivel de efecto. El indice de combinacién es definido para un nivel dado de efecto i por la

siguiente ecuacién:

CI (i) = Dac(i) /Das(i) +Dbc(i) /Dbs(i) + a Dac(i) . Dbc(i) / Das(i) . Dbs(i) (eq. 7)

Donde el Dac (i) y Dbc (i) son las dosis de los medicamentos a y b respectivamente requeridos en

una combinacion a + b para producir un nivel de efecto i.

186



Anexo |

>

log (fa/(1-fa)) log (fa/(1-fa))

log (fa/(1-fa))

y = 3.0455x - 3.7415

\ / R?=0.985
0.9 ‘ | A -
y = 3.3544x - 3.4487
2 °
071 R? = 0.8798
05 -
/ [ / o) % o
® (o)
f Q fa)
0.3 - £
/ / ® / ]
[ ]
0.1 o
v =3.2019x - 4.7512
. P R?=0.9272
0.1 . A
Co
» / o
0.3
0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8
log (D)
y = 3.0112x - 3.4537
/ R® = 0.9852 7
0.9
/. /o 7
/
0.7 ® 4k
y = 3.3544x - 3.4487 ° g
R%=0.8798 /
0.5 / ©
N o® /
° 7, % .
’ ® O
@ l|a / o
0.3 5 /
/ / o /
g
° ° /
0.1 7 -
/ b y = 3.2019x - 4.7512
0.1 ®e -/ R® = 0.9272
s / oo
/ o
-0.3 -
0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8
log (D)
y = 2.8773x - 3.9893
/ R”=0.979 7
0.9 /. %
/o
0.7 hd / o
y = 3.3544x - 3.4487 /o
R® = 0.8798 o/
0.5 - g ?/
[ ]
/’ * ° ¢/ N
0.3 . o
/
o| /© e
0.1 o/ o 7
/ O
° ;B y = 3.2019x - 4.7512
0.1 . o P ~ Rzo9272 |
» 1% ©
/.0
-0.3 v
0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8
log (D)

187



Anexo |

Figura A.3 Interaccion de drogas y la grafica de efecto medio. A. en este ejemplo los valores
experimentales estdn representados por circulos y se aplica la regresion lineal para obtener estimaciones para
Dmy m. Los valores experimentales que se obtuvieron para el fdirmaco a se muestran en circulos negros. Los
valores de Dm y m para el fdrmaco a fueron 10 puM y 3.0 respectivamente. Los valores experimentales para el
farmaco b (menos potente) se muestran en circulos abiertos. Los valores de Dm y m para el farmaco b fueron
30 uM y 3.0 respectivamente. Se realizd un experimento combinado con a + b usando una relacién molar fija
1/3 basado en CE50(a)/CE50(b) y suponiendo que bajo la hipdtesis de un efecto aditivo
CE50(a+b)=10{[log(CE50(a))+log(CE50(b))] / 2}. En circulos grises se muestran valores experimentales para la
combinacién. Los valores de Dm y m para la combinacién a + b fueron 17.0 uM y 3.0 respectivamente. En el
ejemplo las drogas a y b tienen una interaccion aditiva y la grafica de efecto medio de la combinacidén se
encuentra en una posicién intermedia entre las lineas correspondientes a los farmacos usados en forma
individual. B. Se muestra el mismo experimento presentado en A, pero en este caso las drogas a y b tienen
efecto sinérgico. Los valores de Dm y m para la combinacion a + b fueron 14.0 uM y 3.0 respectivamente. La
grafica de efecto medio de la combinacion se desplaza hacia la grafica del farmaco a, que tiene la potencia
mas alta. C. el mismo experimento presentado en A, pero en este caso los farmacos a y b tienen efecto
antagonico. Los valores de Dm y m para la combinacién a + b fueron 24.4 uM y 2.9 respectivamente. La grafica
de efecto medio de la combinacidn en este caso se desplaza hacia la grafica del farmaco b que tiene la potencia
mas baja.

Das(i) y Dbs(i) son las dosis de los farmacos a y b respectivamente, requeridas para producir un nivel
de efectoi cuando se las utiliza de manera individual. Para cualquier nivel i, estos valores se obtienen
de las tres curvas dosis-respuesta de definidas por (eq. 4) (dos individuales y una de la combinacidn)
obtenidas con los parametros Dm y m, que a su vez se obtuvieron del analisis de regresidn con (eq.3)
aplicado a los datos experimentales. A menudo se asume un criterio conservador donde las drogas
citotdéxicas no son mutuamente excluyentes a= 1. Si las tres lineas son estrictamente paralelas y
ambas drogas tienen un blanco molecular similar se podria suponer que son mutuamente
excluyentesy en ese caso a=0. Sila relacidn molar fija de farmaco ay b en el tratamiento combinado

es p/q, entonces para un nivel de efecto i:

Das(i)=Dma (fa(i)/ (1-fa(i)))/™ma (eq. 8)

Dbs(i)=Dmy (fa(i)/ (1-fa(i)))/=b (eq. 9)
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Dac(i)=p/ (p+q) Dmass (fa(i)/ (1-fa(d))/ma+b  (eq. 10)

Dbe(i)=q/ (p+q) Dmass (fa(i)/ (1-fa@)ma+b  (eq. 11)

Donde fa(i) es la fraccion de células muertas para el nivel de efecto i, Dma y ma son la dosis media
y la pendiente calculadas para la droga a, Dmb y mb son la dosis media y la pendiente estimada para
la droga b, y Dm a + b y m a+ b son la dosis media y la pendiente estimada para el tratamiento
combinado a+b. Asi se calcula el indice de combinacidn para cualquier nivel de efecto. La Tabla A.1
resume un calculo manual de Cl de dos farmacos a y b utilizando estas férmulas para el nivel de

efecto 50% con resultados hipotéticos bajo tres niveles: efecto aditivo, sinérgico o antagdnico.
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Three alternative results of the experimental
assay with combination a+b (considering a=1,
mutually non-exclusive condition)
Additive Synergic Antagonistic
Single Single |Combined drugs]Combined drugs|Combined drugs
drug a drug b a+b a+b a+b
Dm (uMm) 10 30 17 14 24.4
m @ 3 3 3 3 3
fa(i) 0.5
Das(i) “® 10
Dbs(i) *® 30
Dac(i) @ 4.25 35 6.1
Dbc(i) “® 12.75 10.5 18.3
p/(p+q) “© 0.25 0.25 0.25
a/(p+q) *© 0.75 0.75 0.75
ClI (i) * 1.03 0.82 1.59

SE(CI(i))={ Dac(i)/ Das(i) . [SE(Dac(i)/ Dac(i)+ SE(Das(i)/ Das(i)]}> +{ Dbc(i)/ Dbs(j) .

[SE(Dbc(i)/ Dbc(i)+ SE(Dbs(i)/ Dbs()]}*} (eq. 12)

[log(D)+SE(log(D)]_, , log(D)-SE(log(D)]

SE(D) = 1/2 . {10 } (eq. 13)

SE(log (D)) ={log(D) . [SE(b)/log(fa/(1-fa)-b]*+[SE(m)/m] *+2[-(logD)“? . SE(m)/SE/(b)] .

SE(b)/b . SE(m)/m}*2 (eq. 14)

where b=-m.log(Dm)

A 95% confidence interval around D in general and around Dm in particular, can be
computed using the formulas for standard error (SE, eq. 13 and eq. 14).

A 95% confidence interval around ClI at any effect level i can be computed from the
standard error formulas presented in eq. 12, 13, and 14.

# (@) Obtained from linear regression of experimental data

# @) Das(i)=Dm, (fa(i)/(1-fa(i)))"a

# @) Dbs(i)=Dm,, (fa(i)/(1-fa(i)))"™b

# @ Dac(i)=p/(p+q) DMy, (fa(i)/(1-fa(i)))"a+b

#®) Dbc(i)=q/(p+0) DMy, (fa(i)/(1-fa(i)))"™a+b

#®) Molar ratio p/q = Dm(a) /Dm(b) = 10/30 = 1/3

# @) CI(i) = Dac(i) /Das(i) +Dbc(i) /Dbs(i) + a Dac(i) . Dbc(i) / Das(i) . Dbs(i)
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Tabla A.1. Cdlculo de Cl entre dos farmacos a y b para el nivel de efecto 50% bajo tres condiciones
alternativas: aditiva, sinérgica y antagdnica. Para obtener el Cl como una funcién del nivel de efecto, el
calculo debe repetirse para cada nivel arbitrario i entre 0 y 1. Un intervalo de confianza del 95% alrededor de
D en general y alrededor de Dm en particular, puede ser calculado usando las férmulas para el error estandar
(SE, ecuacion 12 y la CE. 13). Un intervalo de confianza del 95% alrededor de Cl en cualquier nivel de efecto
se puede calcular utilizando las férmulas del error estandar presentadas en las ecuaciones 12, 13 y 14 (extraido
de Lombardo et al., 2012a) .

El mismo célculo se puede aplicar a cualquier nivel de efecto para trazar la gréfica del Cl en funcion
del nivel de efecto. Cuando la interaccion es aditiva Cl = 1. En este caso puede interpretarse que uno
de los farmacos (el menos potente, es decir, el farmaco b en el ejemplo) esta actuando como si fuera
simplemente una forma diluida de la otra droga (la droga a en el ejemplo). Es por eso que la potencia
de a en la combinatoria a+b es equivalente a la potencia que muestra como droga sola y el cociente
Dac(i) /Das(i) en la (eg. 7) se acerca a una potencia relativa de 0.5. Del mismo modo, el cociente
Dbc(i) /Dbs(i) se acerca a una potencia relativa de 0.5 y los dos términos sumados se acercan a un
Cl=1.0. Es decir que el ClI puede interpretarse esencialmente como la suma de dos potencias
relativas como se ve en la (eq. 7). La inversa de estas potencias relativas se conoce como indice de
reduccion de dosis (DRI), que en el caso de interaccion aditiva es 1/0.5=2.0 tanto para la droga a

como para la droga b.

Cuando CI<1 la interaccién de a con b es sinérgica, mientras que cuando CI>1 la interaccidn es
antagonica. El sinergismo implica que la combinacién de los dos farmacos logra un efecto citotdxico
mayor que al esperado por la simple adicidn de los efectos de los farmacos a y b, mientras que el
antagonismo alcanza un efecto citotéxico mds bajo que el esperado por los efectos acumulativos de

farmacos ay b.

La linea horizontal correspondiente al Cl (i) = 1, donde i es cualquier nivel de efecto en el intervalo
(0,1), a menudo se denomina linea de efecto aditivo. Una combinacién de farmacos a y b puede
resultar en valores de Cl por encima o debajo de la linea aditiva a niveles diferentes efecto. Asi, la
Cl en funcidn del nivel de efecto no es constante ni lineal y puede aumentar o disminuir (Fig. A.4A).
Si los datos de la experiencia de la combinacidn en el ejemplo de la Figura A.3Aresultéenma+b =
5oma+b=1.8, incluso con Dm a + b = 17, la linea Cl estara inclinada hacia abajo (m=5) o hacia
arriba (m=1.8) respectivamente (Fig. A.4A). El resultado es estrictamente aditivo sdlo nivel efecto

cerca de CE50. Es decir que el aumento de variabilidad en la respuesta citotdxica determina cambios
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en la potencia citotdxica relativa medida en diferentes niveles de efecto. Una conclusién importante
es que para algunas combinaciones de drogas, los experimentos llevados a cabo a distintos niveles
dosis-efecto pueden producir resultados opuestos. Por ejemplo si la combinaciéna+b con m=1.8
gue se muestra en la figura 4A se evaluara experimentalmente sélo con una dosis que tuviera nivel
efecto 0.25 el andlisis concluiria en sinergismo. Sin embargo, si se utilizara una dosis con nivel de
efecto 0.75 se concluiria en antagonismo (Fig. A.4A). Esto es un ejemplo de por qué la evaluacidn
del indice de combinacién en el rango entero dosis-efecto mostrara la totalidad de interacciones

qgue pueden resultar de la combinacidn.

Mediante el calculo del error estandar del Cl se pueden trazar intervalos de confianza en todos
niveles de efecto ofreciendo una medida de precisién sobre el cdmputo del Cl. Un intervalo de
confianza del 95% indica que si repetimos el experimento 100 veces, 95 de 100 veces la Cl estard
dentro de este intervalo. Por ejemplo, observando si los limites de confianza estan por encima o por
debajo de la linea de aditiva permite concluir con mayor precisién acerca del antagonismo o
sinergismo. El calculo del error estandar de Cl y los intervalos de confianza en todos los niveles se
pude obtener a través de software especializado como Calcusyn o Compusyn (Bijnsdorp et al., 2011;
Chou, 2010). También puede requerir enfoques tales como el método de simulaciéon de Monte Carlo

basados en los parametros estimados por regresiéon para my Dm.
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Figura A.4. Interaccidon de farmacos citotoxicos y cdlculo de Cl. A. Muy pocas veces el indice de
combinacidén es constante para todos los niveles de efecto. Aqui se muestra cdmo diferentes valores de la
pendiente m obtenida mediante regresidn lineal en el experimento de combinacion (a + b) afectaria a la forma
de la curva que representa el Cl como una funcién del nivel de efecto. Del mismo modo, las diferencias entre
las pendientes obtenidas para drogas a y b a través de los experimentos con las drogas en forma individual
también contribuiria a la forma irregular de la funcién de Cl. Nétese que dependiendo del nivel de efecto de
la combinacion a + b, para CE25 con m = 1.8 seria sinergismo, para CE50 seria aditiva y para CE75 seria
antagodnica (flechas). B. resultados del calculo de ClI para un ejemplo donde a + b resulta en sinergismo,
considerando que se obtuvo m = 4 en la regresion del experimento con los farmacos combinados. C.
Resultados del cdlculo del Cl para un ejemplo donde a + b resulta en antagonismo considerando que se obtuvo
m = 2.5 en la regresion del experimento con los farmacos combinados. D. Intervalos de confianza de nivel 95%
alrededor del Cl, utilizando una aproximacion algebraica (eq 12, Tabla Al) en un ejemplo donde la
combinacién de a + b es sinérgica.

8.1.11 Comentarios adicionales

Una evaluacién exhaustiva de la interaccion de drogas es un paso esencial en las terapias dirigidas
y combinadas. Los nuevos agentes dirigidos rara vez son utiles como agentes Unicos pero pueden
ser eficaces cuando se utilizan en combinaciones especificas. El calculo de efecto medio e indice de
combinacion son métodos bien fundados y tradicionalmente utilizados en estudios farmacoldgicos
y toxicoldgicos. Dado que los nuevos medicamentos tienen como blanco los mecanismos capaces
de inducir la muerte celular, los biomarcadores relacionados con la evaluacidn de la viabilidad son
preferibles a los marcadores biolégicos de proliferacion celular. La citometria de flujo es una
tecnologia ideal para proporcionar los datos masivos de biomarcadores de muerte celular que
permitan construir curvas de dosis respuesta de efecto citotdxico. Cuando ademas se utilizan estos
datos para determinar el indice de combinacién, se obtiene una caracterizacion completa de la
interaccion de las drogas sobre el efecto citotdxico en todos los niveles de efecto. Este enfoque se
puede aplicar a lineas celulares tumorales en estudios preclinicos y también en células tumorales
derivadas de pacientes, proporcionando informacion util como indicadores prospectivos de la

potencial respuesta terapéutica al tratamiento antitumoral con drogas combinadas.
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