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ABREVIATURAS

‘NO: éxido nitrico

‘OH: radical hidroxilo

ABD: dominio de union a ATP

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADN,;: ADN mitocondrial

AIF: factor inductor de la apoptosis

Akt/PKB: proteina kinasa B

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

Apaf-1: factor activador de proteasas apoptéticas 1
APOL: antigeno de apoptosis 1

ARNmM: &cido ribonucleico

ATP: adenosin trifosfato

Bad: promotor de muerte asociado a Bcl-2

Bax: proteina x asociada a Bcl-2

Bcl-2: linfoma de células B 2

Bcl-xL: Bcl extra-large

BH: dominio dehomologia con Bcl-2

Bid: dominio de interaccién con Bcl-2

BiP: proteina de union a inmunoglobulinas

CARD: dominio de reclutamiento de caspasa
Caspasa: cisteinil-aspartato proteasa

CDC37: proteina de control de la division del ciclo celular
dATP: 2'-deoxiadenosina trifosfato

DD: dominio de muerte

DED: dominio efector de muerte

DISC: complejo de sefializacion de induccion de muerte
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico
ER: reticulo endoplasmico

ERKZ1: kinasa regulada por sefial extracelular

ERN: especies reactivas de nitrogeno

ERO: especies reactivas de oxigeno

FADD: dominios de muerte asociados a Fas
FADH2: hidroguinona de flavin adenina dinucleétido (FAD)
Fas: receptor de muerte

FLICE: caspasa-8

FLIP: proteina inhibitoria de FLICE

GMPc: guanosin de monofosfato ciclico

GRP78: proteina regulada por glucosa de 78kDa



GSH: glutation reducido

H,O,: perdxido de hidrégeno

Her2/ERB2:

HSC70: Heat Shock Cognate 70

HSE: elemento promotor de choque térmico

HSP: proteina/s de choque térmico

IAP: proteina inhibidora de apoptosis

ICAD: inhibidor de desoxirribonucleasa activada por caspasa
IkB: inhibidor NF-xB

IRE1: kinasa 1 dependiente de inositol

JNK: kinasa de c-Jun N-terminal

LOX: lipoxigenasa

MAC: canal mitocondrial inducido por apoptosis

MAPK: proteina kinasa dependiente de mitégenos
MAPKAPK: proteina quinasa activada por MAP quinasas
NAD(P)H: dinucleétido nicotinamida y adenina fosfato
NAD: dinucleétido nicotinamida y adenina

NF-xB: factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de células B
O, —: radical superdxido

Omi/htrA2: serina proteasa mitocondrial

ONOQO': peroxinitrito

p53: proteina supresora de tumores

PBD: dominio de unién a péptido

PERK: kinasa relacionada con las proteinas kinasa del reticulo endoplasmico
PI3K: fosfoinositol kinasa 3

PKA: proteina kinasa A

PKC: proteina kinasa C

PPTm: poro de permeabilidad transitoria mitocondrial
RAF/Raf-1/cRaf: serina/treonina proteina kinasa
Smac/DIABLO: segundo activador mitocondrial de caspasas/ proteina de unién directa a IAP
SOD: supero6xido dismutasa

TNF: factor de necrosis tumoral

TNFR1: receptor 1 de TNF

TRAPL: proteina 1 asociada al receptor de TNF

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular

v-Src: gen que codifica para una oncoproteina tirosina kinasa
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I. INTRODUCCION






Introduccién

. 1. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Leucemia, del griego Aevrde (leukos, “blanco”)y aiua (haima, "sangre"), hace
referencia a un cancer de la sangre donde hay exceso de leucocitos. La leucemia
mieloide aguda (LMA) es un tipo de leucemia que consiste en la proliferacion
incontrolada y excesiva de globulos blancos anémalos en la medula 6sea, impidiendo la
produccidn de otros tipos celulares como plaquetas y globulos rojos. La LMA puede ser
secundaria a otra neoplasia, como consecuencia de haber recibido quimioterapia y/o
radioterapia. La LMA representa el 40% de todos los tipos leucemias en el mundo
occidental y su incidencia en Espafia se estima en 15 nuevos casos por millon de
habitantes y afio.

En la LMA se da una proliferacién anormal y diferenciacion de un clon de
células madre mieloides. Alteraciones en el material genético, como mutaciones,
translocaciones y reordenamientos cromosomicos, dan como resultado la formacion de
proteinas quiméricas que alteran el proceso de maduracion normal de las células
precursoras mieloides [1].

En 2001, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) introdujo un sistema de
clasificacion, seguido de una version revisada en 2008 [2]. En 2016 salié una nueva
clasificacion [3], que se distingue de su predecesora al incorporar informacion genética
y morfoldgica, definiendo asi seis subtipos de la enfermedad: LMA con anomalias
genéticas recurrentes; LMA con caracteristicas relacionadas con la mielodisplasia;
LMA relacionada con terapia; AML no especifica; Sarcoma mieloide; y, Proliferacion
mieloide relacionada con el sindrome de Down (Tabla 1) [4].

Tabla 1. Clasificacion segun la OMS (2016) de la LMA.

Types Genetic abnormalites

AML with recurrent genetic abnormalities AML with t(8:21)(q22;q22); RUNXT-RUNX1T1
AML with inv(16)(p13.1922) or t{16;16)(p13.1;,g22); CBFB-MYH11
APL with PML-RARA
AML with t(9;11)(p21.3,g23.3); MLLT3-KMT2A
ML with t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
AML with inv(3)(q21.3926.2) or t(3;3}(q21.3;q26.2); GATAZ, MECOM
AML (megakaryoblastic) with t(1,22)(p13.3,q13.3); RBM15-MKL1
AML with BCR-ABL1 (provisional entity)
AML with mutated NPM1
AML with biallelic mutations of CEBPA
AML with mutated RUNX1 (provisional entity)
AML with myelodysplasia-related changes
Therapy-related myeloid neoplasms
AML with minimal differentiation
AML without maturation
AML with maturation
Acute myelomonocytic leukemia
Acute monoblastic/monocytic leukemia
Acute erythroid leukemia
Pure erythroid leukemia
Acute megakaryoblastic leukemia
Acute basophilic leukemia
Acute panmyelosis with myelofibrosis
Myeloid sarcoma
Myeloid proliferations related to Down syndrome Transient abnormal myelopoiesis
ML associated with Down syndrome

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; APL, acute promyelocytic leukemia; ML, myeloid leukemia; WHO, World Health Organization.

Fuente: De Kouchkovsky et al. [4] Blood Cancer Journal (2016).
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I. 2. PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

El estrés se considera en la actualidad como una de las grandes epidemias del
siglo XXI. Segln la OMS, el estrés es el conjunto de reacciones fisioldgicas que prepara
al organismo para la accion, y distingue tres categorias segun su origen: estrés
ambiental, producido por la temperatura, radiaciones o sustancias quimicas; estrés
fisiologico, relacionado con cambios en el metabolismo, pH o concentracion de
oxigeno; y estrés patofisioldgico, que puede cursar con la aparicion de fiebre,
inflamacion, infeccion o cancer. Las consecuencias pueden manifestarse a varios
niveles, pudiendo verse comprometida la integridad de los componentes celulares o
ciertas estructuras como el ADN, las proteinas o las membranas lipidicas, pudiendo

incluso en Gltima instancia provocar la muerte de la célula.

Para minimizar los dafios ocasionados por ciertos tipos de estrés, los seres vivos
poseen una compleja maquinaria que detecta, regula y responde a cualquier alteracion
ambiental que ponga en peligro la homeostasis celular [5]. Entre los sistemas més
antiguos y universales de respuesta al estrés se encuentran unas proteinas conocidas
como proteinas de choque térmico, proteinas de estrés térmico o HSP, del inglés Heat
Shock Proteins, capaz de conferir a la célula un papel citoprotector frente a gran
diversidad de situaciones de estrés [6]. Las proteinas de choque térmico, pertenecen a
una superfamilia de proteinas altamente conservada en la evolucion y cuya secuencia

genética es muy similar desde Arqueas hasta el hombre [7].

Las proteinas de choque térmico son esenciales para la supervivencia. Cuanto
mas se somete una célula a estrés térmico, mayor tolerancia al mismo presenta en un
fendmeno conocido como termotolerancia. Sin embargo, no es facil establecer una
respuesta tipo para todos los organismos ya que cada cual presenta una temperatura
Optima para desarrollarse y realizar sus funciones [8]. En lineas generales, la respuesta
a estrés se desata cuando se produce un ascenso de 10-15 °C por encima de la
temperatura éptima de los organismos, siendo el margen de tan solo 5 °C cuando el
organismo crece. Mientras la temperatura se mantenga elevada, el organismo seguira
produciendo HSP, y sélo cuando se alcanza la temperatura normal, la sintesis de

proteinas se restablece [9].
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Ferrucio Ritossa [10], fue el primero en poner de manifiesto la existencia de
HSP. En 1962, observd en células de las glandulas salivales de Drosophila
melanogaster, que al poco tiempo de incrementar la temperatura ambiental, el
cromosoma presentaba engrosamientos en ciertas regiones del ADN. Estos
“abultamientos” se correspondian con el aumento en la expresion de genes de ciertas
proteinas. Posteriormente, en 1974, Alfred Tissieres et al. [11] identificaria estas
proteinas como proteinas del choque térmico. De entre todas ellas, sobresalia una de

70.000 daltons que se la denominé como HSP70.

Atendiendo a su peso molecular, las proteinas de choque térmico se clasifican en
6 familias: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 y sHSP, o familia de proteinas de
bajo peso molecular, que incluye proteinas con pesos moleculares entre 15 y 30 kDa
[12]. Algunas proteinas de la familia HSP con alto peso molecular pueden expresarse de
forma constitutiva, mientras que la expresion de otras es inducida por condiciones
estrés. Las HSP de alto peso molecular son chaperonas dependientes de ATP, que van a
requerir de co-chaperonas para modular su conformacion y unirse al mismo. Por el
contrario, las HSP de bajo peso molecular son chaperonas independientes de ATP [13].
Entre las diferentes HSP, HSP27 y HSP70 son las mas inducidas ante situaciones de
estrés tales como presencia de quimioterapéuticos, presencia de especies reactivas o
irradiacion, pudiendo suponer hasta el 15-20% del contenido proteico en condiciones de
estrés. Tanto HSP27 como HSP70 se expresan abundantemente en células tumorales

pudiendo considerarlas como marcadores [14].

A pesar de su nomenclatura, las proteinas de choque térmico, no sélo confieren
proteccion a las células cuando éstas se ven sometidas a distintos tipos de estrés
(térmico, radiaciones, diversas drogas, infecciones virales, etc.), sino que desempefian

importantes y muy variadas funciones dentro de la célula [15].

Una de las principales funciones de las HSP es la de actuar como chaperonas
moleculares, es decir, colaboran con otras proteinas para la adquisicion de la estructura
terciaria de proteinas en formacion. Estabilizan las formas inestables facilitando el
ensamblado, la correcta union de oligbmeros, su transporte a otro compartimento celular
0 su degradacién. También previenen agregaciones entre polipéptidos y participan en la

reparacion y degradacion de proteinas anormales [16, 17].
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Las HSP son fundamentales para el control de la temperatura Optima de
numerosos procesos. Entre ellos esta el funcionamiento de los receptores de hormonas
esteroideas [18], la actividad y estabilidad de muchas proteinas esenciales para la célula
implicadas en el mantenimiento de la estructura celular [19], en la transduccién de

sefiales [20] o en el control del ciclo celular [21, 22].

La accion citoprotectora de las HSP se lleva a cabo mediante numerosos
mecanismos, cuando el agente causante de estrés desaparece, la sintesis de HSP
desciende y la célula continda con su metabolismo normal. Sin embargo, cuando el
estimulo que provoca el estrés aumenta o se mantiene en el tiempo, la funcién
protectora de las HSP resulta insuficiente, viéndose comprometida la viabilidad celular.
En este caso, la sintesis de HSP se detiene y la célula “se suicida”, activando el

denominado programa de muerte celular programada o apoptosis [23, 24].

Parece ser que las HSP estan relacionadas con el sistema inmune al tener accion
inmunogénica, debido a que promueven la ubiquitinacién de metabolitos tdxicos para su
posterior lisis por el proteosoma. Los productos de degradacion del proteosoma van a
actuar como ligandos de las moléculas de clase | del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC), que a su vez seran reconocidos por los linfocitos T. Todo
ello conduce a la activacion de la inmunidad de las células T citotdxicas, indispensable
en la lucha contra infecciones virales y canceres [25].

I. 2.1 FAMILIAS DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

La superfamilia de HSP se compone de varias familias cuyos miembros se
agrupan y nombran segin sus pesos moleculares y cuya distribucion ocupa los

principales compartimentos celulares (Tabla 2).
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Tabla 2. Familias de proteinas de choque térmico (HSP).

Familia Nombre Localizacion Funcién
Pequefias HSP HSP22 Citoplasma, ntcleo Estabilizacion citoesqueleto
HSP27 Citoplasma, ntcleo Inhibicidn actina, termotolerancia
HSP32 R. endoplasmico, Citoproteccion

mitocondria, nlcleo y
membrana plasmatica

HSP40 Hsp40 Citoplasma Chaperona
Hspa7 R. endoplasmico Sintesis colageno
HSP60 HSP60 Mitocondria Chaperona
HSP70 HSP70 . ;
HSP72 Citoplasma, ntcleo Chaperonas
HSP90 HSP90a Citoplasma Ciclo celular, citoproteccion
HSP90B Citoplasma Embriogénesis, transduccion
sefiales
HSP100 HSP110 Citoplasma, nucleo Chaperona

Familia de las pequefias HSP

Las HSP pequefias o sHSP, small Heat Shock Proteins, constituyen una familia
cuyos miembros poseen pesos moleculares comprendidos entre los 15 y los 30 kDa
[26]. Estas proteinas comparten muchas secuencias homologas y van a diferir del resto
de familias, ya que su secuencia codificante estd menor conservada [24]. Poseen en su
estructura un dominio a-cristalino proximo al extremo C-terminal, es una secuencia rica
en hojas B, lo que va a favorecer en gran medida la formacion de dimeros. El extremo
C-terminal esta altamente conservado, en comparacion con el extremo N-terminal que
resulta ser mas variable. Posee una region muy flexible y polar responsable de la
solubilidad de las sHSP y de la estabilidad de las proteinas y los complejos proteina-
sustrato [27].

Las SHSP estan asociadas a periodos de elevada reorganizacion celular, sintesis
y degradacion proteica, como es el caso de la embriogénesis. La acumulacion de
proteinas desdobladas induce a las SHSP a formar agregados como sefial para el inicio la

apoptosis [28].

RS

» HSP22

*

HSP22 también se denomina aB-cristalina por ser la proteina estructural mas

abundante en el cristalino de vertebrados [29]. Asimismo esta presente en fibras
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musculares estriadas con alta capacidad oxidativa, como el corazéon y musculo
esquelético, donde se localiza en las bandas z, aunque su localizacién parece depender
de las condiciones fisiologicas [30]. El estrés térmico o la isquemia disparan su
translocacion al nucleo, la formacion de agregados y la interaccion con las bandas z de

la sarcomera [31].
% HSP27

HSP27 también se la conoce como HSPBL1 o srp27, stress response protein 27.
Es el miembro de la familia SHSP mejor estudiado, y aungue en un inicio se describid
como inhibidor de la polimerizacion de los filamentos de actina, a dia de hoy estan

caracterizadas muchas de las funciones que desempefia [32].

Las células presentan niveles basales de HSP27 en ausencia de estimulo que las
estrese. Sin embargo, ante una situacion de estrés, presencia de citoquinas o factores de
crecimiento, los niveles de HSP27 aumentan, pudiendo permanecer elevados durante
horas [33]. Cuando el estimulo cesa, HSP27 vuelve a presentar niveles basales. Dentro
de las HSP, ha sido descrita por tener una respuesta lenta al estrés ya que mientras que
la mayoria de estas proteinas se acumulan en un corto espacio de tiempo, HSP27

necesita horas para alcanzar niveles similares [14].

El extremo N-terminal resulta esencial para el desarrollo de oligdmeros de alto
peso molecular [34]. Los oligbmeros de HSP27 se forman a partir de dimeros estables
que se unen entre si por los dominios de a-cristalina de dos mondmeros vecinos (Figura
1.A). Los dimeros estables se unen para formar tetrameros para finalmente formar
oligdbmeros inestables de hasta 800 kDa [35]. La oligomerizacion es un proceso
dindmico que depende de la fisiologia de las celulas, el estado de fosforilacion de
HSP27 y la exposicion al estrés, existiendo un equilibrio entre los dimeros estables y los
oligébmeros inestables [36]. El estrés induce un aumento de la expresion, realizandose
una regulacion mediante la fosforilacion de HSP27 por kinasas MAPKAPK -2 y -3 en
3 residuos de serina (Ser-15, Ser-78 y Ser-83). La fosforilacion desempefia un papel
importante para la formacion de oligémeros en las células (Figura 1.B) que a su vez se
relaciona con la actividad chaperona, una alta agregacion indicaria gran actividad

chaperona [37].
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Figura 1. A. Dominios de HSP27. B. Transicién de los estados de dimerizacion y oligomerizacion de
HSP27 regulado por la fosforilacion.
Fuente: Katsogiannou et al. [38] Frontiers in genetics (2014).

Su funcién como proteina de respuesta a estrés es evidente, siendo gran
responsable de la termotolerancia y la resistencia a drogas [39]. Como se ha
mencionado anteriormente, desempefia un importante papel en la dinamica de los
filamentos de actina que estabiliza el citoesqueleto en diversos tipos celulares, como
celulas endoteliales o cardiomiocitos [40]. Inhibe la agregacion de proteinas [41] y
actla como chaperona, reparando o eliminando proteinas dafiadas [42]. Interviene en
proliferacion y diferenciacion celular en células leucémicas, considerdndose como un
marcador de diferenciacion [43, 44]. Inhibe la apoptosis al ser secuestradora de
moléculas como citocromo c, procaspasa-3 o Akt [13]. También esta involucrada en el
transporte del receptor de estrogenos, desde el citoplasma al nucleo, por un mecanismo

dependiente de actina [45].
% HSP32

HSP32 o hemoxigenasa (HO) es una enzima que cataliza la degradacion del
grupo hemo dando lugar a biliverdina, Fe** y monéxido de carbono como productos de
desecho. Esta proteina de 32 kDa contiene 288 residuos de aminoacidos [46]. Se
localiza principalmente en el reticulo endoplasmico, aunque también en mitocondria,

nacleo y membrana plasmaética [47].
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Los genes HMOX1, HMOX2 y HMOX3 codifican para las isoformas HO-1,
HO-2 y HO-3 respectivamente. La HO-1 es la isoforma mas abundante, sobre todo en
cardiomiocitos y es inducida por diversos tipos de estrés, como hipoxia, isquemia,
perdxido de hidrégeno o metales pesados (selenio, cobalto, cadmio o estafio) [48]. HO-2
comparte una similitud del 47% con la secuencia de aminoacidos de HO-1 debido a que
se realizan hasta cinco transcripciones diferentes del mismo gen. A diferencia de la HO-
1 que es inducible, la HO-2 se produce de manera constitutiva y se expresa en
testiculos, células endoteliales y cerebro [49]. La HO-3 es estructuralmente muy
parecida a la HO-2, teniendo un 90% de homologia con ella y un 50% con la HO-1.
Parece ser que es cataliticamente inactiva y que actuaria en la deteccion o en la unién

del grupo hemo. HO-3 se expresa en higado, préstata y rifiones [50].

Familia HSP40

% Hsp40

HSP40 o chaperona Dnal, actia como proteina auxiliar de otras proteinas.
También actla evitando la agregacion irreversible de proteinas durante la sintesis o en

situaciones de estrés [51].

Type | N—‘ J-Domain nt C-terminal C

Figura 2. Esquema de los tres subtipos de la familia HSP40.
Fuente: Song et al. [52] PLoS One (2014).

Se caracteriza por tener 3 dominios (Figura 2). Un dominio bien definido y
altamente conservado de unos 70 aminoacidos, denominado dominio J. EI dominio J se
localiza proximo al extremo N-terminal y posee 4 hélices con una torsion entre la 28y 32
[53]. Esta region interactua con Hsp70, desempefiando un papel en la regulacion de la
actividad ATPasa de Hsp70 (Figura 3) [54]. EI dominio central es una regidn rica en
cisteina que se pliega en forma dependiente de zinc. Esta region esta implicada en la
unién de sustrato, junto con el dominio C-terminal, que actia como chaperona y es

responsable de la dimerizacion [55].



Introduccién

24 Unfolded
ZRs protein

A
Nucleotide L ADP

exchange
Hsp70
ADP
Hsp70

@~

Correctly
Folded
protein

/

Figura 3. Modelo de plegamiento de proteinas asistido por el complejo HSP70/ HSP40.
Fuente: Hasegawa et al. [56] Frontiers in Neuroscience (2018).

% HSP47

HSPA47, también conocida como serpina H1. Las serpinas, del inglés serine
proteinase inhibitors, constituyen una superfamilia de inhibidores de serina proteinasa.
HSP47 se expresa en el reticulo endoplasmico y puede ser inducida tanto por estrés
térmico como por estados fisiopatologicos asociados al aumento de la sintesis de
colageno, como la fibrosis hepatica [57]. La proteina se une al colageno, actuando como

chaperona involucrada en la maduracion del mismo [58].

Los miembros de esta familia poseen una estructura secundaria altamente
conservada, formada por un nucleo de tres hojas  alrededor de nueve hélices a. Puede
presentar dos estructuras: mondmero (~ 45 kDa) o trimero (~ 147 kDa), siendo ambos

bioldgicamente activos.

HSP47 se une a procolageno en el reticulo endoplasmico, formando el complejo
procolageno-HSP47, el complejo se transporta del reticulo al complejo de Golgi donde

HSP47 se disocia y vuelve al reticulo para ser reutilizada (Figura 4) [59].
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Figura 4. Sintesis y transporte de colageno asistido por HSP47.
Fuente: Ito et al [59] Seminars in cell & developmental biology (2017).

La sintesis de coldgeno es fundamental para numerosos procesos en el
organismo, sin embargo, un exceso de coladgeno puede convertirse en una patologia que
interfiera en funcion normal del organismo. El aumento de la expresion de HSP47 se
relaciona con enfermedades donde existe una deposicion anormal de coldgeno como en
la arteriosclerosis, infarto de miocardio y fibrosis [60]. Se ha visto en células
metastaticas altos niveles de HSP47, lo que sugeriria la posibilidad de usar esta proteina

como marcador de la actividad tumoral [61].

Familia HSP60

La familia HSP60 se localiza principalmente en la mitocondria, aunque ciertos

autores también la sitdan en el citoplasma [62].

En condiciones fisiologicas normales, HSP60 es un oligobmero de 60 kDa. Se
compone por monomeros que forman un complejo dispuesto como dos anillos
heptaméricos apilados. Esta estructura de doble anillo forma una gran cavidad central
donde la proteina desplegada se une mediante interacciones hidrofobas (Figura 5.A)
[63]. Cada subunidad de HSPG60 tiene tres dominios: el dominio apical, el dominio
ecuatorial y el dominio intermedio, que une a los dos anteriores (Figura 5.B). El
dominio ecuatorial contiene el sitio de union para ATP y para el otro anillo
heptamérico. EI dominio intermedio induce un cambio conformacional cuando se une el
ATP [64]. En su forma inactiva la proteina se encuentra en estado hidrofébico, cuando

se une ATP el dominio intermedio experimenta un cambio conformacional que expone



Introduccién

la region hidrofilica, haciendo que la cavidad central se agrande y permita el

plegamiento de las proteinas [65].

AD

ED

Figura 5. A. Estructura de HSP60. B. AD: dominio apical, ED: dominio ecuatorial, ID: dominio
intermedio.
Fuente: editada de https://hsp60.com [Internet]

Parece ser que la secuencia codificante de HSP60 que codifica para el extremo

N-terminal, difiere entre la proteina citoplasmica y la proteina mitocondrial [66].

HSP60 esta implicada en el plegado de proteinas, en la translocacion de las

mismas a través de membranas y en la aceleracién del ensamblado [67].

Familia HSP70

Los miembros de esta familia han sido los mas estudiados en células eucaridticas
[68]. Incluye proteinas con pesos moleculares comprendidos entre los 66 y 78 kDa
codificadas por una familia de 11 genes en humanos. HSP70 estd muy conservada
evolutivamente, la proteina humana posee un 73% de homologia con la de D.
melanogaster y un 50% con la de E. coli [69]. Muchas de ellas se localizan en el citosol,
como es el caso de la inducible HSP70 (HSP72) o de la constitutiva Hsc70 (HSP73,
Heat shock cognate 73 kDa); otras se encuentran en la mitocondria como mtHSP70 o en

el reticulo como GRP78/BiP, siendo ambas constitutivas.
< HSP70

Todas las HSP70 tienen 3 dominios funcionales a destacar (Figura 6) [70]. En el
extremo N-terminal, se localiza el dominio de unién a nucledtido (NBD) que posee

actividad ATPasa. Consiste en dos I6bulos con una hendidura profunda entre ellos, en
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cuya parte inferior de la misma se une ATP y ADP. Este dominio se une a ATP y lo
hidroliza hasta ADP, el intercambio ATP/ADP va a inducir cambios conformacionales
en los otros dos dominios [71]. EI dominio de unién al sustrato (SBD) esta compuesto
por un subdominio de hoja B de 15 kDa y un subdominio helicoidal de 10 kDa. El
subdominio de la hoja B consiste en hojas B trenzadas dispuesta como un tipico barril
capaz de recluir el esqueleto peptidico del sustrato. EI SBD tiene afinidad por los
residuos de amino&cidos neutros e hidréfobos, y es lo suficientemente largo como para
interactuar con péptidos de hasta siete residuos de longitud [72]. EI dominio C-terminal
posee una estructura rica en a-hélices que actia como una "tapa™ para el SBD. Cuando
una proteina HSP70 se une a ATP, la tapa esta abierta y los péptidos se unen y liberan
con relativa rapidez. Cuando las proteinas Hsp70 estan unidas a ADP, la tapa se cierra'y

los péptidos se unen estrechamente al dominio de union al sustrato [73].

N8 1 SBDLid  cm

1 382 398 606 641

ADP-Hsp70 ATP-Hsp70

Figura 6. A. Organizacion de los dominios de HSP70; B. Estructuras de HSP70 cerrada y abierta.
Fuente: Fernandez-Fernandez et al. [74] F1000Research (2018).

El ciclo ATPasa de HSP70 consiste en alternar estados de baja afinidad y
cambios rapidos mientras une ATP, y estados de alta afinidad y cambios lentos de
sustrato mientras une ADP. Teniendo en cuenta que en condiciones fisioldgicas
normales la concentracion citoplasmatica de ATP es elevada, la hidrolisis del ATP es el

paso limitante del ciclo lo que hace que esté constantemente sujeto a regulacion [75].

Se han identificado varias proteinas que actian como co-chaperonas de HSP70,
modulando su actividad mediante la union a los dominios NBD y SBD. HSP70 y

Hsc70, pueden interaccionar con la proteina BAG a traves de interacciones
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electrostaticas, estimulando la disociacion de ADP en presencia de fosfato inorganico
[76]. HIP es una proteina de 43 kDa que interactta con el dominio ATPasa de Hsc70.
Actua estabilizando el estado ADP y estimulando la actividad chaperona [77]. HOP es
una proteina de 60 kDa capaz de formar dimeros. Interactia con el extremo C-terminal
de HSP70, también con HSP9O0, para regular la respuesta al estrés [78]. CHIP es una
proteina de 35 kDa que también forma dimeros y compite con HOP por el extremo C-
terminal de HSP70 y HSP90. Actua inhibiendo la actividad chaperona de las HSP
cuando se une a ellas, también esta relacionada con la degradacion de proteinas mediada

por ubiquitinacion [79].

HSP70 es la proteina mas conservada en la evolucion. Esta presente en
numerosos compartimentos celulares, sobre todo citoplasma y nicleo. Durante un
estimulo estresante su concentracion se intensifica en el nucleo, en el citoplasma se une
a polipéptidos recién formados antes de ser liberados por el ribosoma [80]. Los
miembros de la familia HSP70 ejercen funciones como ayudar en el plegamiento de
algunas proteinas recién sintetizadas [81], translocar proteinas a través de membranas
[82], regular la actividad biologica de las proteinas [83], facilitar la degradacion de
proteinas inestables [84], crecimiento y desarrollo de las células [85], participacion en la

respuesta inmune [86].

También han sido descritos los efectos protectores de HSP70 cuando es aplicada
de forma exdgena, en la proteccion y recuperacion celular tras ser sometidas a estrés
[87, 88], tratamiento de enfermedades degenerativas [89] o proteccion contra

enfermedades infecciosas [90].

HSP70, al igual que HSP90, tiene la capacidad de preservar la funcion de
proteinas mutadas, como p53 0 SOD1, pero ante situaciones como estrés extremo [91],
etapas del desarrollo o la presencia de ciertos farmacos [92], las mutaciones son
insalvables y la funcionalidad queda comprometida. Cuando ya no es posible recuperar
la proteina existe una segunda alternativa que consiste en la ubiquitinacion de la
proteina para su posterior degradacion [93]. Si ambos mecanismos fracasan, las
proteinas mutadas pueden acumularse y dar lugar a enfermedades como el cancer (p53),
la esclerosis lateral amiotrofica (SOD1), la enfermedad de Parkinson (a-sinucleina) o de

Huntington (huntingtina) (Figura 7).
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Figura 7. Funciones de HSP70 en respuesta al estrés.
Fuente: Chatterjee et al. [94] International journal of molecular sciences (2017).

Familia HSP90

HSP90 es una de las proteinas mas abundantes en eucariotas, llegando a suponer
hasta un 2% de las proteinas totales citoplasmicas en estado basal y pudiendo aumentar
su expresion hasta 4-6% en condiciones de estrés [95]. Esta familia estd formada por
cuatro proteinas: las isoformas HSP90a y HSP90B, la mitocondrial TRAPL y la
GP96/Grp94 en el reticulo endoplasmatico. Grammatikakis y colaboradores relatan la
existencia de una quinta proteina: HSP90N. Este nuevo miembro, seria una variante de
la HSP90 citosélica pero asociada a membrana y estaria relacionada con la
transformacion de las células cancerigenas [96].

HSP90 se encuentra principalmente en forma de dimeros (oo o Bp), a pesar de
que la isoforma o dimeriza mas rapidamente que la f. Cada uno de los dimeros posee
tres dominios. El dominio N se localiza en el extremo N-terminal de la proteina, se trata
de un sandwich estructural que delimita el sitio de union a ATP y a ciertos inhibidores
como la geldanamicina [97]. Posee un segmento a modo de tapa que durante el cambio
conformacional tendrd importancia en el mecanismo catalitico. EI dominio N conecta
con el dominio intermedio a través de una hoja-f [98]. EI dominio intermedio consta de
tres regiones estructurales bien definidas y que poseen alta afinidad para co-chaperonas

y otras proteinas. ElI dominio C se sitta en el extremo C-terminal, en €l se encuentra el
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sitio de reconocimiento de motivos EEVD (glutdmico-glutdmico-valina-aspartico),
responsable de la interaccion con co-factores como inmunofilinas y fosfoproteina 1
inducida por estrés, entre otros. [99] EI dominio C posee un sitio de unién a ATP
alternativo, que se vuelve accesible cuando el sitio de unién a ATP del dominio N esta
ocupado [100].

El factor de transcripcion de choque térmico 1 (HSF1) tiene mayor afinidad por
el promotor del gen codificante para HSP90 que por el de HSP70, esto hace que la
proteina HSP90 se exprese a niveles méas altos que la HSP70 y que sea el mayor
represor de HSF1[101]. HSP90a es la forma inducible mientras que la HSP90P se
expresa de forma constitutiva, sin embargo hay estudios de que las dos isoformas
pueden ser inducidas aunque por diferentes estimulos, el isdbmero o por estrés

fisiologico y el B por factores de crecimiento o signos de diferenciacion [102].

Tabla 3. Funciones de las isoformas HSP90a. y HSP90.

HSP90a HSPI0B

Regulacion ciclo celular Maduracion células germinales
Crecimiento celular Estabilizacion citoesqueleto
Citoproteccion Transformacion celular

Transduccidn sefiales

Embriogénesis

En células no tumorales no sometidas a estrés, HSP90 desempefia una serie de
funciones importantes, que incluyen el plegamiento, el transporte intracelular, el
mantenimiento y la degradacion de las proteinas, ademas de facilitar la sefializacion
celular. Un gran namero de proteinas requieren la ayuda de la HSP90 para mantenerse
activas, aunque requiere de otras co-chaperonas como Cdc37, p23, HOP y CHIP, que le
permiten asociarse con un namero significativo de proteinas de sefializacién incluyendo
receptores esteroideos, tirosinas kinasas como v-Src, y serina/treonina kinasas como
Raf-1 o Akt [103]. Regula la actividad de los receptores de hormonas esteroideas, en
ausencia de la hormona correspondiente el receptor se asocia con varias proteinas
celulares, entre ellas HSP90, que lo mantienen inactivo. En presencia de progesterona,

HSP90 se libera y el receptor cambia su conformacién para poder unirse al ADN,
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activando la expresion de los genes correspondientes (Figura 8) [104]. EIl nivel basal de
HSP90 aumenta con el estrés, pudiendo unirse a los microtubulos para estabilizar el
citoesqueleto y activar genes para la supervivencia [41].

Figura 8. Translocacion del receptor de glucocorticoides del citoplasma al nucleo asistido por
HSP90. GR: receptor de glucocorticoides; 90: HSP90; 51: immunofilina FKBP51; 52: immunofilina
FKBP52; Dyn: dineina.

Fuente: Davies et al. [105] The Journal of biological chemistry (2002).

Las células tumorales sobreexpresan varias proteinas, incluyendo receptores del
factor de crecimiento como EGFR [106] o proteinas de transduccion de sefiales como
PI3K y Akt, entre las funciones de HSP90 esté la de estabilizar estas proteinas. Por
tanto, la inhibicion de HSP90 puede inducir apoptosis a través de la inhibicién de estas
vias de sefializacion [107]. Otro papel importante de HSP90 es la estabilizacion de
proteinas mutantes como v-Src, el oncogén de fusion Ber/Abl y formas mutantes de p53
[108]. También se requiere HSP90 para la induccion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y la 6xido nitrico sintasa (NOS) [109]. Ambos son
importantes para la angiogénesis de novo que se requiere para el crecimiento del tumor
[108]. Ademas, HSP90 promueve la fase de invasion durante la metastasis asistiendo a
la metaloproteinasa de la matriz 2 (MMP2) [110].
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Familia HSP100
< HSP104

Estudios inmunoldgicos estiman que HSP104 se localiza en el aparato de Golgi
de algunos tipos de levaduras, sin encontrar homologia con D. melanogaster o el
hombre. Los miembros de esta familia pertenecen a la familia de proteinas AAA+, que
son ATPasas con diversas actividades. Tiene como funcion regular la
agregacion/separacion de proteinas, pudiendo revertir la toxicidad de la a-sinucleina
mutante, TDP-43, FUS y TAF15 [111].

% HSP110

Se trata del miembro de mayor tamafio de la familia HSP y estda muy ligado a la
familia HSP70, de hecho, se consideran miembros divergentes de esa familia. HSP110

se encuentra preferentemente dentro o cerca del nicleo [112].

En su estructura se diferencian varios dominios. EI dominio A comprende desde
los residuos 1 a 394 y es el responsable de la union a ATP/ADP (NBD). A continuacion
esta el domino B, desde los residuos 394 al 509. Posee siete hojas-P responsables de la
conexion al sustrato (SBD). Los siguientes 98 residuos de la proteina, desde 510 a 608,
se cargan negativamente para formar un lazo y constituir el dominio L. Los restantes

residuos, del 608 al 858, forman una serie de a-hélices dando lugar al dominio H [113].

Aunqgue HSP110 posee en su estructura dominios NBD y SBD similares a los de
la familia HSP70 y pueden unir como sustratos proteinas desplegadas para volver a
plegarlas, no muestran los mismos ciclos alostéricos impulsados por ATP. En cambio,
su funcion principal in vivo parece ser la de actuar como factor intercambiador de
nucleotidos (NEF) para HSP70. ElI mecanismo por el cual HSP110 induce la liberacion
de nucleétidos no esta claro, pero es distinto de codmo funcionan otros NEF, ya que
HSP110 primero debe unirse a ATP para asumir una conformacién que le permita
unirse a HSP70 [114]. EI complejo resultante HSP110:HSP70 es estable y se disocia
solo cuando el ATP se une posteriormente a HSP70 [115].
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I. 2.2 FACTORES DE TRANSCRIPCION DE CHOQUE TERMICO

La respuesta al estrés requiere la activacion del denominado factor de choque
térmico (HSF) [116]. Este factor conecta con el elemento promotor de choque térmico
(HSE), caracterizado por tener cinco repeticiones del motivo 5-nGAAnN-3 'y situado a
80-150 pares de base por encima del lugar de iniciacion de la transcripcion. Las
posiciones 3 y 4 del HSE son simétricas, lo que hace que HSF tenga afinidad por unirse
a ellas [117].La unidn de HSF conduce a cambios en la organizacion de la estructura de

la cromatina [118].

Todos los HSF tienen en comun: una secuencia conservada hélice-vuelta-hélice
del dominio de union al ADN, una repeticion hidrofébica de 80 residuos (HR-A/B)
esencial para la trimerizacion, un dominio responsable de la union de la proteina y del
HSE vy, adyacente a éste, otra repeticion hidrofébica (HR-C) encargada de suprimir la

trimerizacion a través de la interaccion con HR-A/B [119].

Los HSF regulan la sintesis inducida de HSP durante el crecimiento, el
desarrollo y la adaptacién. En levaduras e invertebrados existe un Unico HSF en tanto
que en plantas y vertebrados existen varias isoformas. La existencia de varios HSF aun
no esta clara, pero una de las hipdtesis sugiere estar relacionada con la redundancia y

especializacion de la respuesta [120].

En ausencia de estrés, las HSP se unen a los HSF presentes en el citosol,
manteniéndolos como mondmeros inactivos, mientras que en presencia de estrés, los
HSF se separan de las HSP. La activacién del HSF1 humano ocurre en al menos dos
pasos. Un primer paso consistente en la formacion de un homotrimero capaz de unirse a
HSE pero que carece de actividad transcripcional. Y un segundo paso, donde el trimero
HSF1 se convierte en una forma transcripcionalmente competente, dando inicio a la
sintesis de HSP. La diferencia entre ambos estados es la fosforilacion por la PKC o por
otra serina/treonina kinasa de los residuos Ser303, Ser307 y Ser363, lo que sugiere un
papel regulador en la activacion de HSF1 [121] (Figura 9).
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Figura 9. Sintesis de HSP inducida por diferentes tipos de estres
Fuente: Kregel [121] Journal of Applied Physiology (2002).

Factor de choque térmico 1

HSF1 es el principal factor de transcripcion inducido por estrés en vertebrados,
D. melanogaster y S. cerevisiae [122]. En condiciones normales, HSF1 se encuentra en

forma de mondémero fosforilado pero ante un estimulo estresante, HSF1 trimeriza y se
traslada al ndcleo.

La familia de proteinas kinasas MAP inhibe la respuesta al estrés a través de
ambios en el estado de fosforilacion de HSF1. Esta familia incluye a ERK1 y ERK2

activadas por factores de crecimiento, JNK/SAPK activada por luz ultravioleta
citoquinas pro-inflamatorias,

estrés térmico y rayos X; Yy p38, activada por
hiperosmolaridad y estrés térmico [123, 124].

Factor de choque térmico 2

Se conoce muy poco sobre HSF2 en comparacién con HSF1. Se sabe que

responde a la hemina durante la diferenciacion, maduracion y embriogénesis, donde
pasa de un estado dimérico inerte a un trimero activo [125]
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Factor de choque térmico 3

En aves, HSF3 ejerce funciones similares a las de HSF1 y HSF2, sin embargo
cuando HSF3 est4 inhibido, las células quedan claramente comprometidas, incluso en
presencia de los otros. Puede ser activado por el oncogén Myb incluso en ausencia de
estrés [126].

Factor de choque térmico 4

HSF4 se expresa en corazén, cerebro, musculo esquelético y pancreas de
humanos, siendo el Gnico de los cuatro que no es ubicuo. Otra diferencia con los

restantes HSF de vertebrados es que carece de la repeticion hidrofébica HR-C [127].

I. 3 APOPTOSIS

El término apoptosis procede del griego (drortworg), compuesto por dzo (apo,
“desde” o “a partir de”) y rtwoig, (ptosis, “caida”). Inicialmente fue acufiado por los
botéanicos para referirse a la caida de las hojas pero a principio de los 70’s Kerr, Wyllie
y Currie lo incorporaron a la biologia celular. La apoptosis, también denominada muerte
celular programada, es un proceso activo de muerte celular dependiente de energia. Esta
genéticamente regulado por la expresion de genes conservados evolutivamente e
involucra una amplia red de sefiales tanto para su iniciacion como para la ejecucion
[128].

Este proceso forma parte de los mecanismos fisiologicos que controlan el
equilibrio tisular, mediante la proliferacion y la muerte de las células que componen un
tejido, siendo esencial durante la embriogénesis donde se establecen los patrones
morfofuncionales de los drganos [129]. Ademas, ha sido descrito como un proceso
altruista a través del cual las células se suicidan silenciosamente para proteger a las
células vecinas [130]. Este “suicidio celular” tiene un papel crucial en la eliminacion de
células no deseadas o dafiadas, en el desarrollo y funcion del sistema inmune y en la

proteccion antitumoral [131].
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La apoptosis puede desencadenarse por numerosos estimulos estresantes, entre
los que se encuentran hipertermia, presencia de radicales, radiaciones ionizantes,
hipoxia, falta de factores de crecimiento u hormonas, citoquinas, glucocorticoides,

drogas citotoxicas, agentes quimioterapéuticos, etc. [132].

I. 3.1 CAMBIOS MORFOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DURANTE EL
PROCESO DE APOPTOSIS

Cuando una célula muere por un proceso de apoptosis sufre una serie de cambios
bioquimicos y morfoldgicos caracteristicos muy marcados y coordinados que difieren
de los descritos en la muerte por necrosis (Figura 10). Se trata de un fenGmeno bastante
rapido en el que se dan algunos acontecimientos de manera discreta y otros de forma

maés evidente.

PHAGOCYTOSIS, PHAGOCYTOSIS
INFLAMMATION BY MACROPHAGES
OR NEARBY CELLS

Figura 10. Diferencias morfologicas entre apoptosis y necrosis.
Fuente: modificada de Majno et al. [133] American Journal of Pathology (1995).

Uno de los eventos iniciales en la apoptosis es la deshidratacion celular. La
pérdida del agua intracelular conlleva la constriccion de la membrana y una reduccion

considerable del volumen celular. Los organulos se aglomeran y se produce una
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reduccion del nacleo y una condensacion de la cromatina [134]. Simultadneamente se
inicia una serie de eventos bioquimicos que activan distintas endonucleasas
dependientes de Ca?* y Mg?** y que cortan el ADN en los espacios internucleosomales.
Esto genera fragmentos de unos 200 pares bases con un patron caracteristico “en
escalera” cuando se analiza el ADN de las células apoptoticas, considerandose como

marcador del proceso apoptotico [135].

Una caracteristica especifica de la apoptosis es la preservacion de la integridad
estructural y de la funcionalidad de la membrana plasmatica, al menos durante la fase
inicial. La deshidratacion celular hace que el citoplasma se condense, produciendo
cambios en la forma y el tamafo celular, dando lugar al caracteristico “blebbing” o
formacion de ampollas irregulares en la membrana celular, resultando en la formacién
de cuerpos apoptoticos con restos de citoplasma, organulos y en ocasiones también

restos nucleares, rodeados por fragmentos de membrana celular [136, 137].

La constriccion de la membrana implica una pérdida de contacto con las células
vecinas por alteraciones en las moléculas de adhesion de la membrana plasmatica [138].
La pérdida de la asimetria de membrana plasmatica debida a la translocacion de
fosfolipidos de membrana, como la fosfatidilserina, desde la cara interna de la
membrana plasmatica hacia su cara externa. Esta exposicion anormal de fosfolipidos
sirve como sefial de reconocimiento y los cuerpos apoptéticos son fagocitados por
macrofagos o por células vecinas, evitando asi la respuesta inflamatoria local
ocasionada en la necrosis cuando la célula se rompe y libera su contenido al medio
[139].

En ocasiones se produce una pérdida del potencial de membrana mitocondrial
[138], acidificacion intracelular, produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO)
[140], movilizacion del calcio intracelular [141] y la desorganizacion del citoesqueleto
celular [142]. Estos cambios bioguimicos son el reflejo de la activacion de una
maquinaria intracelular especifica que controla este proceso, de la que son
especialmente importantes un conjunto de enzimas proteoliticas llamadas caspasas
[143].
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I. 3.2 CASPASAS

La induccién y la ejecucion de la apoptosis requieren de la coordinacion entre
proteinas adaptadoras, receptores de membrana, enzimas y proteinas reguladoras de la

expresion génica.

La familia de las caspasas, son el eje central de la maquinaria celular implicada
en la apoptosis [144]. El término caspasa deriva de cisteinil - aspartato proteasa, ya que
estas enzimas son cisteinas proteasas, caracterizadas porque su actividad catalitica
depende de un residuo de cisteina situado en una secuencia peptidica altamente
conservada del centro activo de la enzima, y porque cortan especificamente su sustrato
después de un residuo de acido aspartico [143]. La estricta especificidad de las caspasas
no implica una digestién proteica indiscriminada, sino que sélo un grupo de proteinas es

diana para ser procesado.

En mamiferos, la familia de las caspasas se compone de 14 proteinas diferentes
en base a la similitud de la secuencia entre los dominios de las subunidades de su

procaspasa, pudiendo clasificarlas en caspasas inflamatorias o caspasa apoptoticas.

El grupo de caspasas inflamatorias estad formado por las caspasas -1, -4, -5, -11, -
12, -13 y -14. Se caracterizan por estar involucradas principalmente en la maduracion
proteolitica de las prointerleuquinas -1- y -18 a sus formas pro-inflamatorias y
biol6gicamente activas [145]. El grupo de las caspasas apoptdticas esta formado por las
caspasas relacionadas con el gen ced-3 de C. elegans y juegan un papel importante en el
desarrollo del proceso apoptotico. Segun su funcion dentro de la cascada apoptotica
podemos distinguir entre caspasas iniciadoras de las apoptosis, como las caspasas -2, -
8, -9, y -10, y las caspasas ejecutoras -3, -6 y -7, encargadas de la ejecucion de la

apoptosis degradando directamente multiples sustratos celulares [146].

Inicialmente las caspasas se sintetizan como zimdgenos 0 precursores
enzimaticos inactivos, denominadas procaspasas. Las caspasas estan reguladas
postraduccionalmente de modo que pueden ser activadas rapidamente. Contienen tres
dominios (Figura 11), un prodominio en el extremo N-terminal, una subunidad mayor
(~ 20 kDa) que posee cisteina en el centro activo dentro de un motivo conservado y una
subunidad menor (~ 10 kDa) en el extremo C-terminal. El prodominio y la subunidad

mayor estan separados por un lugar de corte con aspartato, y la subunidad mayor esta
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separada de la menor por uno o dos motivos de este tipo. La presencia de aspartato en
los motivos de corte para la maduracion de las caspasas es consistente con la habilidad
de autoactivarse o de ser activadas por otras caspasas como parte de una cascada de
amplificacion [147, 148].

Group |
- N - <00H Gasp-1 (CE)
N A I - COOH  Casp4 (ICE, -Il, ICH-2, TX)
A - cooH Casp5 (ICE,Iil, TY)
~H -~ coOH Casp-11 (murine)
A 0O Casp-13
- - COOH  Casp-14 (MICE)

Group |l

O — I o0 casp2 (CH-1)
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é GARD v 00+ o o, cor2, s
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Figura 11. Familia de caspasas. Grupo I: caspasas inflamatorias, Grupo Il: caspasas apoptdticas
iniciadoras, Grupo Il1: caspasas apoptéticas ejecutoras.
Fuente. Lavrik et al. [149] Acta naturae (2009).

Los prodominios cortos de las caspasas ejecutoras no es probable que puedan
mediar interacciones entre proteinas [150]. Sin embargo, las procaspasas inflamatorias y
las apoptoéticas iniciadoras poseen prodominios largos, excepto la procaspasa-14, que lo
tiene muy corto o no tiene [151]. EI prodominio largo puede contener el dominio efector
de muerte o DED, death effector domain, como en las procaspasas -8 y -10; o bien, el
dominio de reclutamiento de las caspasas 0 CARD, caspase recruitment-domain, como
en las procaspasas -2 y -9. DED y CARD, pertenecen a la superfamilia de los dominios
de muerte y permiten las interacciones proteina-proteina entre las procaspasas y sus
adaptadores. Ademas, juegan importantes papeles en la activacion de las procaspasas
(Figura 11).

La activacion de las procaspasas implica el procesamiento proteolitico en los
residuos de acido aspartico que separan cada uno de los tres dominios del zimogeno
[152]. Tras la proteolisis, se produce una asociacion entre la subunidad grande y la
pequefia para formar un heterodimero y dos heterodimeros se asocian para formar un
tetramero con dos sitios cataliticos independientes que uniran y cortaran el sustrato
(Figura 12) [153].



a

Initiator apoptotic caspases

Pro-domain Large subunit Small subunit
1

Executioner apoptotic caspases
Large subunit  Small subunit
V—‘—|

Introduccién

(3¢ @D Caspase 2, = (0 Caspase 3,
caspase 8 and caspase 6 and
caspase 9 caspase 7
b Caspase 8 activation Executioner caspase activation
r 1 r = 1
' OB\ By
ol o
& & Active

initiator

;I % ﬁ;o M ﬁ) caS?i’Se L\)
0= Hool—donld o<l 0l
@ ), » U Ry ; U QY

Active dimer

Inactive Dimerization and Active caspase 8 Inactive dimer

monomer interchain cleavage

Figura 12. Clasificacion y activacién de las caspasas.
Fuente: Tait et al. [154] Nature reviews. Molecular Cell Biology (2010).

La activacion de las caspasas puede darse mediante tres mecanismos. En primer
lugar, mediante el procesamiento por otra caspasa, estrategia utilizada para la activacion
de las caspasas efectoras con prodominio corto -3, -6 y -7. Todos los dominios de la
proenzima se mantienen y solo se produce un cambio conformacional al cortar en el
residuo de &cido aspartico. Estas enzimas pueden autoactivarse o ser activadas por otras

caspasas como parte de una cascada de amplificacion [155].

En segundo lugar, la activacién inducida por proximidad, estrategia utilizada
para la activacion de las procaspasas -8, -9 y -10 durante el desarrollo de la apoptosis
extrinseca. Este tipo de activacién requiere de la participacion de los receptores de
muerte situados en la superficie de la membrana plasmatica. Tras la activacién, estos
receptores se agregan y reclutan una serie de moléculas adaptadoras y a las procaspasas
formando complejos de sefializacion de induccion de muerte o DISC, death-inducing
signalling complex [156, 157]. En estas condiciones se aumenta la concentracion local
de estas procaspasas lo que permite que varias moléculas inactivas se corten

mutuamente y se activen unas a otras (Figura 13) [158, 159].
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Figura 13. Activacion por proximidad a través de DISC.
Fuente: Krammer et al. [160] Nature reviews. Immunology (2007).

La ultima via de activacion consiste en la asociacion con una subunidad
reguladora. Es el mecanismo de activacion mas complejo y el utilizado por la
procaspasa-9. Requiere de la molécula Apaf-1 para activarse. Apaf-1 presenta 3
dominios funcionales, el extremo N-terminal tiene una secuencia CARD con una alta
homologia a la secuencia CARD de la caspasa-9; en la zona central presenta un dominio
de union del dATP; vy, en el extremo C-terminal esta el dominio WD-40. EI dominio
WD-40 esta implicado en la union proteina-proteina, a traves de cual el citocromo ¢
interacciona con Apaf-1 (Figura 14. a) [161]. La unidn del citocromo c y de la molécula
de ATP facilita un cambio conformacional en la estructura de Apaf-1 permitiendo que
oligomerice con otras moléculas de Apaf-1 y forme un heptdmero, surgiendo una
estructura denominada apoptosoma, que reclutard procaspasas-9 a través de
interacciones entre los dominios CARD presentes tanto en Apaf-1 como en la
procaspasa 9 [162, 163]. La activacion de la procaspasa 9 dentro del apoptosoma se

produce por una proteolisis autocatalitica (Figura 14. b) [164, 165].

La activacién de las caspasas no implica una degradacion indiscriminada de
proteinas celulares. En la mayoria de los casos, el procesamiento mediado por las
caspasas resulta en la inactivacion de la proteina. Las caspasas pueden también activar
proteinas, bien directamente mediante el corte de un dominio de regulacion negativa, o
bien indirectamente mediante la degradacion de una subunidad inhibidora. La lista de

substratos de caspasas incluye mas de 30 proteinas.
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Figura 14. Mecanismo de formacion del apoptosoma.
Fuente: Riedl et al. [166] Nature reviews. Molecular cell biology (2007).

I.3.3 VIAS DE ACTIVACION DE LA APOPTOSIS

Tradicionalmente se han descrito dos vias por las que se activa la apoptosis: la
apoptosis intrinseca 6 mitocondrial, mediada por el estrés celular o por la lesion en el
ADN; vy, la apoptosis extrinseca mediada por ligandos que se unen a sus receptores en la

superficie celular.

Ambas vias producen la activacion de las caspasas iniciadoras y convergen en la
activacion de las caspasas ejecutoras, responsables de la muerte apoptética [167].
Ademaés de estas dos vias, se han descrito otras como la via de activacion de caspasas
vinculada al estrés en el reticulo endoplasmico [168, 169]. En ocasiones, la activacion

de las caspasas no guarda relacion con el proceso de apoptosis [170].

Via intrinseca o mitocondrial

La apoptosis inducida por sefiales intrinsecas se inicia en la mitocondria, donde
convergen numerosos estimulos citotdxicos y apoptoticos que alteran la permeabilidad

de la membrana mitocondrial externa y la pérdida de su potencial de membrana [171].

La alteracion de la permeabilidad mitocondrial externa hace que una serie de
proteinas que en condiciones normales se localizan en el espacio intermembrana de la
mitocondria sean liberadas al citoplasma celular, donde promueven la activacion de las

caspasas (Figura 15) [172].
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Figura 15. Via intrinseca de la apoptosis.
Fuente: Spierings et al. [173] Science (2005).

Se han descrito tres mecanismos por los que se provoca la alteracion de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial externa durante la apoptosis. EI primero,
contempla la formacion del complejo del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial
(PPTm). EI PPTm funciona como un canal aniénico que permite el paso de agua y de
moléculas de hasta 1,5 kDa, y participa en la regulacién del Ca**, el pH, el potencial de
membrana mitocondrial y el volumen de la mitocondria [174].

El segundo mecanismo implica a las proteinas de la familia Bcl-2. Mientras que
las proteinas pro-apoptéticas se insertan en la membrana mitocondrial formando canales
que provocan la despolarizacion mitocondrial, las proteinas anti-apoptoticas evitan la
salida de factores proapoptoticos por esos canales. [171].
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El tercer mecanismo englobaria a los anteriores. Se ha demostrado que la
proteina pro-apoptdtica Bax interacciona con las proteinas que compone el PPTm,
formando canales i6nicos en la membrana interna mitocondrial y constituyendo canales

permeables para el citocromo c en la membrana mitocondrial externa [172, 175].

Las alteraciones en la permeabilidad y el potencial de membrana de la
membrana mitocondrial induce la liberacion al citoplasma de moléculas pro-apoptoticas
entre las que se incluyen el citocromo ¢, Smac/DIABLO, el factor inductor de la
apoptosis (AIF), la proteasa Omi/htrA2 y la endonucleasa G [143]. El citocromo ¢ actta
activando la molécula adaptadora Apaf-1 con la consecuente activacion de la caspasa-9
[176]. La liberacion de AIF y la endonucleasa G al citoplasma, y su posterior
translocacion al ndcleo, contribuyen a la condensacion de la cromatina y la

fragmentacion del ADN sin la necesidad de la activacion de las caspasas [177].

Por su parte, Smac/DIABLO y Omi/HtrA2 facilitan la activacién indirecta de las
caspasas al actuar como inhibidores de los inhibidores end6genos de las caspasas como
las IAPs [178].

Via extrinseca o via de los receptores de muerte

La via extrinseca de la apoptosis se inicia con la activacion de los receptores de
muerte anclados en la membrana plasmatica cuando se unen ligandos especificos a ellos
(Figura 16).

Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores del factor de necrosis
tumoral (TNF), constituida por mas de 20 proteinas con un amplio rango de funciones
bioldgicas, incluyendo la regulacion de la supervivencia y la muerte celular al conectar
las sefiales extracelulares inductoras de muerte con la apoptosis intracelular [179]. Los
receptores de muerte mas conocidos son el APO1/Fas/CD95 (antigeno de apoptosis-1),
el TNFRL1 (receptor 1 de TNF) y el TRAILR1 (TNF related apoptosis inducing ligand
receptor 1).
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Figura 16. Via extrinseca de la apoptosis.
Fuente: Krakstad et al. [180] Molecular cancer (2007).

Estos receptores se caracterizan porque en la parte intracelular contienen un
dominio de interaccién con otras proteinas denominado dominio de muerte o DD
(Death Domain). Dicho dominio es fundamental para la transmision del estimulo
apoptotico al servir como anclaje para una serie de proteinas sefializadoras que también
poseen DD: la proteina adaptadora FADD, que puede interaccionar directamente con el
receptor, en el caso de Fas y TRAILR1, o indirectamente, a través de otra proteina
adaptadora denominada TRADD (dominios de muerte asociados al TNFR) en el caso
del TNRF1 (Figura 16) [180]. Ademas, los receptores de muerte poseen en su parte
extracelular entre 2 y 4 dominios ricos en cisteina (CRDs) donde se unen sus ligandos
especificos. La unién del ligando al receptor da lugar al reclutamiento a través de su DD
de las moléculas adaptadoras FADD y TRADD [179]. Estas moléculas adaptadoras
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contienen dominios efectores de muerte o0 DED, que interacciona con los DED de las
caspasas -8 y-10 para formar el complejo intracelular multiproteico DISC [156, 157].
Una vez formado, el DISC promueve la activacion de la caspasa-8 inducida por
proximidad, la cual comienza a ser rapidamente activada por un mecanismo proteolitico
[156]. Tras este proceso autocatalitico, la caspasa-8 se libera del DISC completamente
activa, pudiendo activar directamente otros miembros ejecutores de la familia de las
caspasas, como la caspasa-3, cuya activacion conduce a la fase ejecutora de la apoptosis
(Figura 16) [180].

Via dependiente del estrés reticular

Existiria una tercera via de activacion de la apoptosis dependiente del estrés del
reticulo. La concentracién de Ca®* dentro del reticulo genera un estrés oxidativo que
altera las condiciones y las propiedades fisiologicas del interior del reticulo afectando a
la actividad de las chaperonas. Esto provoca la acumulacién de proteinas sin plegar o
incorrectamente plegadas en el interior del reticulo, generando el llamado estrés
reticular. Como respuesta al estrés reticular se inicia la respuesta a proteinas no plegadas
0 UPR, Unfolded Protein Response, la cual es mediada por las proteinas PERK (Protein
Kinase-like Endoplasmic Reticulum Kinase), IRE1 (Inositol Requiring Kinase 1) y

ATF-6 (Activating Transcription Factor 6), que promueve la muerte celular [181].

Sin embargo, cuando el dafio es muy intenso y la UPR no es capaz de restablecer
las condiciones y propiedades fisioldgicas del ER, se inicia la activacion de la via
apoptotica inducida por el estrés reticular y en la que inicialmente participan los
mediadores de UPR [182]. La apoptosis inducida por el estrés reticular se ha descrito
como un proceso heterogéneo y complejo en el que estan implicados multiples factores
como la activacion directa de diversas caspasas iniciadoras, las proteinas de la familia

Bcl-2 y la alteracion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial. [182, 183].

I. 3.4 APOPTOSIS Y ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

El estres oxidativo se define como el desequilibrio a favor de la produccién de
especies reactivas de oxigeno con respecto a las defensas antioxidantes de una célula. El
término especies reactivas de oxigeno o ERO, engloba moléculas y radicales libres

derivados del oxigeno molecular (O,). Generalmente son moléculas muy pequefias,
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altamente reactivas y con un gran poder oxidante debido a una capa de electrones de
valencia desapareados que les permite interaccionar con otras moléculas organicas
mediante reacciones de oxido-reduccion. Las ERO estan involucradas en una gran
variedad de procesos celulares desde la muerte celular tanto por apoptosis como por

necrosis hasta la proliferacion celular y carcinogénesis [184].

Generaciéon de ERO

Toda célula aerdbica genera ERO como subproducto de determinadas reacciones
bioquimicas y en respuesta a algunos estimulos [185]. Cualquier proteina o sistema
enzimatico capaz de transferir electrones puede generar ERO como resultado de la
reaccion de transferencia electronica. Este es el caso de NAD(P)H oxidasa,
peroxisomas, xantina oxidorreductasa, acilCoA oxidasa, citocromos P-450,
ciclooxigenasas, lipooxigenasa ademas de pequefias moléculas autooxidables como

grupos tioles, hidroguinonas, catecolaminas y flavinas [186].

De entre todos, la cadena transportadora de electrones situada en la membrana
mitocondrial interna es el sistema méas importante de generacion de ERO. La principal
funcién de este sistema es la transferencia de electrones procedentes del ciclo de Krebs
y de la B-oxidacion de los acidos grasos a través de una serie de complejos donde
sufriran reacciones de oxido-reduccidn, transportdndose desde el NADH y el FADH,
hasta transferirlos al aceptor final, el O.

Esta transferencia de electrones estd acoplada a la generacion de un gradiente
electroquimico de H* que da lugar tanto a un gradiente de pH, como a una diferencia del
potencial de membrana mitocondrial. Desviaciones en el normal funcionamiento de la
cadena transportadora conducen a un desacoplamiento en la transferencia de electrones,
provocando la generacion de radical superoxido (O,-), especie relativamente poco
reactiva, pero potencialmente toxica, ya que puede iniciar reacciones que den lugar a
otras ERO que si pueden ser altamente reactivas. La adiccion de un segundo electrén o
la dismutacion del O,-, de forma espontanea o a través de la superoxido dismutasa,
genera peroxido de hidrogeno (H,O,), una molécula capaz de atravesar las membranas
bioldgicas [187]. En el H,0,, que no es un radical libre propiamente dicho, la union
entre ambos oxigenos es muy debil lo que le confiere alta reactividad. ElI H,O, puede

ser completamente reducido a agua (H,O) en una reaccién catalizada por la catalasa o la



Introduccién

glutation peroxidasa, pero también puede descomponerse facilmente y ganar otro
electrén para convertirse mediante las reacciones de Fenton y Haber-Weiss en el radical
hidroxilo (OH), uno de los oxidantes mas potentes y con mayor toxicidad de la
naturaleza. Finalmente la incorporacion de un cuarto electron conduce a la formacion de
H,O (Figura 17) [188].

Mitochondrial respiration (Oxygen reduction)
Oxygen Water
ADP +P — ATP l

& o % Coon &
O, ~=» 0; =~ H,0, &=~"OH ==~ H,0
2H* OH"- H*

(Superoxide) (Hydrogen peroxide) (Hydroxyl radical)

ROS — Oxygen toxicity
(~ 2 °/a)

Figura 17. Formacion de ERO como efecto secundario del flujo de electrones en la mitocondria.
Fuente: Kutschera et al. [189] Theory in biosciences (2013).

El O,- puede reaccionar con otros radicales como el 6xido nitrico (NO)
generando diversas especies reactivas de nitrdgeno o ERN, como el peroxinitrito
(ONOOQ), otro potente oxidante. El radical ONOOQO" suele estar en equilibrio con su
acido conjugado (ONOOH). Se comporta como un potente oxidante, capaz de reducir
grupos tioles o tioéteres, capaz de nitrar residuos de tirosina, de guanosina y de degradar
carbohidratos, por lo que pueden iniciar la peroxidacion lipidica y puede fragmentar el
ADN [190].

0" + NO — ONOO~ + H'— ONOOH

radical oxido peroxitrito acido
superdxido nitrico peroxitroso

Papel de las ERO en la apoptosis

El metabolismo celular depende de un continuo aporte de ATP de la

mitocondria, esencial en la mayoria de los tejidos. Por tanto, cualquier dafio en la
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cadena respiratoria podria tener un gran impacto sobre la viabilidad celular. La
concentracion de O, en la matriz mitocondrial es entre 5 y 10 veces mayor que en el
citosol o en el nucleo [191]. Los radicales libres generados en la mitocondria podrian
inhibir uno o més componentes de la cadena de transporte de electrones, lo que
contribuye a la aparicion de una disfuncién en condiciones de estrés oxidativo [192].
Por ello, la célula cuenta con un sistema de defensa de detoxificacion de ERO, ademas

de sistemas de reparacion de los dafios causados por las mismas.

Las ERO son capaces de oxidar indiscriminadamente lipidos, proteinas y acidos
nucleicos alterando su estructura y su funcion [193]. Este tipo de reacciones lleva a la
formacion de agregados de proteinas y facilita la formacion del PPTm, que provoca la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la liberacion de proteinas pro-
apoptéticas, como el citocromo c, desde el espacio intermembrana al citoplasma celular,

que iniciaran la cascada de reacciones que culminan en la apoptosis [194].

Una de las principales dianas de ERO es el ADN mitocondrial (ADNmt), que
codifica para 30 polipeptidos esenciales para la cadena de transporte de electrones y
generacion de ATP por fosforilacion oxidativa. EI ADNmt es especialmente susceptible
debido a su proximidad a la cadena de transporte de electrones y a la falta de histonas
protectoras. Bajo condiciones de estrés oxidativo el ADNmt contiene un nimero de
entre 10 y 20 veces mayor de bases modificadas que el ADN nuclear. El dafio oxidativo
en el ADN es la principal fuente de inestabilidad genémica de la mitocondria y conlleva
a la disfuncién respiratoria, envejecimiento prematuro, aparicion de cancer y

enfermedades neurodegenerativas [195].

Un importante mecanismo de toxicidad del O, es la oxidacion directa e
inactivacion de las proteinas hierro-azufre (Fe-S), tales como las aconitasas y las
asociadas liberacion de hierro. La aconitasa mitocondrial, posee una centro Fe-S y juega
un papel importante en el ciclo de Krebs catalizando la conversion de citrato a
isocitrato. La inhibicion de la aconitasa deriva en una disfuncion del ciclo teniendo un
gran impacto en la produccién energética y la viabilidad celular. Otra proteina Fe-S que

se ve afectada es la NADH deshidrogenasa del complejo 1 [196].

La relacién entre ERO y apoptosis ha sido puesta de manifiesto en diversos

trabajos realizados por nuestro grupo de investigacion. En concreto, ha observado que el
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tratamiento de plaquetas con su agonista fisiologico trombina, genera H,O, y
despolariza la membrana mitocondrial induciendo apoptosis, evento que queda inhibido
tras el tratamiento con catalasa. Cuando las plaquetas se trataron con H,O, exdgeno
aumento significativamente la liberacion de citocromo c¢ de la mitocondria y la
activacion de la caspasa-9, como consecuencia de tales eventos hubo un aumento en la
activacion de la caspasa-3 y la externalizacion de la fosfatidil serina [140].
Adicionalmente, ha sido puesto de manifiesto que el tratamiento con H,O, de células de
pancreatoma de rata AR42J induce un aumento en la [Ca®'], despolarizacion
mitocondrial, liberacién de citocromo ¢ y activacion de caspasa-3 a través de un
mecanismo que requiere la recaptacion mitocondrial de calcio [197]. En células
germinales, como los espermatozoides humanos expuestos a tratamiento con H,0,
hemos observado que existe un aumento de la activacion de las caspasas 3y 9 y
posterior externalizacion de fosfatidil serina, en un proceso calcio-dependiente [198].
De manera similar, los efectos del H,O, en células leucémicas humana HL-60 tienen
efectos parecidos, ya que la induccién de la despolarizacion de membrana mitocondrial
y posterior activacion de las caspasas-3 y -9 se llevaba a cabo por procesos calcio-
dependientes [199].

I. 3.5 EVASION DE LA APOPTOSIS POR CELULAS TUMORALES

La resistencia que muestran las células tumorales a la apoptosis no implica una
completa evasion a la muerte, pudiendo ocurrir mediante senescencia 0 necrosis, a

través de vias independientes de caspasas.

Cuando las células tumorales se ven expuestas a la terapia combinada de estrés
térmico y a agentes quimioterapéuticos, presentan una tasa elevada de muerte en
comparacion con las células que son Unicamente tratadas con quimioterapéuticos [200].
Sin embargo, esto no sucede cuando las mismas células se exponen al calor antes del

tratamiento, ya que terminan por desarrollar resistencia [201].

Las células tumorales presentan algunas caracteristicas comunes que las hacen
ser resistentes, como la sobreexpresion de las proteinas Bcl-2 [202], survivina [203] y
BAG, cuya localizacion nuclear durante la radioterapia estd asociada a un mal

prondstico [204].
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Son muchas y variadas las funciones que las HSP desempefian en la apoptosis, y
aunque en la mayoria de los casos conduce a la inhibicion de las vias apoptoticas, el
modo de actuacion es complejo y controvertido. Curiosamente, las mismas sefiales de
estrés que desencadenan la apoptosis también estimulan la expresion y liberacion de las
HSP. Sin embargo, la induccion de HSP reprime la apoptosis mediante la inhibicion de

factores pro-apoptoticos, como p53, Bax, Bid, Akt, Apaf-1 y Bcl-2 [205]

La sobreexpresion de proteinas de estrés estd implicada en la supervivencia de
las células tumorales [206]. HSP27, HSP70 y HSP90 aparecen en altas concentraciones
en células tumorales debido a su capacidad de inhibir la apoptosis [207]. En células no
tumorales p53 y p63 actlan como represores, inhibiendo la transcripcion de genes HSP
al unirse a sus promotores [208]. Cuando aumenta la expresion de p53 se produce una
disminucion de la proliferacion celular, las células permanecen en la fase G1 cuando
deberian proseguir a fase S. En células tumorales se produce un aumento de la
transcripcion de HSP debido a que disminuye la expresion de p53 y ademas aumenta la
expresion de los proto-oncogenes HER2 y c-Myc [209]. Algunos canceres como
pulmon y mama, presentan mutaciones en p53 resultando en una resistencia a la

apoptosis [210].

Las HSP se asocian a indicadores de estrés o apoptosis y bloquean la muerte
celular, promoviendo supervivencia, proliferacién o diferenciacién. Pueden evadir el
proceso de apoptosis a varios niveles: regulando las vias de sefializacién anteriores a la
mitocondria, como la via Akt; a nivel mitocondrial, controlando la liberacién de
citocromo c; y, a nivel post-mitocondrial interactuando con el citocromo ¢ 0 con
proteinas como Apaf-1 y/o Smac/DIABLO [211].

La sobreexpresion de HSP afecta tanto a la via intrinseca como a la extrinseca,
previniendo la activacion de caspasas, la agregacion de proteinas y el dafio mitocondrial
en respuesta a estimulos apoptoticos como la acumulacion de ERO y dafios en el ADN.
Por otro lado, la deplecion de estas proteinas es suficiente para desencadenar el proceso
de apoptosis mediante activacién de caspasa-3, incluso en ausencia de estimulo

apoptotico [211].

La sobreexpresion de HSP en células tumorales se relaciona también con

muchos procesos clave en la oncogénesis, como la autosuficiencia en sefiales de
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crecimiento, la estabilizacion de proteinas mutantes, la angiogénesis y la metastasis
[212]. Las células tumorales que expresan HSF1 y HSP tienen una elevada tendencia a
invadir otros tejidos y extenderse [213]. Existe una correlacion entre los niveles de
HSP27 y HSP70, y la capacidad de invasion y/o metastizacion tumoral. Ambas son
proteinas citoprotetoras con papeles esenciales en la aparicion de células malignas al

evitar la muerte tanto por apoptosis como por senescencia [14].

Las células tumorales dependen en mayor medida de la actividad chaperona de
las HSP que las células sanas para la proliferacion y supervivencia debido a que las
oncoproteinas en las células tumorales a menudo estan mal plegadas y requieren de
ellas. Esto conduce al planteamiento de desarrollar inhibidores de HSP como posible

terapia del cancer tanto en el tratamiento preclinico como en el clinico.

HSP27

HSP27 desempefia multitud de funciones durante el estrés celular que daria
respuesta a los efectos citoprotectores observados cuando aumenta la expresion de esta
proteina. Entre ellas se incluiria su papel como chaperona, la interferencia con los

mecanismos de activacion de la caspasa o la modulacion del estrés oxidativo.

En células estresadas con altos niveles de proteinas dafiadas el aumento de la
expresion de HSP27 facilita su reparacién promoviendo asi la recuperacion celular. o la
destruccidn, si el dafio es irreversible [214]. Esta capacidad de HSP27 puede aumentar
la tasa de supervivencia celular al limitar los niveles de proteinas mal plegadas que, en
ultima instancia, podria ser responsable de desencadenar la apoptosis. Ademas, como
chaperona molecular es responsable de la regulacion de la apoptosis a través de su
interaccion con Akt, ya que la activacion de ésta Gltima inhibiria la apoptosis [215].
Durante el estrés celular inducido por peréxido de hidrdgeno y calor, la interaccién
entre Akt y HSP27 puede contribuir al aumento de la resistencia a la apoptosis en

celulas que expresan niveles altos de HSP27 [216]

HSP27 también tiene la capacidad de interferir en los mecanismos de activacion
de caspasas. Parece ser que HSP27 se concentra en la mitocondria de manera similar a
la proteina antiapoptética Bcl-2, e incluso podria actuar de igual modo, inhibiendo la

apoptosis al prevenir la liberacion del citocromo c desde el espacio intermembrana
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[217]. De este modo, HSP27 regula negativamente la activacion de procaspasa-9 por su
incapacidad de interactuar con el citocromo c e impidiendo la correcta formacion del
apoptosoma [218] HSP27 también puede inhibir la activacion de la caspasa-3 al
interactuar con la procaspasa-3, posiblemente al evitar que caspasas iniciadoras como la
caspasa-9, tengan acceso a las dianas de procesamiento que activan la enzima (Figura
18) [219].
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Figura 18. Regulacién de la apoptosis por HSP27.
Fuente: Concannon et al. [220] Apoptosis (2003).

La generacion de ERO desempefia un papel fundamental en la muerte celular
inducida por numerosos estimulos. Cuando una célula esta expuesta a ciertos toxicos,
como el TNF-a o el peroxido de hidrogeno, los niveles de ERO intracelulares aumentan
rdpidamente debido a una disfuncion mitocondrial [221]. En este aspecto, HSP27,
protege a las células de las ERO al modular y mantener los pardmetros redox dentro de
ellas. Aunque HSP27 carece de actividad desintoxicante de ERO, puede aumentar los
niveles intracelulares de glutation, actuando como un sistema amortiguador que

previene la oxidacion de proteinas [222].

HSP27 esta presente en etapas especificas de desarrollo en diversos tipos de
cancer como mama [223], ovario [224], leucemia [225], colon [226] o prostata [227].
Cuando su patrén de fosforilacion aparece alterado, alcanzando altos niveles de HSP27

hiperfosforilada, se correlaciona con un mal prondstico de cancer [228]. En células



Introduccién

leucémicas se ha descrito como marcador de pre-diferenciacion ya que su induccién se
produce en etapas tempranas [229]. El papel de HSP27 en la diferenciacion puede
deberse a que su expresion aumenta a medida que las células alcanzan la fase no

proliferativa/quiescente en el ciclo celular (GO/G1).

La sobreexpresion de HSP27, no sélo potencia la capacidad tumorogénica [36],
sino también la de metastatizar [230]. Ademas, desempefia un papel fundamental en la
angiogenesis. La hiperfosforilacion de HSP27, requisito para la remodelacion del
citoesqueleto, es inducida por VEGF e inhibida por factores fisiologicos anti-

angiogénicos como la endostatina, la fumagilina o la trombospondina-1 [231].

.,

«* Inhibidores de HSP27

La inhibicién de HSP27 surge en respuesta a sus efectos antiapoptéticos y a la

citoproteccion que ofrece contra farmacos quimioterapéuticos [232].

Una de las estrategias més efectiva es el uso de oligonucleétidos antisentido o
siRNA, tanto en cultivos in vitro [233], como en xenoinjertos in vivo [234]. Otra de las
estrategias es actuar sobre los agentes moduladores que disminuyen la funcién
antiapoptética de HSP27 [235]. Estos agentes poseen actividad antitumoral en tumores
que expresan altos niveles de HSP27 y pueden tener un potencial clinico significativo
[228].

Tiolutina, es un antibiotico azufrado que actia como inhibidor de la
transcripcion a través de diversas vias comprometiendo la estabilidad del ARNm y la
expresion génica [236]. Se ha visto que es capaz de inhibir la adhesién de células
endoteliales al impedir las interacciones entre HSP27 con componentes del
citoesqueleto como la actina y los filamentos intermedios [237]. Ademas, puede inhibir
la angiogénesis inducida por células tumorales in vivo mediante la adhesion de células

endoteliales a vitronectina [238].
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HSP70

HSP70 puede interaccionar con maltiples componentes de las vias apoptéticas,
tanto dependientes como independientes de caspasas.

HSP70 tiene la capacidad de interferir en los mecanismos de activacion de
caspasas. Aungue el mecanismo exacto ain se desconoce, parece ser que HSP70 puede
asociarse directamente con Apaf-1 y bloquear la formacion del apoptosoma, de este
modo regula negativamente la activacion de procaspasa-9 [239].

También afecta a algunos factores de transcripcion involucrados en la expresion
de la familia Bcl-2. Bcl-2 y Bax son objetivos transcripcionales de la proteina p53
supresora de tumores. La expresion de p53 induce apoptosis en respuesta al dafio en el
ADN. Algunos estudios muestran como varios miembros de la familia HSP70,
inducidos (HSP70) o no (Hsc70), son capaces de estabilizar complejos con p53 mutada
y prevenir sus efectos apoptéticos [240]. Asi como la presencia de HSP70 en
membranas lisosomales de células tumorales, inhibe la muerte asociada a

permeabilizacion de los lisosomas [241].

Actla inhibiendo las proteinas kinasas que regulan la sefial de apoptosis. La
regulaciéon negativa de HSP70 facilita la activacion de Askl inducida por H,O; y la

subsiguiente apoptosis [242]. HSP70 también se une a JNK y evita su activacion [243].

El papel de HSP70 en la regulacion de la funcion NF-kB es mas controvertido.
HSP70 citosolica podria inhibir el NF-xB, mientras que la HSP70 asociada a la

membrana plasmatica podria activar este factor de transcripcion [244] (Figura 19).

Es importante destacar que la actividad ATPasa de HSP70 no parece ser
necesaria para todas estas actividades, ya que la accion de la proteina sobre INK y AIF
se produce independientemente de la hidrdlisis de nucledtidos [245]. Esta es una
observacién a tener en cuenta ya que muchos inhibidores de HSP70 tienen como diana
la actividad ATPasa [246].
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Figura 19. Regulacién de la apoptosis por HSP70.
Fuente: Evans et al. [247] Journal of medicinal chemistry (2010).

Algunos tipos de células tumorales expresan receptores de HSP70 que median
en su internalizacion teniendo como consecuencia mayor supervivencia y crecimiento
celular [248]. La sobreexpresion de HSP70 potencia la tumorogénesis [249] y suele
relacionarse con tumores malignos en fase avanzada de endometrio [250], rifién [251],

mama [252] y cuello de Utero [253].

«* Inhibidores de HSP70

La inhibicion de HSP70 se centra en dos objetivos fundamentalmente. Por un
lado, el uso de anticuerpos monoclonales de raton cmHsp70, con capacidad de unidn
especifica a HSP70 localizada en la membrana de células tumorales [254]; y por otro, el
uso de compuestos quimicos que tienen la capacidad de modular directamente la
actividad de HSP70, teniendo la posibilidad de combinarse con los agentes

guimioterapéuticos convencionales [255, 245].

Existen numerosos compuestos quimicos que actian como agentes inhibidores
de HSP70, como anélogos de ATP [256], flavonoides [257], imidazoles [258] o
péptidos [259].
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El 2-feniletinesulfonamida (PES) o pifithrin-p (P-p), es una sulfonamida (Figura
20) que inhibe la apoptosis mediada por p53, evitando la union de esta proteina a Bcl-
XL y Bcl-2 en la mitocondria [260]. Se ha visto que P-p reduce la apoptosis inducida
por radiacion v, ejerciendo una accidon protectora en el sindrome hematopoyético letal
[261]. P-u también interactia selectivamente con HSP70, donde se une a SBD,
impidiendo la asociacién entre HSP70 y muchas de sus co-chaperonas y proteinas
sustrato [262, 263]. La terapia combinada de P-p con metotrexato, farmaco contra el
cancer que bloguea la sintesis de purinas y pirimidinas, parece aumentar de forma

sinérgica los efectos citotdxicos en las celulas de cancer cervical [264].

Figura 20. Estructura quimica de pifithrin-p.

HSP90

HSP90 responde a las sefiales extracelulares, principalmente aquellas
relacionadas con el desarrollo y renovacion [265]. Fue descrita como "capacitadora de
la evolucion™, ya que permite la acumulacion de proteinas mutantes con la consiguiente
aparicion de nuevos fenotipos [266]. El papel fundamental de HSP90 en el desarrollo
tumoral queda demostrado por el alto grado de angiogénesis alcanzado durante su
sobreexpresion por el contrario, ésta cesa cuando se produce una inhibicion de la
proteina [267].

HSP90 regula y estabiliza muchos factores de transcripcion y kinasas implicados
en la apoptosis como p53, INK, Her2, HIF1a, Raf-1 o Akt [268]. Cuando Akt se activa
puede fosforilar a Bad y a la caspasa-9, desencadenando la sefial apoptdtica [269]. Por
otra parte, Akt también puede fosforilar a la kinasa IkB, resultando en la activacion de
NF-kB e induciendo supervivencia celular [270]. Otro ejemplo de regulacion es el
oncogen HERZ2 en el cancer de mama [271]. El factor tumorogénico herregulina-p1 se
une a la superficie de las células de cancer de mama, elevando la expresion de HER2

que al final resulta en la activacion de HSF1 y la sobreexpresién de HSP, conduciendo a
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la supervivencia celular [272]. HER2 se expresa en grandes cantidades en cancer de

pulmén [273], leucemias [274], préstata [275] y pancreas [276].

HSP90, al igual que HSP70, puede asociarse con Apaf-1 para inhibir la

formacion de apoptosoma y la activacion de procaspasa-9 [277].

También desempefia un papel importante en la propagaciéon de la apoptosis a

partir de la membrana plasmatica [278].

% Inhibidores de HSP90

La inhibicion de HSP90 conduce a la degradacion de muchas proteinas
implicadas en el desarrollo tumoral, por lo que algunos de sus inhibidores estan siendo
probados en terapias anticAncer [279]. Entre ellos, se incluyen productos naturales como
el radicicol y la geldanamicina, asi como los derivados semisintéticos de ésta Ultima, el
17-N-alilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG) o tanespimicina y el 17-
dimetilaminoetilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-DMAG) o alvespimicina (Figura
21). Independientemente de su naturaleza, todos ellos actian uniéndose al extremo N-
terminal de HSP90, impidiendo la union del ATP y dando lugar a la acumulacién de

proteinas mal plegadas y/o desnaturalizadas que seran degradadas posteriormente [280].

Figura 21. Estructura quimica de geldanamicina, tanespimicina y alvespimicina respectivamente.

El radicicol es un antibidtico que induce diferenciacion de las células HL-60 en
macrofagos [281], suprime la transformacién de células NIH 3T3 por oncogenes como
src, ras y mos [282] y suprime la expresién de ciclooxigenasa-2 inducible por

mitogenos [283]. Como modulador de diferenciacion celular tiene actividad anti-
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angiogenica in vivo, inhibiendo la proliferacion y la produccion de activador de

plasmindgeno por las células endoteliales vasculares [284].

La geldanamicina es un antibiotico de la familia de las ansamicinas que se aislo
originalmente como un compuesto natural con actividad antifungica. Se une
especificamente a ABD, ocupando el sitio de unién del ATP de HSP90 e inhibiendo la
actividad ATPasa [285]. Esta union impide los cambios conformacionales necesarios
para el correcto funcionamiento como chaperona, desregulando las funciones de
plegamiento y degradacion de proteinas [286]. La formacion de complejos Hsp90 -
proteina sin plegar, y su acumulacién, activa el sistema ubiquitina/proteosoma para su
degradacion [287]. Entre las proteinas cliente de HSP90 que se ven afectadas se
incluyen una amplia variedad de proteinas de transduccion de sefiales que participan en
la regulacion del ciclo celular, el crecimiento, la supervivencia, la apoptosis y la
oncogenesis, como las proteinas quinasas y los receptores de hormonas esteroideas,
reduciéndose considerablemente la sefializacion intracelular y provocando la muerte de
la célula tumoral [288, 289].

La geldanamicina impide la interaccion entre HSP90 y HSF1. HSP90 es el
mayor represor de HSF1 y cuando no forma complejo con él permanece libre, pudiendo
activar la sintesis de otras HSP [290]. También induce la degradacion selectiva de
proteinas mutadas involucradas en el desarrollo de tumores como v-Src, Ber-Abl y p53
[291].

A pesar de todas las ventajas que presenta la geldanamicina su uso como
farmaco se ve limitado al presentar una elevada hepatotoxicidad [292]. El desarrollo de
analogos como tanespimicina o alvespimicina, que poseen diferentes sustituyentes en la
posicién 17, puede ser la solucion al problema que presenta la geldanamicina, ya que

presentan las mismas caracteristicas con la ventaja de tener menor toxicidad [293].

17-AAG o tanespimicina, se presenta como un farmaco antitumoral [294]. Se ha
comprobado que 17-AAG puede detener el ciclo celular e inducir apoptosis mediante la
activacion caspasas en linfoma [295] glioblastoma [296] y en células miogénicas [297].
También se ha mostrado efectivo en terapias combinadas con quimioterapéuticos, como

doxorrubicina frente a cancer de mama HER+ [298], cisplatino frente al carcinoma de
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células escamosas esofagicas [299] o tipifarnib frente a leucemia monocitaria aguda
[300].

17-DMAG o alvespimicina se ha mostrado efectivo en los modelos preclinicos,
teniendo efectos terapéuticos en pacientes con tumores solidos, tumores solidos
avanzados o leucemia mieloide aguda [301]. Al igual que los otros inhibidores de
HSP90, 17-DMAG tiene accion antitumoral al inducir diferenciacion y apoptosis en la
leucemia linfoide aguda [302] y cancer de mama [303]. También se ha mostrado
efectivo en el cancer de pancreas al combinarlo con los quimioterapéuticos gemcitabina
y 5-fluoruracilo [304]. El 17-DMAG puede suprimir también el proceso inflamatorio al

interferir en la sefializacion a través de la via NF-xB [305].

HSP60 / HSP10

A pesar de que todas las actuaciones de los miembros de la familia HSP
anteriormente vistos estan destinadas a la atenuacién/inhibicion de la apoptosis, algunos
miembros como HSP60 y HSP10, pueden ejercer una regulacion tanto positiva como
negativa de la via intrinseca [306].

HSP10 forma un complejo en con HSP60 para regular la union del sustrato y la
actividad ATPasa de ésta Ultima. La mayoria de ellas (60-80%) se localizan en la

mitocondria, donde participan en el plegamiento de las proteinas mitocondriales [307].
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Figura 22: Interaccién entre HSP60 y Bax
Fuente: Gupta et al. [308] Journal of cellular and molecular medicine (2005).
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El papel de HSP60/HSP10 en la apoptosis no esta claro del todo. Por una parte,
puede desempefiar una accion pro-apoptotica al ejercer su funcion como chaperona,
promoviendo la activacion de caspasa-3 al formar un complejo multiproteico con ella
[309, 310].

Por contra, la sobreexpresion combinada de HSP60 y HSP10 ejerce una accién
citoprotectora que se asocia con una disminucion en la liberacion de citocromo c, la
actividad caspasa y la fragmentacion del ADN [311]. Parece ser que HSP60 actuaria de
manera similar a HSP70, es decir, reclutando y manteniendo a BAX en el citosol en una
conformacién inactiva, regulando asi su funcion (Figura 22). Ademas, la sobreexpresion
de HSP60 y HSP10 conduce a un aumento en los mecanismos antiapoptéticos

postranscripcionales via Bcl-2 y Bel-xL [308].

l. 3.6 AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS

Un agente quimioterapéutico o quimioterapico, es un compuesto quimico
utilizado para tratar el cancer, asignando el nombre de quimioterapia al tratamiento. Las
terapias habituales contemplan el uso de agentes citotoxicos o una combinacion de ellos
con el fin de mejorar la eficacia, aunque esto no siempre implica obtener los resultados

esperados pudiendo presentarse reacciones adversas.

Seria deseable conseguir una quimioterapia inteligente mediante el uso de
farmacos que tengan como diana exclusiva las células tumorales, sin que afecte a las
células sanas. Este método mejoraria la eficacia del tratamiento, la tolerancia y los
resultados [312].

5-FLUOROURACILO

El 5-fluorouracilo (5-FU) se incluye dentro de los farmacos antimetabolitos
antineoplasicos que inhibe o compite con un metabolito especifico en el tratamiento
del cancer. Heidelberger y colaboradores fueron los primeros en estudiar la actividad
biologica del 5-FU en tumores solidos a finales de la década de los cincuenta, siendo
uno de los primeros farmacos utilizados en oncologia debido a sus propiedades
citostaticas [313].
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El 5-FU es un analogo del uracilo que posee un atomo de flior en posicion 5
(Figura 23). El 5-FU puede convertirse en 5-fluoroxiuridina monofosfato (F-UMP) a
través de la enzima timidina quinasa, que puede reemplazar el uracilo e incorporarse al
ARN, inhibiendo su procesamiento y por tanto el crecimiento celular [314]. Otro
metabolito, el 5-5-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-O-monofosfato (F-dUMP), inhibe la
timidilato sintasa y provoca el agotamiento del trifosfato de timidina (TTP), nucleotido
esencial para la sintesis de ADN [315]. Otros metabolitos del 5-FU pueden incorporarse

tanto al ARN como al ADN, interfiriendo en las funciones de ambos [316].
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Figura 23. Estructura quimica de 5-FU.

El uso de 5-FU, ya sea en monoterapia 0 en terapias combinadas, altera la
correcta sintesis de proteinas, en particular proteinas estructurales del citoesqueleto y
HSP. La combinacion de 5-FU y doxorubicina con inhibidores de HSP90 potencia los
efectos terapéuticos en el cancer de pancreas [317]. También se ha visto que el perfil de
expresion de HSP27 esta estrechamente relacionado con la terapia combinada de 5-FU y

cisplatino en el adenocarcinoma esofagico [318].

CITARABINA

También conocida como arabinosido de citosina (AraC), es un antimetabolito

antineoplasico que inhibe especificamente la fase S del ciclo celular.

La citarabina fue sintetizada por Walwick, Roberts y Dekker en 1959, basandose
en el descubrimiento de Bergman y Feeney de los nucleodsidos espongouridina y
espongotimidina, procedentes de la esponja Cryptotethya cripta. No fue hasta 1968
cuando Ellison et al. [319] introdujo la citarabina en clinica para usarla como

tratamiento contra la leucemia.
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La citarabina es un analogo de la citidina, cuyo azlcar es arabinosa en lugar de
ribosa (Figura 24), siendo el primer farmaco utilizado contra el cancer que modifica el
azucar de los nucleosidos y no la base [320].

NH,
SN
HO | N/J\o
0
HO
OH

Figura 24. Estructura quimica de citarabina.

Dentro de la célula, la citarabina se transforma en citarabina-5-trifosfato (ara-
CTP) y compite con citidina por su incorporacion al ADN. Debido a que la arabinosa
dificulta estéricamente la rotacion de la molécula dentro del ADN, la sintesis del mismo
resulta inhibida durante la fase S del ciclo celular. Otro modo de actuacion de la
citarabina es inhibiendo enzimas como las polimerasas, tanto de ADN como de ARN, o

las nucledtido reductasas que resultan indispensables para la sintesis de ADN [321].

Se utiliza para el tratamiento de la leucemia mieloide aguda [322], leucemia
mieloide crénica [323], la leucemia meningea [324], la eritroleucemia [325] y los
linfomas no hodgkinianos [326]. No siendo muy (til en tumores solidos [327]. También
posee accion antiviral y puede utilizarse para el tratamiento de la infeccion por
herpesvirus generalizada sin embargo, al no ser selectiva puede causar supresion de la

médula 6sea y otros efectos secundarios graves [328].

ETOPOSIDO

Etoposido o VP-16, es una podofilina semisintética que contiene un residuo de
D-glucosa (Figura 25). Deriva de la podofilotoxina procedente de la mandragora

silvestre, Podophyllum peltatum. Se sintetizo por primera vez en 1966 [329].

El etoposido actla inhibiendo la enzima topoisomerasa Il. Una de las funciones
de esta enzima es cambiar el grado de superenrollamiento del ADN mediante el corte de

ambas hebras. Cuando el etopdsido se une a la topoisomerasa Il y al ADN se forma un
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complejo ternario estable que impide que los fragmentos de ADN vuelvan a unirse
[330]. Las células tumorales dependen de esta enzima en mayor medida que las células
no tumorales, ya que se dividen méas rapidamente, causando dafios en el ADN que

promueven la apoptosis de la célula tumoral [331].

Figura 25. Estructura quimica de etopdsido.

Se utiliza para el tratamiento de la leucemia mieloide aguda [332], leucemia
linfocitica aguda [333], cancer de pulmon [334], cancer de ovario [335] y cancer

testicular [336].

.4 MELATONINA

La melatonina o N-acetyl-5-metoxitriptamina es una hormona que deriva del
aminoéacido esencial triptofano y que estd presente en casi todos los seres vivos, desde
algas hasta humanos [337]. Fue descubierta en la década de los 50’s por Lerner et al.

[338], que la aislaron a partir de pinealocitos bovinos.

La melatonina es una indolamina de pequefio tamafio (~232.28 kDa) y de
naturaleza lipéfila (Figura 26). Es esencialmente secretada por la glandula pineal y cuya
concentracion muestra un patron de sintesis circadiano que se altera en caso de realizar
una pinealoctomia [339]. Aunque inicialmente su sintesis se atribuia exclusivamente a
la glandula pineal, su secrecion se realiza en tejidos como retina [340], células

enterocromafines del intestino [341], plaquetas sanguineas [342], células mononucleares
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de sangre periférica [343], células de medula 6sea [344], piel [345] o tejido ovarico
[346].

HO

NH>

l

Figura 26. Estructura quimica de la melatonina.

La ruta de biosintesis de la melatonina se inicia con el aminoécido L-triptéfano
procedente de la dieta, que se absorbe y distribuye por el torrente sanguineo. En la
glandula pineal, el L-triptéfano sufre una serie de transformaciones que dan lugar a la
serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT). La serotonina se acumula y aumenta su

concentracion en la pineal para dar finalmente melatonina [347].

La secrecion de melatonina al medio extracelular se asume que, dada su
naturaleza lipofila, ocurre mediante difusion simple a traves de la membrana de los
pinealocitos, pudiendo atravesar incluso la barrera hematoencefalica [348]. Un proceso
similar de secrecion se podria atribuir al resto de tejidos productores de melatonina, en
estos casos la accion que ejerce la melatonina queda limitada al entorno, pudiendo ser
autocrina, intracrina y paracrina [349, 350]. En sangre la melatonina se transporta unida
a la albumina [351].

Ademas de su produccién endogena, el consumo de alimentos ricos en su
precursor triptéfano induce un aumento de los niveles de melatonina en plasma
provocando la estimulacion de las funciones inmunologicas innatas, la viabilidad y
capacidad antioxidante en heterdfilos [352, 353] llegando ademas a mejorar el descanso

en tortola collariza [354].
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1.4. 1 MECANISMOS DE ACCION DE LA MELATONINA
Acciones dependientes de la union a receptores

Algunos de los efectos de la melatonina sobre la célula suceden por la union de
la melatonina a los receptores de alta afinidad acoplados a proteinas G. Puesto que estos
receptores estan localizados en la membrana plasmatica, los efectos de regulacion sobre
la célula acontecen mediante segundos mensajeros intracelulares como [Ca®];, GMPc,
diacilglicerol y proteina kinasa C o acido araquidénico [355, 356].

El receptor de membrana acoplado a proteina G MT1 fue clonado por primera
vez por Ebisawa y colaboradores [357], posteriormente se identificaron los receptores
MT2 y Mel 1c. MT2 se expresa en diferentes tejidos que MT1, y Mel 1c no ha sido
identificado en mamiferos [358]. La melatonina también puede unirse al receptor
huérfano RZRa, el cual tiene 6 isoformas y pertenece a la superfamilia de receptores del
acido retinoico RORal, RORa2, RZRa y RZRp [359]. Cuando la melatonina se une al
receptor huérfano se reprime la expresion del gen de la lipoxigenasa (LOX), enzima
implicada en la produccion de ERO en el citosol [360]. En contraste con los receptores
anteriores, existe un receptor de melatonina de baja afinidad identificado y nombrado
por Dubocovich en 1995, conocido como MT3, antiguo ML2 [361]. Inicialmente se
penso que este receptor estaba acoplado a proteina G, sin embargo estudios posteriores
lo identificaron como quinona reductasa 11 [362].

Los receptores se distribuyen por diversos tejidos del cuerpo humano como
cerebro [363], intestino [364], ovarios [365] y vasos sanguineos [366]. Los receptores
neuronales del nacleo supraquiasmatico y del hipotalamo participan en la regulacion el
ciclo circadiano [367], en tanto que los receptores ubicados en tejidos periféricos estan
involucrados en la regulacién de la funcién cardiovascular y de la temperatura corporal
[368].

Acciones independientes de la union a receptores

Adicionalmente, la melatonina realiza funciones independientes de sus

receptores, mediante su interaccion directa con otras sustancias. Entre los compuestos
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que pueden unirse a la indolamina estan la calmodulina y la calreticulina, proteinas que
modulan la actividad del Ca?* [369]. La melatonina también actda en la regulacion de
algunas proteinas quinasas y otras enzimas como la enzima Oxido nitrico sintasa
neuronal [370] o del citoesqueleto [371], aunque en la regulacién del citoesqueleto se

ven también implicados los receptores de membrana [372].

Otra de las funciones de vital importancia es la capacidad que tiene la
melatonina de capturar radicales libre nocivos y eliminarlos [373]. Esta accion
antioxidante la realiza a través de la cesion de electrones al compuesto oxidante, tan
solo es necesario la proximidad de ambos compuestos antes de que se produzca el dafio
a las moléculas vecinas. Moléculas tales como ADN nuclear, proteinas y lipidos son
protegidas del estrés oxidativo gracias a la ubicuidad de esta indolamina. Se ha visto
que es capaz de neutralizar radical hidroxilo (OH), anién peroxinitrito (ONOQ), el
oxigeno singlete (*0.), radical superéxido (O -), peréxido de hidrégeno (H,0,), 6xido
nitrico (NO) y acido hipocloroso (HCIO). Asimismo, ciertos metabolitos generados de
la actuacion de este indol como 3-hidroximelatonina ciclica, AFMK y AMK, tienen
capacidad para interaccionar con los radicales libres, ya que conservan alta capacidad

antioxidante y secuestradora [374].

Ademas de este efecto antioxidante directo, puede regular los niveles de ‘NO de
forma indirecta a través de su produccion. Dicha sintesis se ve afectada por la inhibicién
de la actividad de la enzima &xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) debido a la
interaccion de la melatonina con el complejo calcio-calmodulina [375]. Uno de sus
derivados, AMK, puede inhibir igualmente la actividad nNOS, lo que sugiere que los
efectos de la melatonina sobre nNOS tienen lugar, al menos en parte, a través de sus
metabolitos [375]. Paralelamente, la melatonina inhibe la expresion y actividad de la
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la 0xido nitrico sintasa mitocondrial (mtNOS)
[376]. La LOX es otra enzima prooxidante en cuya regulacion participa la melatonina.
Tanto a nivel farmacoldgico como fisioldgico, la melatonina inhibe la accion de LOX

disminuyendo la produccion de especies reactivas [377].

Por otro lado, se ha demostrado que la melatonina, tanto a dosis fisioldgicas (nM
y pM) como farmacologicas (UM y mM), incrementa la expresion de genes y actividad

de las enzimas que constituyen el sistema antioxidante de la célula tales como
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superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px), glutation
reductasa (GSH-Rd) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) [378]. Glutation
(GSH) es una molécula antioxidante que desempefia un papel fundamental en el control
del estado redox de la célula. GSH se oxida para neutralizar un oxidante potencialmente
toxico generando disulfuro de glutation (GSSG). La relacion GSH/GSSG se utiliza para
medir el estado redox de la célula, o en otras palabras, para medir el estrés oxidativo de
la misma. Puesto que la melatonina estimula en la actividad GSH-Px y GSH-Rd, tiene
gran influencia sobre el metabolismo de GSH en beneficio de su reciclaje cuando es
oxidado a GSSG y manteniendo el equilibrio GSH/GSSG. No obstante, se sabe que
también la melatonina promueve la sintesis de novo de glutation mediante la
estimulacion de la enzima responsable de su sintesis [379]. De modo que mediante el
incremento de la expresion y la actividad de dichas enzimas, la melatonina reduce el

numero de ERO protegiendo la célula frente al estrés oxidativo y sus consecuencias.

Evidencias experimentales de nuestro grupo de investigacion indican que esta
indolamina potencia la capacidad antioxidante de heterdfilos de la tdrtola collariza tras
la administracion tanto de melatonina como de triptéfano, especialmente en individuos
ancianos que en condiciones de normales muestran niveles muy bajos de melatonina
circulante. Por lo tanto, la melatonina y su precursor podrian formar parte de
tratamientos frente a enfermedades o procesos que conlleven un excesivo dafio
oxidativo [380].

1.4.2 MELATONINA'Y HSP

La melatonina estimula la sintesis de dos de las principales HSP con accion
antiapoptética, HSP27 y HSP90, en células de carcinoma pancreatico humano (PANC-
1) [381]. La melatonina disminuye la apoptosis inducida por estrés térmico a 43 °C
durante 30 minutos en células HL-60, a través del receptor MT2 y de la activacion de
HSP27 [382].

La melatonina puede modular la expresion de HSP70 y HSP90 en hepatocitos
expuestos a H,O,, lo que les permite ser tolerantes al estrés y aumentar su supervivencia
al alterar las funciones de ERK, Akt, y NF«kB en las vias de transduccion de sefiales

[383]. Asimismo, la melatonina aumentod la expresion de HSP90 a través del receptor
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MT1 en celulas espermaticas sometidas a procesos de congelacion/descongelacion,

aumentando asi la viabilidad de esperma descongelado [384].

1.4. 3 MELATONINA'Y APOPTOSIS

La melatonina tiene una naturaleza altamente lipofilica que le permite cruzar las
membranas celulares facilmente y alcanzar cualquier compartimento subcelular,
incluyendo la mitocondria. Cabe destacar el hecho de que esta molécula tenga alta
afinidad y se acumule en altas concentraciones en este compartimento celular [385].

Se han localizado dos sitios de unién en la mitocondria, uno de ellos de baja
afinidad y asociado a la inhibicion del PPTm, efecto que hace pensar que la melatonina
previene la apoptosis. El otro sitio de unién presenta alta afinidad y se localiza en el
complejo I, uno de los puntos principales de liberacion de electrones [386]. Ademas, la
melatonina modula el flujo de electrones en el complejo 1V, salvaguardando el potencial
de membrana e incrementando la produccién de ATP, incluso puede interactuar con las
bicapas lipidicas estabilizando la membrana mitocondrial interna, efecto que junto con
las interacciones con los complejos | y IV podrian explicar, la mejora de la eficiencia de
la cadena de transporte de electrones [387]. Todo ello hace que se produzcan un menor
namero de ERO, protegiendo a la célula de posibles dafios oxidativos en lipidos,
proteinas y ADN que podrian iniciar los procesos apoptéticos en la célula, tanto
activando caspasas, como causando fragmentacién de ADN mediante DNasas.

Por otro lado, la disfuncion mitocondrial conduce a la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial, disminucion de la produccién de ATP e iniciacién de procesos
apoptéticos, incluida la apertura del PPTm que confiere a la membrana externa la
permeabilidad necesaria para la salida de factores proapoptoticos. En este sentido,
cuando la cardiolipina, anclada a la membrana interna mitocondrial, sufre peroxidacién
rompe la unién al citocromo c, el cual, en condiciones de permeabilidad de la membrana
externa, puede liberarse al citosol induciendo la activacion de caspasas y asi iniciar la
apoptosis intrinseca. Dafos irreparables por estrés oxidativos en el ADN harian que el
factor de transcripcion p53 activase la transcripcién de genes que codifican para
proteinas pro-apoptéticas como NOXA, PUMA o BAX [388].
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Estudios realizados por nuestro grupo de investigacion han demostrado que la
melatonina retrasa la apoptosis inducida por estrés reticular debido a incrementos en la
concentracion de calcio citosélico ([Ca?*].). Se sabe que los incrementos en la [Ca?*].
tiene una repercusion directa sobre la [Ca®*] mitocondrial, es posible que el papel
protector desempefiado de la indolamina sea a nivel mitocondrial en neutrofilos y
linfocitos humanos [389]. Adicionalmente, cuando leucocitos humanos tratados con
movilizadores de calcio se preincubaron con melatonina, los eventos apoptéticos que
acompafian el aumento de [Ca**]., como la activacién de Bax, liberacién de citocromo ¢
y la consecuente activacion de las caspasas -9 y -3, fueron revertidos, observandose una
recuperacion de la viabilidad celular con respecto a aquellos leucocitos que no fueron

preincubados con melatonina [390].

Por otra parte, diferentes estudios experimentales ponen de manifiesto que la
melatonina es capaz de aumentar la sefializacion de las rutas de supervivencia de la
celula, como la expresion de sirtuina 1 y NF-xB, ademas el factor antiapoptoético Bcl-xL
o la acetilacion de p53, hechos que se vieron aumentados tras el tratamiento con

melatonina [391].

Durante el tratamiento contra el cancer, la aplicacién de la mayoria de agentes
quimioterapéuticos o radiacion terapéutica inducen un aumento de la produccion de
ERO, con el consecuente dafio celular y tisular. Esta ampliamente documentado que la
melatonina puede proteger a las células sanas contra los efectos nocivos de estas
terapias [392]. De manera que, la administracion de quimioterapéuticos combinados con
melatonina se considerara en ocasiones para atenuar los efectos secundarios de dicho

tratamiento.

Efectos apoptoticos de la melatonina en células tumorales

Durante la primera parte del siglo XX Engel y Bergmann [393, 394], asi como
Hofstétter [395] realizaron estudios pioneros tanto experimentales como clinicos sobre
la capacidad antineoplésica de la glandula pineal bovina. Posteriormente Lapin en los
afios setenta llevd a cabo importantes estudios experimentales. Fue ella quien organizo
el primer workshop internacional que relacionaba la glandula pineal y el cancer. Alli,

gracias a los resultados procedentes de diferentes autores se pudo concluir que el papel
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del indol melatonina era muy importante con respecto a la incidencia del desarrollo de
tumores [396]. Una conclusidn central de los estudios de Lapin fue que la pinealectomia
estimula el crecimiento del tumor primario y la formacion de metéstasis lo que conduce
a un descenso de supervivencia [397]. Tal hallazgo concordaba con las observaciones
de otros investigadores, incluso con las de Bindoni [398] quien observd que la
pinealectomia estimula la division celular de los tejidos normales. Sin embargo, los
mecanismos por los que la melatonina inhibe el crecimiento tumoral o induce apoptosis
en células tumorales se desconoce aun. Evidencias experimentales recientes han
mostrado que el papel que desempefia la melatonina es de suma relevancia, ya que se ha
observado que los pacientes con cancer presentan niveles reducidos de melatonina en
sangre [399].

El crecimiento tumoral es considerado como el desbalance entre la proliferacion
y la muerte celular. De este modo, tanto la modulacion del ciclo celular como la
induccién de la apoptosis son dos factores a tener en cuenta en el control del
crecimiento del tumor [400]. En contraste con la capacidad antiapoptética en células no
tumorales, la melatonina tiene un comportamiento muy diferente en células cancerosas,
debido a que la melatonina induce apoptosis en una amplia variedad de células

tumorales a través de diferentes mecanismos de sefializacion celular [401].

El tratamiento con melatonina de la linea celular leucémica HL-60 provoca un
arresto del ciclo celular de G1 a S a favor del aumento de la fase hipodiploide. Un
aumento de la proteina pro-apoptética Bax y disminucién de la anti-apoptética Bcel-2
causa la permeabilizacion de la mitocondria, favoreciendo asi el inicio de la apoptosis
intrinseca. Los eventos apoptdticos acontecidos no parecen estar mediados por los
receptores MT1/2 acoplados a proteina G [402].

La melatonina puede inhibir el crecimiento tumoral al promover la apoptosis via
proteinas MAPK en la linea celular de cancer de préstata LNCaP. El tratamiento con el
indol activa a JNK y p38 kinasa, mientras que la kinasa regulada por sefales
extracelulares, ERK, no mostré variaciones frente al tratamiento [403]. Similares
resultados se obtuvieron en hepatocarcinoma HepG2, donde la melatonina produjo un

arresto del ciclo celular mediado por la activacion de JNK 1, 2 y 3 y p38. El tratamiento



Introduccién

implica ademas, la activacion de la expresion de p53 sensible a dafio en el ADN, que a

su vez activa a p21 inhibiendo a CDK y parando la progresion del ciclo celular [404].

La melatonina puede ejercer un efecto oncostatico a través de los receptores
MT1/2, comportandose como un Modulador Selectivo de Receptor de Estrégenos
(SERM). En este caso se inhibe la expresion del gen que codifica para el receptor de
estrogenos o (REa), responsable de la proliferacion de este tipo de tumores. Las
propiedades antiestrogénicas de la indolamina le confieren a esta molécula efecto
oncostatico en aquellos tumores estrégeno-dependientes, tales como cancer de mama,

ovario o Utero [405].

Otro mecanismo que intenta explicar la accion antiestrogénica de la melatonina
tiene en cuenta que la melatonina se une a la calmodulina e inactiva el complejo
calmodulina/Ca®*. La calmodulina actta como modulador de la actividad
transcripcional de REa, pero no de REP, de manera que la sensibilidad a la melatonina
depende de la cantidad de RE que se exprese [406, 400].

Del mismo modo que la mitocondria es considerada por la melatonina como
diana de sus acciones de supervivencia, es también una diana para la melatonina a la
hora de inducir la muerte en células tumorales. Diferentes grupos de investigacion
concluyen que la melatonina provoca en la mitocondria perdida del potencial de
membrana, generacion de especies reactivas de oxigeno, permeabilizacion de membrana
y salida de factores proapoptéticos mitocondriales. Estudios desarrollados en la linea
celular de cancer de mama MCF-7, demuestran que el indol provoca un
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa regulado por la accion de sus receptores
de membrana acoplados a proteina G [407]. Experimentos realizados en la linea celular
linfoblatica RAMOS-1 indicaron que el tratamiento con melatonina induce activacién
de la via apoptética dependiente de mitocondria mediante la despolarizacion de
membrana mitocondrial, liberacion de citocromo ¢ y disminucion de Bcl-2 y posterior
activacion de caspasa-3 y fragmentacion de ADN [408]. Estudios en la linea de
pancreatoma AR42J indican que los efectos nocivos de la melatonina se deben a un
aumento de la [Ca*'] tanto citos6lico como mitocondrial, activando asf la caspasa-3 de

manera Ca**-dependiente [409].
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El papel prooxidante de la melatonina en células tumorales esta abalado por
varios estudios. En células de hepatocarcinoma HepG2 se ha visto que la melatonina
tiene un comportamiento dual dosis-tiempo dependiente. Asi, a tiempos cortos y bajas
concentraciones ejerce una accion antioxidante y por contra, tratamientos largos con
altas concentraciones actla de manera prooxidante, favoreciendo la generacion de ERO,
deplecion de GSH y descenso de viabilidad [410]. Se ha demostrado que esta
indolamina tiene una actividad prooxidante y disminuye los niveles de GSH vy, por
tanto, aumenta las ERO en células leucémicas [411]. Sin embargo, en células
leucémicas U-937, se ha observado que aunque la existe deplecién de GSH, no existe

modificacion de la actividad glutation peroxidasa [412].

Ensayos realizados en células de glioma indican que la melatonina sensibiliza
estas células a la apoptosis inducida por TRAIL, este efecto parece estar mediado por la
activacion de PKC y desactivacion de Akt. Se conoce ampliamente que los receptores
TRAIL activados por TNFa reclutan dominios FADD y estos a su vez activan caspasa-
8, estos resultados podrian explicar la activacion de la caspasa-8 en células de
hepatocarcionoma HepG2, puesto que descartaron un aumento de la expresion de Fas-L
[413].

Sin embargo, no todos los estudios realizados apoyan los efectos proapoptoticos
de la melatonina en células tumorales. Existen algunos, que aunque minoritarios,
discrepan de manera parcial o total en la capacidad del indol para inducir apoptosis en
células tumorales o inhibicion del crecimiento tumoral. ElI grupo de Ghibelli en
diferentes ocasiones sostiene que la melatonina induce ERO en células tumorales tales
como U-937, linfoma de Burkitt BL-41 y astrocitoma, pero en ningln caso presentando
efectos tdxicos, sino por el contrario, aumentando la resistencia a la muerte celular
[414]. De igual modo, Pirozhok asegura que la melatonina no juega un papel
prominente en el crecimiento de lineas celulares de cancer de prostata [415], mientras
que Cos afirma que la melatonina reduce la proliferacion de células tumorales
mamarias, pero no existe una clara induccion de apoptosis [416]. Asi mismo,
Chetsawang describié como la melatonina preserva las células de neroblastoma de la

linea SH-SY5Y de la muerte inducida por peroxido de hidrégeno [417].
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1.4. 4 MELATONINAY AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS

Diversos estudios han destacado el caracter pleitropico de la melatonina como
molécula reguladora de numerosos procesos fisioldgicos mediante su implicacion en
diferentes mecanismos moleculares. Sin duda, una de las particularidades mas
interesantes de esta molécula es su carécter discriminatorio frente a células sanas y
células tumorales, actuando como agente citoestatico y citotdxico sobre estas ultimas.
Por si misma, la melatonina disminuye la incidencia de tumores y limita su crecimiento
in vivo al inhibir la proliferacion de las células tumorales e interferir en el
comportamiento metastasico [418, 419], tal como revelan estudios en lineas celulares de
cancer de mama [420] y modelos animales [421] sin apenas producir efectos adversos
[422].

Los efectos inhibitorios de la melatonina se han descrito para numerosos tipos de
cancer, como el cancer de mama [423], el cancer gastrico [424], el carcinoma de ovario
[425], el carcinoma ductal pancreético [426], leucemia [427] y el carcinoma pulmonar
[428]. En la mayoria de ellos los resultados son positivos tanto en condiciones
experimentales in vitro e in vivo [418]. Los resultados surgidos en los ultimos afos
también sugieren que la melatonina, ya sea sola o junto con la quimioterapia en
pacientes con cancer diagnosticados con tumores solidos avanzados, ademéas de mejorar
los resultados de la regresion del cancer y la esperanza de vida, ayuda a los pacientes a

tolerar mejor la quimioterapia [429].

La terapia combinada de melatonina con agentes quimioterapéuticos refuerza la
citotoxicidad y la apoptosis estimulada por estos agentes. Asi, se ha visto que en
estudios donde se aplico la terapia combinada de melatonina y el agente
quimioterapéutico etoposido (VP-16) no solo inhibe el crecimiento de las células
tumorales de hepatocarcinoma en comparacién con la monoterapia, sino que ademas
reduce la toxicidad provocada por el agente quimioterapéutico; pudiendo considerar la
melatonina como potencial tratamiento adyuvante para la quimioterapia y la
radioterapia [430, 431].

Otro ejemplo es el tratamiento con citarabina, donde su uso combinado con la

melatonina en ratas redujo su toxicidad y minimizé el dafio producido en médula 6sea,
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mejorando los recuentos de todos los tipos celulares en sangre periférica asi como el

porcentaje de proteinas totales séricas [432].

El efecto potenciador resultante de la combinacion de la melatonina con agentes
quimioterapéuticos ha sido estudiado por nuestro grupo de investigacion. En concreto,
ha observado que el tratamiento de 5-fluorouracilo, cisplatino, y doxorubicina junto con
melatonina favorecen la citotoxicidad y la apoptosis inducida por los agentes
quimioterapéuticos en la linea celular AR42J de tumor pancreético de rata [433].
Asimismo, el tratamiento de 5-fluorouracilo y cisplatino combinados con melatonina,
lograron promover acciones citotoxicas y apoptoticas mediadas por la transduccion de
sefiales provocada por la estimulacion del receptor MT3, en las lineas celulares HT-29
de adenocarcinoma de colon y HelLa de cancer cervical [434]. Por otro lado, los
hallazgos sobre el efecto quimiosensibilizante in vitro de la melatonina junto con
cisplatino en las neoplasias malignas del tracto genital femenino parecen ser bastante
consistentes, lo que sugiere que la indolamina podria aplicarse potencialmente como un
agente coadyuvante para mejorar el efecto de la quimioterapia [435, 436]. En resumen,
nuestros resultados indican gque la melatonina utilizada in vitro potencia la toxicidad e
incrementa la muerte de las células tumorales, pudiendo considerarse como un potente
agente sinérgico que proporciona un tratamiento eficaz frente al cancer cuando se

combina con los agentes quimioterapéuticos clasicos.

La melatonina es una hormona con accién anticancerigena efectiva en la
prevencion y el tratamiento de diversos tipos cancer. Aun asi, hay que considerar que no
todos los estudios realizados hasta la fecha apuntan a la melatonina como una molécula
que mejore la esperanza de vida y reduzca los efectos adversos de la quimioterapia
[437, 438]. Se ha visto que en pacientes con cancer avanzado de pulmon o
gastrointestinal la melatonina no mostrd ningun efecto beneficioso, por lo que su valor
como adyuvante sigue siendo dudoso [437]. Aunque muchos de los resultados
preliminares y la seguridad de la melatonina hacen considerar a esta hormona como una
posible terapia combinada en el tratamiento contra el cancer, los datos de los que se
disponen en la actualidad son limitados y los obtenidos en humanos practicamente

inexistentes, por lo que se requiere de investigaciones adicionales [439].
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Objetivos

A pesar de los estudios y los avances en el disefio de nuevas terapias, el
desarrollo de quimioresistencia por parte de las células tumorales sigue siendo una
materia pendiente. Las HSP dentro de la célula desempefian un papel esencial en la
proteccién conformacional y funcional de las proteinas celulares. Sin embargo, en
células tumorales confieren una sobre-tolerancia a estrés, suponiendo un frente de
resistencia a superar. Las terapias combinadas suponen una ventaja en el tratamiento del
cancer frente a las monoterapias, ya que combinan diversas estrategias moleculares para
inducir apoptosis en la célula tumoral. Por ello, el OBJETIVO PRINCIPAL de esta
Tesis Doctoral es estudiar las terapias combinadas antileucémicas basadas en las

proteinas HSP como diana principal.

Para abordar este objetivo hemos dividido este trabajo en 3 OBJETIVOS
PARTICULARES:

1. Estudiar la implicacion de las proteinas de choque térmico HSP70 y HSP90 en
la resistencia a la hipertermia de las células de leucemia monocitaria aguda U-
937.

2. Investigar las posibles acciones de la hipertermia cuando se utiliza en
tratamientos combinados con agentes antileucémicos cuyos mecanismos de

accion estén basados en la induccion de estrés oxidativo y/o dafio en el ADN.

3. Esclarecer el papel de las proteinas de choque térmico HSP70 y HSP90 en las
terapias combinadas de melatonina y agentes quimioterapéuticos en células de

leucemia monocitaria aguda U-937.
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Materiales y Métodos

I11.1 LISTA DE REACTIVOS

I11.1. 1 LINEA CELULAR, MEDIOS DE CULTIVO Y SUPLEMENTOS

— Linea celular de Leucemia Monocitaria Aguda U-937 (European Collection
of Cell Cultures - ECACC - ; Salisbury, Reino Unido).

— Medio RPMI-1640 (Lonza Ibérica S.A.U.; Barcelona, Espafia).

— Albumina de suero bovino (Lonza Ibérica S.A.U.; Barcelona, Espafia).

— Estreptomicina/Penicilina (Lonza Ibérica S.A.U.; Barcelona, Espafia).

— L-Glutamina (Lonza Ibérica S.A.U.; Barcelona, Espafia).

111.1. 2 TRATAMIENTOS

— Geldanamicina o GA (Enzo; Barcelona, Espafia).

— Tanespimicina o 17-AAG (Enzo; Barcelona, Espafia).

— Pifithrin-p o P-p (Enzo; Barcelona, Esparia).

— Perdxido de hidrégeno (Sigma Aldrich S.A.; Madrid, Espafia).
— Melatonina (Sigma Aldrich S.A.; Madrid, Espafia)

— 5-fluorouracilo (Sigma Aldrich S.A.; Madrid, Espafia).

— Citarabina (Sigma Aldrich S.A.; Madrid, Espafia).

— Etoposido o0 VP-16 (Sigma Aldrich S.A.; Madrid, Espafia).

111.1. 3 ANTICUERPOS

— B-actina: anti-mouse, dilucion 1:1000 (Cell Signaling Technology; Leiden,
Holanda).

— HSP70: anti-mouse, dilucion 1:250 (Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz,
California).

— HSP90 o/f: anti-mouse, dilucion 1:500 (Santa Cruz Biotechnology; Santa
Cruz, California).

— HSP27: anti-mouse, dilucion 1:1000 (Cell Signaling Technology; Leiden,
Holanda).

— HSF-1: anti-rabbit, dilucién 1:1000 (Cell Signaling Technology; Leiden,
Holanda).
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— Caspasa-3: anti-rabbit, diluciéon 1:1000 (Cell Signaling Technology; Leiden,
Holanda)

— Caspasa-3 clivada: anti-rabbit, dilucion 1:250 (Cell Signaling Technology;
Leiden, Holanda).

— Caspasa-8: anti-mouse, dilucion 1:250 (Cell Signaling Technology; Leiden,
Holanda).

— Caspasa-9: anti-mouse, dilucion 1:250 (Cell Signaling Technology; Leiden,
Holanda).

— Anti-rabbit, dilucion 1:1000 y 1:5000 (GE Healthcare, little Chalfont, UK).

— Anti-mouse, dilucion 1:1000 y 1:5000 (GE Healthcare, little Chalfont, UK).

I11.1. 4 OTROS REACTIVOS

— Acido etilendiaminotetraacético (EDTA; Sigma Aldrich S.A., Madrid,
Espafia).

— Albumina de suero bovino (BSA) (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia).

— Azida sddica (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafa).

— Azul Tripano o Trypan Blue (Sigma Aldrich S.A.; Madrid, Espafa).

— Azul-bromofenol (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia).

— Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol o MTT (Sigma
Aldrich S.A.; Madrid, Espafia).

— Chaps (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia).

— Cloruro potésico (KCI; Panreac, Castellar del Vallés, Espafia).

— Cloruro sodico (NaCl; Panreac, Castellar del Vallés (Barcelona), Espafia).

— Dimetilsulfoxido o DMSO, (Panreac; Barcelona, Espafia).

— DL-ditiotreitol (DTT; Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafa).

— Fosfato potasico monobasico (KH,PO,; Panreac, Castellar del Vallés
(Barcelona), Esparia).

— Fosfato sodico (Na;HPOy; Panreac, Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia).

— Glicerol (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia).

— Glicina (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espaia).

— HEPES (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia).

— Hoechst 33342 (Life Technologies S.A.; Eugene, USA).
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— MES (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia).

— Mini-PROTEAN precastgels (Bio-Rad, Barcelona, Espafria).

— Nonidet-P40 (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)

— Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (ThermoFisherScientific,
Rockford, EEUU).

— Reactivo Bradford (Bio-Rad, Barcelona, Espaia).

— Sacarosa (Sigma AldrichS.A., Madrid, Espafia)

— Tampon de electroforesis - TGS (Bio-Rad, Barcelona, Espafia).

— Tampon de transferencia - TG (Bio-Rad, Barcelona, Espafia).

— Tris/HCI (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia).

— Tritdn (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafa).

— Trizma-base (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafa).

— Tween 20 (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia).

111.2 CULTIVO DE CELULAS U-937

La linea de células de leucemia monocitaria aguda U-937 se cultivd en medio
RPMI-1640 suplementado con un 10% de suero bovino fetal (FBS), 2 mM de L-
glutamina y 100 U/mL de antibiotico estreptomicina/penicilina a 37 °C y en atmdsfera
himeda con 5% de CO; y 95% de O, (Memmert, ICO). El cultivo se hacia crecer en
suspension de manera exponencial en flask con tapén ventilado de 25 cm? con una
concentracion celular entre 0,1 x 10° y 1 x 10° células/mL, revisando que su tiempo de

duplicacion, caracteristico de este tipo celular, fuera de 24 horas.

El pasaje celular se realizaba en condiciones de esterilidad en una campana de
flujo laminar (CYTOSTAR Telstar; Terrassa, Espafia). La concentracion celular de
trabajo se ajusté a 1 x 10° células/mL, controlando su densidad mediante recuento en
camara de Neubauer. La mortalidad de las células se analiz6 mediante la exclusion de
azul tripano. Sélo se considerd6 una mortalidad inferior al 5% como apta para la

realizacion de los experimentos.
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111.3 METODOLOGIA

111.3. 1 INDUCCION DE ESTRES TERMICO

Los cultivos celulares, control o pretratados, se sometian a 1 hora de estrés
térmico a 42 °C en flask de poliestireno, y sumergiéndolos en un bafio de agua
termostatizado hasta cubrir el nivel del cultivo (Figura 27). Al finalizar, se extraian las
alicuotas necesarias de cada tipo de muestra durante un periodo post-estrés de

recuperacion de 1, 2, 4 y 6 horas a 37 °C (Figura 28).

Figura 27. Induccion de estrés térmico a los cultivos celulares

ESTRES TERMICO RECUPERACION
Condiciones T=0 T=1 T=2 T=4 T=6
pre-estrés Tha42°C Tha3d7°C 2ha37°C 4had7°C 6ha37°C
v :
Muestra v
Muestra v
Muestra v
Muestra v :
Muestra v
Muestra

Figura 28. Esquema experimental de induccion de estrés térmico
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111.3. 2 INDUCCION DE ESTRES OXIDATIVO

Para la induccion de estrés oxidativo se utilizo peroxido de hidrégeno. Se partio
de un stock inicial comercial de peroxido de hidrogeno con una concentracion 8 M
para obtener las concentraciones de 1 puM, 10 pM, 100 pM, 500 pM y 1 mM vy se
determind la viabilidad celular tras 1, 2, 4 y 24 horas de incubacién con cada una de
las concentraciones ensayadas. Una vez estudiado el efecto dosis/tiempo dependiente

se eligid la concentracion de 500 UM con un periodo de incubacién de 6 horas.

Los cultivos celulares se sometieron a 6 horas de estrés oxidativo con 500 uM
de H,O, en flask de poliestireno en un incubador a 37 °C y 5% de CO,. A
continuacidn, se estudié el efecto de dicho estrés sobre la funcionalidad de las HSP

durante un periodo post-estrés de recuperacion de 1, 2, 4 y 24 horas (Figura 29).

ESTRES RECUPERACION
OXIDATIVO
Condiciones T=0 T=1 T=2 T=4 T=24
pre-estrés 6 h con H202 1had7°C 2ha37°C 4hagd7°C 24ha37°C
i H
Muestra v :
Muestra v :
Muestra v
Muestra v
Muestra v
Muestra

Figura 29. Esquema experimental de induccién de estrés oxidativo

111.3. 3 TRATAMIENTO CON INHIBIDORES DE HSP

Los cultivos celulares se incubaron durante 24 horas a concentraciones de 100
y 500 nM con geldanamicina (GA) o tanespimicina (17-AAG), inhibidores de HSP90.
Pifithrin-p (P-p), inhibidor de HSP70, se incubo durante 24 horas a concentraciones de
1y 5 puM. Finalmente, se establecieron las siguientes condiciones experimentales:
concentracion de 500 nM y 24 horas de incubacion para geldanamicina vy

tanespimicina; y, concentracion de 1 uM y 24 horas de incubacion para pifithrin-.
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111.3. 4 TRATAMIENTO CON MELATONINA

Los cultivos celulares se incubaron con melatonina (Mel) durante 24 horas a una
concentracion de 1 mM, en presencia o ausencia de los inhibidores de HSP70 y HSP90
y/o los agentes quimioterapéuticos citarabina, etoposido y 5-fluoruracilo.

111.3. 5 TRATAMIENTO CON AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS

Los cultivos celulares se preincubaron con los agentes quimioterapéuticos
citarabina (50 uM), etoposido (50 puM) y 5-fluorouracilo (1 mM) durante 6 horas a 37
°C en presencia o ausencia de los inhibidores de HSP70 y HSP90 y/o melatonina a las

dosis y tiempos anteriormente indicados.

111.3. 6 RECUENTO CELULAR

La proliferacion celular se estudié mediante contaje celular con camara de
Neubauer en microscopio invertido, el recuento se realizd al objetivo de 20x.
Adicionalmente se comprobo la supervivencia celular mediante tincion con azul tripano,
una mortalidad inferior al 5% se consideraba como apta para la realizacion de los

experimentos.

111.3. 7 ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se determina mediante la técnica del bromuro de dimetil-
tiazolil-tetrazolio (MTT), basada en la capacidad de las células viables en reducir el
grupo tetrazolio del MTT por la accién de la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa, a un compuesto de color azul (formazéan). La reduccion enzimatica de
la sal de tetrazolio ocurre sélo en células activas metabolicamente, pero no en células
muertas, siendo por tanto un indicador de la funcionalidad mitocondrial. La cantidad de

células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido.

Las células se distribuyeron en eppendorfs 250 pL de la suspesion celular de
cada tipo de muestra, siendo la concentracién del control de 10° células/mL
aproximadamente. Posteriormente se adicionaron 300 pL de una solucion que contenia
50 pL del sustrato MTT ([stock] = 5 mg/mL) y 250 puL de medio RPMI-1640 sin
suplementar, a continuacion, se incubaron durante 1 hora a 37° C y oscuridad.

Transcurrido este tiempo, se centrifugaron las muestras a 150 g durante 5 minutos.
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Posteriormente se retir6 el sobrenadante mediante aspiracion, y el pellet se resuspendid
en 300 pL de DMSO para disolver los cristales de formazén. Por ultimo, se transfirieron
150 pL de cada tratamiento a una placa de 96 pocillos de poliestireno (Greiner Bio-
One) para su lectura en el lector de placa (Figura 30). La densidad Optica se cuantificd
en un lector de placas automatico (NanoQuant Infinite M200; Tecan, Austria), a 530
nm, usando 630 nm como longitud de onda de referencia. Los datos obtenidos se
presentan como  incrementos normalizados con  respecto al  control

(experimento/control).

606660 COOYTT WO
68888006009 ¢0
665685686068 99
6008808588899

Figura 30. Lector de placas y placa conteniendo las muestras para el estudio de viabilidad celular

111.3. 8 ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA APOPTOTICA

La morfologia apoptotica se estudié mediante la sonda fluorescente Hoechst
33342. Por su comportamiento lipéfilo, este compuesto puede atravesar facilmente
las membranas y unirse al ADN, permitiendo visualizar nacleos y mitocondrias. El
Hoechst 33342 se excita por luz ultravioleta con una longitud de onda de 350 nm y
emite fluorescencia azul/cian con un maximo de emision de 461 nm. Cuando el
fluor6geno se une a la cromatina nuclear permite ver si el nucleo tiene morfologia
apoptotica, en cuyo caso se aprecia un nuacleo multilobular caracteristico al

microscopio de fluorescencia.

Para su determinacion, se depositaron 50 puL de suspension celular de cada tipo

de muestra en una placa de poliestireno de 96 pocillos (Greiner Bio-One). A
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continuacion, se afiadio 1 uL/pocillo de Hoechst 33342 a la suspension celular y se
dej6 incubar durante 20 - 30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad,
posteriormente se realizO el contaje celular en microscopio invertido de
epifluorescencia (Eclipse TS 100, Nikon; Barcelona, Espafia) con el filtro azul/cian
(Figura 31). Los valores se expresan como porcentajes de células que contienen
nacleos con morfologia apoptotica de 300 células mediante el contaje en diferentes

campos seleccionados al azar.

Figura 31. Microscopio invertido y campo con muestra para el estudio de la morfologia apoptética.

111.3. 9 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

La cuantificacion de proteinas totales con el reactivo de Bradford se basa en la
unién de las mismas a un colorante, el Azul de Coomassie. Las proteinas van a unirse al
colorante en medio &cido, generando un complejo proteina-colorante y produciéndose
un viraje de color de marrén a azul, siendo proporcional la intensidad de color a la

concentracion de proteinas.

La cantidad de proteina total se utiliz6 como referencia en la determinacién de la
actividad caspasa y la cuantificacion de proteinas especificas mediante western blotting.
Se depositaron 5 pL/pocillo de cada muestra en placa de 96 pocillos (GreinerBio-One)
sobre los cuales se adicionaron 100 pL del reactivo Bradford. Las mediciones de
absorbancia se realizaron en un lector de placas (Infinite M200; Tecan, Austria) a una
longitud de onda de 595 nm. La absorbancia de cada muestra es directamente

proporcional a la cantidad de proteina presente en ellas, estimandose mediante una
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curva de referencia con concentraciones 50 pg/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL y 1000

pg/mL de un estandar de proteina de albumina de suero bovino (BSA).

111.3. 10 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CASPASA

Las caspasas tienen la capacidad de hidrolizar la unién de un fluor6foro de un
sustrato, pudiendo cuantificarse su actividad enzimatica de manera directamente
proporcional a la fluorescencia que emite dicho fluoréforo cuando es liberado. Las
células se incuban con el sustrato especifico para cada tipo de caspasa, que
habitualmente se conjuga con un radical fluorescente del tipo AMC (7-amino-4-
metilcumarina) para las caspasas 3 y 9. Las que las caspasas activadas pueden procesar
el enlace peptidico en el sustrato especifico, liberando el radical fluorescente. La
fluorescencia es un indicador directamente proporcional a la actividad caspasa en el
ensayo, pudiéndose monitorizar mediante un lector de placas (NanoQuant Infinite
M200; Tecan, Austria) a una longitud de onda de excitacion de 360 nm y una longitud

de onda de emisién a 460 nm.

Una suspension celular de 2 x 10° células de cada muestra se centrifugé durante
5 minutos a 700 g. Los pellets se resuspendieron en 100 pL. de tampén fostato salino
(PBS) para obtener una concentracion aproximada de 2 x 10° células/100 pL. 15 pL de
suspension reaccionaron con 50 pL del tampo6n de ensayo especifico de caspasa (Tabla
4) en placa de 96 pocillos especiales para fluorescencia (Greiner Bio-One). La
fluorescencia emitida se monitoriz6 cada 3 minutos durante 40 minutos. La pendiente
de la fase lineal de la emision de fluorescencia se consider6 como valor relativo de
cinética enzimatica de las caspasas. La actividad caspasa se estimd como el incremento
de la pendiente de la curva de tiempo de cada tratamiento con respecto a la

concentracion de proteinas.

Tabla 4. Composicién de los tampones de las caspasas

Buffer para caspasa 3y 8 Buffer para caspasa 9
HEPES 0.1 M MES 0.1 M
Ajustar a pH 7.5 Ajustar a pH 6.5
Sacarosa 10% PEG 10%
Chaps 0.1% Chaps 0.1%
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111.3. 11 ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOTTING

La identificacion y cuantificacion de proteinas mediante western blotting, se
basa en una electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida, que separa las proteinas
segun la carga o/y el peso molecular de las mismas, seguida de una transferencia a una
membrana de nitrocelulosa. Finalmente, la proteina de interés se detecta mediante la

unién antigeno-anticuerpo, pudiendo cuantificarla por densitometria.

Preparacion de las muestras: una suspension celular de 2 x 10° células de cada
tipo de muestra se centrifug6 durante 5 minutos a 700 g, los pellets se resuspendieron en
60 puL de tampdn fostato salino (PBS) (Tabla 5) para obtener una concentracion
aproximada de 2 x 10° células/60 pL. Para obtener los lisados celulares de las muestras
se utiliz6 un tampoén de extraccion, Laemmli’s buffer 2x suplementado con ditiotreitol
(DTT) al 5%, posteriormente cada muestra se sometié a un pulso de sonicacion para
romper las células a 50 W/20 KHz durante 5 segundos (Vibra Cell, Sonics & Materials).
Las proteinas se desnaturalizaron hasta su estructura primaria mediante calor seco en
termobloque durante 10 minutos a 75 °C. Por ultimo, las muestras se centrifugaron
durante 5 minutos a 14000 g, quedando ya dispuestas para realizar la separacion de las

proteinas.

Tabla 5. Composicién del tampon fosfato salino (PBS)

NaCl 0,1370 M
KClI 0,0027 M
Na,HPO, 0,0122 M
KH;PO, 0,0018 M

Ajustar apH 7.4

Cuantificacién de las proteinas: la concentracion de proteinas totales de cada
muestra se determind mediante el método de Bradford, utilizando una curva con
concentraciones conocidas de BSA como referencia (ver apartado 3.9 Cuantificacion de
proteinas totales por Bradford). De esta forma, se afiadié la misma cantidad de

proteinas de cada muestra.

Electroforesis SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato sodico): la separacion de las proteinas se realizd atendiendo a su carga y a su

peso molecular mediante electroforesis (EPS 301; GE Healthcare Bio-Sciences, Suecia).
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Para ello las muestras procesadas se cargaron en un gel de poliacrilamida (Mini-
PROTEAN precast gels; BioRad, Espafia) colocado en una cubeta de electroforesis
(Mini-PROTEAN Tetra; BioRad, Espafia) y cubierto por el tampdn de electroforesis
conteniendo SDS (Tabla 6). Posteriormente se somete a una corriente eléctrica inicial
de 100 V hasta que las muestras salen de los pocillos, pasando a 150 V hasta que el

frente de electroforesis recorre todo el gel.

Tabla 6. Composicién del tampon de electroforesis

TGS 10x (Bio-Rad) 10%
Agua destilada 90%

Transferencia de proteinas: tras la electroforesis, se realiz6 una
electrotransferencia semiseca de las proteinas desde el gel de poliacrilamida a una
membrana de nitrocelulosa, ya que es un soporte mucho mas manejable para las
siguientes etapas. El gel, la membrana y varias capas de papel de filtro se colocaron
formando un sandwich y se dispusieron en la unidad de transferencia junto con el
tampon de transferencia (Tabla 7) durante 90 minutos a 50 mA/cm? (TE 77 PWR;

Amersham Bio-Sciences, Suecia).

Tabla 7. Composicion del tamp6n de transferencia

TG 10x (Bio-Rad) 10%
Agua destilada 90%

Bloqueo de la membrana: antes de incubar la membrana con los anticuerpos
primarios especificos, se llevd a cabo un bloqueo de la misma para evitar uniones
inespecificas. La membrana se mantuvo durante 1 hora en agitacion suave con una
solucion al 5% de leche desnatada en polvo en tampdn tris salino — Tween 20 (TBST)
1x (Tablas 8 y 9).

Tabla 8. Composicion del tampon tris salino — Tween (TBST) 10x

Tris-base 0.2M
NaCl 1,37 M
Tween 20 1%

Ajustar a pH 7.6
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Tabla 9. Composicion del tampdn tris salino — Tween (TBST) 1x

TBST 10x 10 %
Agua destilada 90 %

Deteccién de la proteina de interés: el inmunoblotting se realiz6 con una
solucion conteniendo el anticuerpo primario especifico de la proteina a cuantificar
(Tabla 10). La membrana se incubd con eta solucion durante toda la noche a 4 °C en
agitacion continua (Rotamax 120; Heidolph Instruments, Alemania). Después de 3 6 4
lavados vigorosos de la membrana con TBST 1x en un agitador orbital, se realiz6 la
incubacion con la solucion que contenia el anticuerpo secundario (Tabla 11) especifico
para la cadena pesada del anticuerpo primario. El anticuerpo secundario esta conjugado
con una peroxidasa de rabano que permite su posterior deteccion. Tras 1 hora de
incubacién a temperatura ambiente en agitacion, se procedié a lavar la membrana para

eliminar el anticuerpo secundario no unido.

Tabla 10. Solucion para el anticuerpo primario

TBST 1X 5mL
Leche en polvo 10 %
Azida sodica 0,025 %

Anticuerpo primario Dilucién 1:250 - 1:1000

Mantener a 4 °C

Tabla 11. Solucién para el anticuerpo secundario

TBST 1X 5mL
Leche en polvo 2,5%
Anticuerpo secundario  Dilucién 1:5000 6 1:1000

Analisis: cuando el anticuerpo secundario contacta con el sustrato de la
peroxidasa se inicia una reaccion quimioluminiscente (Figura 32). El revelado se realizd
en una camara oscura incubando durante 5 minutos con una solucién ECL que contiene
el sustrato de la peroxidasa que lleva unida el anticuerpo secundario. El resultado final
se detectdo como la impresion de la quimioluminiscencia en forma de manchas sobre

papel fotografico (Amersham Hyperfilm™ ECL; GE Healthcare, Reino Unido). El
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tamano e intensidad de las manchas se analizo por densitometria mediante el programa
informéatico Image J. Los resultados se expresan como diferencias en los porcentajes de

densidad Optica entre las manchas de las diferentes muestras.

Sefial quimioluminiscente

con la enzima peroxidasa

Anticuerpo primario

Anticuerpo secundario conjugado /JOL\\ Sustrato de la enzima peroxidasa

4

<

Membrana con la proteina de interés

Figura 32. Esquema de la emisidn de la sefial quimioluminiscente

111.4 TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los datos obtenidos se expresaron como la media + EEM (error estandar de la
media). Para comparar entre los diferentes tratamientos, la significacion estadistica se
calcul6 mediante el andlisis de la varianza de una via (ANOVA) seguido por el test de
Tukey para comparaciones multiples. Los valores de P < 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. El software utilizado para el analisis estadistico y disefio

de graficas fue Graphpad Prism 6.01 para Windows.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION






Resultados y discusion

CAPITULO 1. PAPEL DE LA PROTEINA DE CHOQUE TERMICO HSP70 EN
LA RESISTENCIA A LA HIPERTERMIA DE LAS CELULAS DE LEUCEMIA
MONOCITARIA AGUDA U-937.

Para abordar el primer objetivo, nos planteamos estudiar el efecto del estrés
térmico (HS) sobre la viabilidad de las células leucémicas U-937. Para ello, las células
se expusieron a 42 °C, durante 1 hora. A continuacion, se sometieron a un periodo de
recuperacion a 37 °C, y posteriormente se midié su actividad metabdlica durante 1, 2, 4
y 6 horas. Los valores muestran que el estrés térmico indujo una disminucién gradual y
dependiente del tiempo en la viabilidad celular. A partir de 1 hora a 37 °C tras el HS ya
se aprecio una disminucion significativa de la viabilidad celular (P < 0,05). La
viabilidad celular alcanzé un valor minimo tras 4-6 horas de recuperacion a 37 °C
(Figura 33).
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Figura 33. Efecto del estrés térmico (HS) sobre la viabilidad celular en células U-937. Las células se
trataron previamente durante 24 horas con 1 uM de pifithrin-p (P-p) o el vehiculo (control, Ctrl), luego se
indujo el HS durante 1 h a 42 °C (eje de abscisa de -1 h a 0 h). La viabilidad celular se evalu6 mediante el
ensayo MTT antes y después del HS en diferentes momentos (0-6 h). Los valores se presentan como
medias + SEM de 8 experimentos independientes y se expresan como un aumento del nimero de veces
sobre el valor de actividad en ausencia de HS (experimental/control). *P < 0,05 en comparacion con el
control en ausencia de HS. #P < 0,05 en comparacién con los valores de control correspondientes en
tiempo tras HS.
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Para investigar la posible participacion de HSP70 en la resistencia a la
disminucion de la viabilidad celular inducida por el HS, las células U-937 se
preincubaron durante 24 horas con pifithrin-p (2-feniletinesulfonamida, P-p), un
inhibidor de HSP70. La exposicion a HS tras el pretratamiento con 1 uM P-p redujo de
manera significativa (P < 0,05) la viabilidad celular con respecto a los valores de los

mismos tiempos de las muestras sometidas a HS en ausencia de P-p (Figura 33).

Para examinar si los efectos del HS en la viabilidad celular estaban relacionados
con la muerte celular por apoptosis, analizamos la actividad de la caspasa-3, -8 y -9 en
células U-937 sometidas a HS. Como se muestra en la Figura 34, el HS caus6 un
aumento estadisticamente significativo (P < 0,05) en la actividad enzimatica de la
caspasa-3, -8 y -9 (Figura 34A). Este aumento se produjo de manera tiempo-
dependiente, alcanzando el valor méximo a las 4 horas del periodo de recuperacion.
Para confirmar los hallazgos previos sobre la actividad enzimatica de las caspasas, se
determind mediante Western blot el precursor inactivo de la caspasa-3, la procaspasa-3,
en células U-937 sometidas a HS. Asi, cuando las células se sometieron a un estrés
térmico, se observéd también una activacion de la caspasa-3 dependiente del tiempo (P <
0,05), como revela la disminucion de la cantidad en la forma inactiva de la procaspasa-3
(Figura 34B). Acorde con los resultados presentados en la Figura 33, la incubacion
previa de las células con 1 uM de P-p durante 24 horas fue capaz de aumentar
significativamente (P < 0,05) la actividad enzimatica de las caspasas -3 y -8, pero no de
la caspasa-9 tras 4 horas de recuperacion después del HS en comparacién con el control
(Figura 34C). EIl anélisis de la expresion de procaspasa-3 mediante Western blot
corroboré una disminucién de la misma (P < 0,05), cuando las células estaban
pretratadas con 1 uM P-l, en comparacion con el control (Figura 34D), lo que sugiere
que la chaperona HSP70 dificulta, al menos en parte, la activacion de la caspasa-3
inducida por HS en células de leucemia U-937 previniendo la progresion de la

apoptosis.
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Figura 34. Efecto del estrés térmico (HS) sobre la actividad caspasa en células U-937. Las células se
pretrataron durante 24 horas con 1 uM de pifithrin-p (P-p) o el vehiculo (control, Ctrl), luego se indujo el
HS durante 1 h a 42 °C (eje de abscisa de -1 h a 0 h). La actividad enzimética de caspasa-3, -8 y -9 se
estim6 como se describe en Materiales y Métodos. (A) Valores de activacion de caspasa-3, -8 y -9 con
respecto al tiempo. (B) Actividad enzimatica de caspasa-3, -8 y -9. (C) Contenido procaspasa-3 con
respecto al tiempo tras HS. (D) Contenido de pro-caspasa-3 en células pretratadas durante 24 h con 1 uM
de pifithrin-p (P-p); Las muestras se recolectaron a las 4 h de cese del HS. El Western blot se realizé con
el anticuerpo especifico anti-pro-caspasa-3 (8G10) y utilizando anti-B-actina (8H10D10) como referencia
de carga de proteinas. El histograma muestra la cuantificacion procaspasa-3 (32 kDa) con respecto a la B-
actina (45 kDa). Los valores presentan las medias + SEM de 4-8 experimentos independientes, y expresan
el niamero de veces sobre el valor de las muestras no estresadas (experimental/control). *P < 0,05 en
comparacion con los valores de control. #P < 0,05 en comparacion con los valores de control en
condiciones de estrés.

Tambien se determiné el porcentaje de células que presentaba morfologia
nuclear apoptética mediante microscopia de fluorescencia con tincion de la cromatina
nuclear con Hoescht 33342. Como se muestra en la Figura 35, el porcentaje de células
apoptoticas aumentd mas de un 20% tras el HS en comparacion con las células control.
Ademas, cuando las células se preincubaron con 1 uM P-u durante 24 h, el porcentaje
de células apoptoticas aumentd significativamente (P < 0,05) a 38,5 * 3,6% (Figura 35).
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Figura 35. Efecto del estrés térmico (HS) en la apoptosis de células U-937. Las células se pretrataron
24 horas con 1 uM de pifithrin-p (P-p) o el vehiculo (control), luego se indujo el HS durante 1 h a 42 °C,
las muestras se recolectaron tras 4 h de cese del HS. (A) El histograma muestra el porcentaje de células
con morfologia nuclear apoptética. Los valores se presentan como las medias £ SEM de 8 experimentos
independientes. *P < 0,05 en comparacion con los valores de control. #P < 0,05 en comparacion con los
valores de control en condiciones de estrés. (B-D) Los nlcleos se tifieron con Hoechst 33342, se
visualizaron en un microscopio de contraste de fases Nikon Eclipse TS 100 y las imagenes se capturaron
usando una camara digital Nikon (DSQilMc). Se muestra un campo representativo de cada grupo
experimental.

Para esclarecer los efectos del HS en la modulacion de la expresion de HSP,
cuantificamos los niveles de las proteinas HSP27, HSP70 y HSP90 en células U-937
sometidas a HS, entre 2 y 8 horas después de finalizar el estrés térmico. Como se
muestra en la Figura 36, la cuantificacion de los niveles celulares de HSP90 mediante
Western blot manifiesta que el HS indujo una disminucion tiempo-dependiente en la
expresion de HSP90, alcanzando el valor minimo tras 6 horas de recuperacion del HS a
37 °C. Los resultados revelan la existencia de un nivel basal de HSP70 en células
control debido a la expresion constitutiva de la misma con los que cuenta la célula. No
obstante, el HS indujo un aumento de la expresion de HSP70 en células U-937 a las 2
horas de su finalizacién. EI HS no alterd los niveles de expresion de HSP27 de manera

significativa (Figura 36).
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Figura 36. Efecto del estrés térmico (HS) en la expresion de las proteinas de estrés térmico (HSP)
con respecto al tiempo en células U-937. Las células se sometieron a HS (42 °C, 1 h), las muestras se
recolectaron antes (control, Ctrl) y entre 2-8 horas tras el cese del HS. A) El Western blot se realiz6 con
un anticuerpo especifico anti-HSP90 (F-8), anti-HSP70 (N27F3-4), anti-HSP27 (G31), utilizando el
anticuerpo anti-B-actina (8H10D10) como referencia y control de carga de proteinas. B) El histograma
muestra las medias = SEM (experimental/control) de 4 experimentos independientes. *P < 0,05 en
comparacion con los valores de control.
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Figura 37. Efecto del estrés térmico (HS) y la inhibicién de HSP70 sobre el contenido de proteinas
de estrés térmico (HSP) en células U-937. Las células se pretrataron 24 horas con 1 pM de pifithrin-p
(P-p) o el vehiculo (control, Ctrl), luego se indujo HS (42 °C, 1 h). Las muestras se recogieron tras 4
horas del cese de HS. A) EIl Western blot se realizé con un anticuerpo especifico anti-HSP90 (F-8), anti-
HSP70 (N27F3-4), anti-HSP27 (G31), y se utiliz6 anticuerpo anti-p-actina (8H10D10) como referencia y
control de carga de proteinas. B) El histograma muestra la expresion de proteinas HSP. Los valores se
presentan como las medias £ SEM (experimental/control) de 4 experimentos independientes. *P < 0,05 en
comparacion con los valores de control. #P < 0,05 en comparacion con los valores de control en
condiciones de estrés.
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Siguiendo esta linea de resultados, la preincubacion con 1 uM P-p indujo una
sensibilizacion al HS, lo que se tradujo en una disminucion notable, no sélo en la
expresion de HSP70, sino también de HSP90 (Figura 37). Lo cual podria explicar el
aumento del nimero de células apoptoticas cuando las células tratadas con P-p, carentes
de actividad HSP70, se someten a HS (Figura 35), en coherencia con estudios previos
[440].

La chaperona HSP70 participa en el correcto plegamiento de proteinas de nueva
sintesis para garantizar su funcionalidad [441]. Por tanto, aunque ciertos niveles de
HSP70 son constitutivos en la célula, su expresion esta inducida por la acumulacion de
proteinas mal plegadas durante las etapas iniciales de estrés, constituyendo parte de la
"respuesta al estrés". En condiciones estresantes para la célula, HSP70 se une a las
proteinas desplegadas para favorecer su destruccion. Cuando el estrés cesa, HSP70
vuelve a disminuir hasta niveles previos a los del estrés, y la fisiologia celular procede
regularmente [442]. Sin embargo, en ocasiones las alteraciones causadas por el factor
estresante superan la capacidad de respuesta al estrés, y los dafios conducen la célula
hacia la apoptosis [442]. En base a esto, el descenso de la viabilidad celular de las
células U-937 (Figura 33) indica que las condiciones experimentales de estrés
excedieron la capacidad de los mecanismos de respuesta a estrés. Las células de
leucemia tienen altos niveles de HSP70, para preservar el correcto funcionamiento de
sus proteinas en condiciones sostenidas de estrés celular. Por ello no es de extrafiar que
la inhibicion de HSP70 con P-u haya mostrado una notable actividad anti-leucémica
[443]. Nuestros datos muestran que la pérdida de viabilidad celular debido a HS se
acentuo debido a la inhibicion de HSP70. Esto apunta a que HSP70 participa, al menos

parcialmente, en la respuesta al estrés de las células U-937 (Figura 33).

En paralelo a la pérdida de la viabilidad celular inducida por HS (Figura 33) se
produjo una activacion dependiente del tiempo de caspasa-3, y -8 (Figura 34).
Adicionalmente, las imagenes de microscopia evidencian la morfologia nuclear
apoptotica de las células U-937 causada por HS. Por otro lado, los hallazgos de Samali
et al. [444] demuestran que la hipertermia promueve la apoptosis en las células U-937.
Por tanto, las evidencias son lo suficientemente robustas para afirmar que el HS induce
apoptosis también en nuestro modelo experimental (U-937). Los estudios de Samali et
al. [444] mostraron un rapido aumento de los niveles de HSP70 como parte de la

respuesta a estrés térmico. Del mismo modo, aqui mostramos una disminucion de
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viabilidad celular (Figura 33) acompariada de un aumento simultdneo de los niveles de
HSP70 (Figura 36). Después del incremento de expresion de HSP70, los niveles
disminuyeron (Figura 36) y se desencadeno la muerte celular apoptética (Figura 35),
como corroboro la activacion de las caspasas-3, -8 y -9 (Figura 34). Samali et al. [444]
indujeron hipertermia en las mismas condiciones que nosotros utilizamos (42 °C, 1 h), y
ademas sobre la misma linea celular de leucemia (U-937) mostrando valores crecientes
de los niveles de HSP70 después del choque térmico. Sin embargo, nuestros datos
indican que el notable aumento de HSP70 inducido por HS, fue seguido de una caida de
los niveles de HSP70, volviendo estos a los niveles basales previos a los inducidos por
HS (Figura 36). Por otro lado, Yu et al. [440] demostraron que aplicando un tratamiento
apoptogénico de hipertermia en células U-937 se induce la activacion de las caspasas-3
y -8. A pesar de que no demuestran la activacion de la caspasa-9 en su estudio, afirman
que la apoptosis inducida por HS cursa por via intrinseca ya que si mostraron eventos
apoptéticos estrechamente relacionados con la apoptosis mitocondrial, como la
despolarizacion de membrana mitocondrial, generacion de perdxidos intracelulares y la
liberacion de citocromo c. La activacion de la caspasa-9 que experimentaron nuestras
células, no solo esta de acuerdo con el citado estudio, sino que ademas, lo complementa
con la activacion de esta proteasa que funcionaria como un “gatillo” para la activacion
de proteasas ejecutoras de la apoptosis. Yu et al. [440] también concluyeron que los
bajos niveles de HSP70 favorece la progresion de la apoptosis al desmontar este

mecanismo de proteccion, como muestran nuestros resultados (Figura 36).

Los resultados aqui descritos muestran una disminucién simultanea de HSP70 y
HSP90 (Figura 36), que se produce en un contexto paralelo de pérdida de viabilidad
celular (Figura 33). Estudios demuestran que HSP70 y HSP90 interactian con proteinas
de supervivencia que confieren resistencia a la apoptosis, y por ello estas HSP han sido
consideradas como dianas en estudios para vencer la quimioresistencia que presenta la
leucemia [445, 94]. Teniendo en cuenta que ambas HSP juegan un papel importante en
la resistencia a la apoptosis [445, 94], la eliminacion de las mismas por mecanismos
como el proteasoma y/o lisosoma, desempefian una funcion facilitadora para un
funcionamiento normal de la maquinaria apoptotica, y la consecuente eliminacion de las
células dafiadas. A pesar de que HSP70 aumenta inicialmente para defender las células
U-937 de la hipertermia, las alteraciones causadas son tales que conducen a las células a
un destino fatal. De modo, que todo parece indicar que HSP70 y HSP90 son eliminadas
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con el fin de no obstaculizar el proceso apoptotico (Figura 36). Tanto es asi que cuando
aplicamos HS a células U-937 carentes de actividad HSP70, disminuyo la viabilidad
celular (Figura 33), aumento actividad caspasa-8 y -3 (Figura 34) y la apoptosis (Figura
35), las células experimentaron una disminucion adicional de los niveles de HSP70 y
HSP90 (Figura 37).

HSP27 ha sido descrita por tener una respuesta lenta al estrés ya que mientras
que la mayoria de estas proteinas se acumulan en un corto espacio de tiempo, HSP27
necesita horas para alcanzar niveles similares [14], siendo gran responsable de la
termotolerancia y la resistencia a drogas [39]. Interviene en proliferacion y
diferenciacion celular en células leucémicas, considerandose como un marcador de
diferenciacion [43, 44]. Aunque ciertos estudios apuntan a que HSP27 es parte de la
respuesta al estrés [94], nuestro sistema celular no muestra modulacion de HSP27
inducida por HS (Figura 36). Por otro lado, Bruey et al. [217] sostienen que HSP27 solo
inhibe la activacion de caspasas que cursan por la via apoptotica intrinseca mediante el
secuestro del citocromo c. El aumento en la actividad caspasa-9 que produjo el HS no se
vio incrementado como en el caso de la caspasa-3 cuando se adiciond pifithrin-p
(Figura 34C). Ademas, los niveles de HSP27 no se vieron afectados a las 4h de HS, con
o sin pifithrin-p, manteniendo los valores de las condiciones basales (Figura 37). Por
tanto, entendemos que la activacion de la caspasa-9 no esta blogueada, al menos
totalmente por la accion de HSP70 en las células U-937 (Figura 34A). A pesar de que
este resultado mantiene la coherencia con los estudios de Bruey y cols. [217], se
necesitaria un estudio adicional para esclarecer el papel de HSP27 en la respuesta al
estrés en células de leucemia U-937, enmarcandolo como un potencial objetivo para

mejorar la eficiencia de la activacién de la apoptosis por via mitocondrial.
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CAPITULO 2. PAPEL DE LA PROTEINA DE CHOQUE TERMICO HSP90 EN
LA RESISTENCIA A LA HIPERTERMIA DE LAS CELULAS DE LEUCEMIA
MONOCITARIA AGUDA U-937.

Para abordar otro de los objetivos de esta tesis, nos propusimos estudiar el efecto
de HSP9O0 sobre la proliferacion de las células de leucemia monocitaria aguda U-937.
Para ello, 2 mL de suspensién celular, a una confluencia de 0,5 x 10° células/mL, fueron
tratados durante 24 h (tiempo de duplicacion) con los inhibidores de HSP9O0,
geldanamicina (GA) o tanespimicina (17-AAG), ambos con una concentracion de 500
nM. El recuento celular en camara de Neubauer indic6 que tanto el tratamiento con GA
como con 17-AAG, disminuyeron notablemente la proliferacion celular (P < 0,05) con
respecto a las células con HSP90 activa. En otras palabras, el control aproximadamente
duplicé la concentracién inicial en 24 h, mientras que las células tratadas con los
inhibidores de HSP90 apenas sufrieron cambios en su confluencia en este tiempo
(Figura 38A).

A continuacién, para esclarecer el papel de HSP90 en la proliferacién celular,
analizamos la distribucion de las células en las diferentes fases del ciclo celular en
presencia de inhibidores de esta proteina. En los perfiles de distribucion de las fases del
ciclo se aprecio6 que las células U-937 tratadas con inhibidores de HSP90 no mostraron
cambios con respecto al control, es decir, no hubo arresto del ciclo celular en ninguna
fase en particular. Sin embargo, se evidencié un aumento de células apoptoticas
representadas en el segmento subG1 (Figura 38). Estos resultados en conjunto indican
que la ralentizacion de la proliferacion afectaria a todas las fases del ciclo por igual.
Ademas, las diferencias que se aprecian en el recuento de células con HSP90 inhibida
con respecto al control se deben principalmente a un bloqueo de la proliferacion, mas
que a una induccién de muerte celular. Hay estudios que han analizado el ciclo celular
bajo condiciones de inhibicion de HSP90 en células tumorales, tales como células de
cancer de vejiga [446]. Este estudio sostiene que la proliferacion celular se ve irrumpida
por un arresto en fase G2/M acompafiado de un incremento de la apoptosis [446]. Lo
cual es coherente dado que la ciclina dependiente de kinasa-2 (Cdk2), o incluso la
proteina Weel [447], que regulan el ciclo en esta fase son proteinas clientes de HSP90,
y por tanto dependiente de ella para su correcto funcionamiento [446, 448], no siendo
pocos los estudios que muestran la interaccion de HSP90 con diversas proteinas

reguladoras de cualquiera de las diferentes fases ciclo celular [449], ademas de ciertos
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factores de crecimiento que resultan esenciales en células tumorales [450]. Por lo que no
es de extrafiar que se haya descrito que en células tumorales el bloqueo de HSP90 ha
producido catastrofe mitotica por deplecién de reguladores mitéticos como Weel, plk-1,
Aurora B y surivivina, favoreciendo asi una apoptosis aberrante [451].
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Figura 38. Papel de HSP90 en la proliferacion celular en células U-937. Las células se trataron 24
horas con 500 nM de geldanamicina (GA), 500 nM de tanespimicina (17-AAG) o el vehiculo (control,
Ctrl). A) La confluencia celular se cuantificé mediante camara de Neubauer. Los valores se presentan
como medias £ SEM de 8 experimentos independientes. *P < 0,05 en comparacion con el control. B-D)
Las células U-937 fijadas y tefiidas con yoduro de propidio se analizaron por citometria de flujo para
estudiar las fases del ciclo celular. Los perfiles de ciclo celular son los mas representativos de 4
experimentos independientes.

Dado que la inhibicion de HSP9O0 parecia dificultar la proliferacion de las células
de leucemia, nos planteamos estudiar el papel de dicha inhibicion en la sensibilidad de
las células U-937 a un estrés térmico posterior. Para ello, bajo condiciones de inhibicion
de la actividad HSP90 se indujo un choque térmico (HS, 1 h, 42 °C) a células U-937 y
se valoraron los efectos mediante el ensayo de viabilidad celular MTT. Los resultados
en la Figura 39 expresan la viabilidad celular, cada uno de los valores representado es el
ratio de disminucion de las células estresadas con respecto a una muestra no estresada.
Los resultados indican que el HS caus6 una diminucion tiempo dependiente de la
viabilidad de las celulas U-937. La inhibicion de HSP90 no modifico dicha perdida de
viabilidad celular, ya que no se observaron diferencias significativas con respecto a los
valores control y muestras experimentales para los mismos puntos de tiempo (Figura
39).
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Figura 39. Efecto del estrés térmico (HS) sobre la viabilidad celular en células U-937. Las células se
trataron previamente durante 24 horas con 500 nM de geldanamicina (GA), 500 nM de tanespimicina (17-
AAQG) o el vehiculo (control, Ctrl); luego se indujo el HS durante 1 h a 42 °C (eje de abscisa de -1 ha 0
h). La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo MTT a lo largo del tiempo, antes del HS y después
en diferentes momentos (0-6 h). Los valores se presentan como medias + SEM de 8 experimentos
independientes y se expresan como un aumento del nimero de veces sobre el valor de actividad en
ausencia de HS (experimental/control). *P < 0,05 en comparacion con los valores de viabilidad inicial.

Para estudiar el efecto de la inhibicion de HSP90 en la induccion de la apoptosis
por estrés térmico, las células U-937 se pretrataron durante 24 h con 500 nM GA o 500
nM 17-AAG previo al HS (1 h, 42 °C). Tras 4 h del término del HS se cuantificé por
microscopia el porcentaje de células que presentaban morfologia nuclear apoptética
(Figura 40A). Los resultados muestran un incremento significativo del ratio de células
con morfologia nuclear apoptdtica analizadas 4 h después del HS con respecto al control
(P < 0,05; Figura 40B). También se aprecié un aumento significativo del ratio de células
apoptoticas inducido por la inhibicién de HSP90 con respecto al control (P < 0,05;
Figura 40B). Aunque, dicha inhibicién no produjo diferencias adicionales en el elevado
ratio de células apoptdticas inducido por HS (Figura 40B). Sin embargo, si observamos
en conjunto estos resultados (Figura 39 y Figura 40), podemos ver gque la inhibicion de
HSP90 mostré un efecto citostatico que redujo la proliferacion celular a niveles
inapreciables, y ademas este efecto no interfirio con la capacidad apoptogénica del
estrés termico sobre las células U-937. Por tanto, el efecto de HS no se ve alterado por
la presencia de inhibidores de HSP90 en cuanto a resultados de viabilidad celular e
inductor de la apoptosis, pero hay que tener presente que en dichas condiciones las

células practicamente no estan proliferando, por lo que resulta mas eficiente.
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Figura 40. Efecto del estrés térmico (HS) en la apoptosis de células U-937. Las células se pretrataron
durante 24 horas con 500 nM de GA, 500 nM de 17-AAG o el vehiculo (control, Ctrl), luego se indujo el
HS durante 1 h a 42 °C, las muestras se recolectaron tras 24 h de inhibicion y tras 4 h de cese del HS. (A)
Los ndcleos se tifieron con Hoechst 33342, se visualizaron en un microscopio de fase de contraste Nikon
Eclipse TS 100 y las imagenes se capturaron usando una camara digital Nikon (DSQilMc). Se muestra un
campo representativo de cada grupo experimental. (B) El histograma muestra el porcentaje de células con
nacleos apoptéticos. Los valores se presentan como las medias £ SEM de 8 experimentos independientes.
*P<0.05 en comparacién con los valores de control. #P<0.05 en comparacién con los valores de
inhibicion en ausencia de HS.

Dado que el tratamiento conjunto de inhibidores de HSP90 y HS inducian
apoptosis en células U-937, analizamos la actividad enzimética de las caspasa-3, -8 y -9
por su papel clave en las vias de sefializacidn apoptética. La inhibicion de HSP90 indujo
un aumento significativo (P < 0,05) en la actividad de las caspasa-3, -8 y -9 con
respecto al control (Figura 41A). Igualmente, las células U-937 fueron sometidas a HS
observamos un notable incremento con respecto al control (P < 0,05) en la actividad de
las tres caspasas analizadas. EI HS causé un aumento significativo en la actividad
caspasa-3 y -8 de las células U-937 pretratadas con GA o 17-AAG (P < 0,05), sin
embargo, la actividad caspasa-9 no experimento variacion significativa con respecto a la
activacion inducida por los agentes inhibidores. Por otro lado, se aprecia que este
aumento en la actividad de las caspasas inducido por el tratamiento combinado (GA+
HS o0 17-AAG + HS) es notablemente inferior (P < 0,05) que el generado por el HS en
una ceélula con actividad HSP90 (Figura 41A). Siendo la caspasa-3 una proteasa
ejecutora en la que convergen las principales rutas apoptéticas, nos propusimos
cuantificar los niveles de procaspasa-3. En coherencia con los valores de actividad
enzimatica, los niveles de procaspasa-3 disminuyeron significativamente tanto por la
inhibicién de HSP90 como por el HS (P < 0,05). El tratamiento térmico combinado con
la inhibicion de HSP90 indujo un mayor procesamiento de la procaspasa-3 con respecto
a las células no estresadas térmicamente (P < 0,05). Sin embargo, y en concordancia con
los valores de actividad enzimatica, no se observaron diferencias significativas entre el
tratamiento combinado y el HS en términos de activacion de caspasa-3 (Figura 41B).
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Figura 41. Efecto del estrés térmico (HS) sobre la actividad caspasa en células U-937. Las células se
pretrataron durante 24 horas con 500 nM de geldanamicina (GA), 500 nM de tanespimicina (17-AAG) o
el vehiculo (control, Ctrl), posteriormente se indujo el HS durante 1 h a 42 °C seguido de un periodo de
recuperacion de 4 h. (A) Valores de activacion de caspasa-3, -8 y -9. La actividad enzimatica de caspasa-
3, -8 y -9 se cuantifico como se describe en Materiales y Métodos. (B) Valores del contenido de
procaspasa-3. El Western blot se realiz6 con el anticuerpo especifico anti-procaspasa-3 (8G10) y
utilizando anti-p-actina (8H10D10) como referencia de carga de proteinas. El histograma muestra la
cuantificacién procaspasa-3 con respecto a la B-actina. Los valores presentan las medias + SEM de 4
experimentos independientes y expresan el niumero de veces sobre el valor de las muestras no estresadas
(experimental/control). *P < 0,05 en comparacion con los valores de control. #P < 0,05 en comparacion
con los valores de inhibicion en ausencia de HS. oP < 0,05 en comparacion con los valores de control en
condiciones de estres.

Se sabe que la expresion de proteinas HSP es muy elevada en las células
tumorales en general, y en células de leucemia en particular. A este respecto estudiamos
los niveles de HSP90, HSP70 y HSP27 en las condiciones apoptogénicas descritas
debido al tratamiento combinados de inhibicién de HSP90 y HS. Los resultados de
Western blot no mostraron alteraciones en los niveles de HSP90, ni en presencia de sus
inhibidores GA y 17-AAG, ni tras el HS (Figura 42B). Sin embargo, GA y 17-AAG
indujeron un aumento de los niveles de HSP70 y HSP27. Cabe pensar, que estando en
condiciones de inapreciable proliferacion y aumento de la apoptosis las células estén
estresadas y manifiesten un aumento de la expresion de los niveles de HSP70 y HSP27
(P < 0,05). El HS solo tuvo efecto sobre la expresion de HSP70, a las 4 h del cese del
mismo, que se vio aumentada de manera significativa con respecto al control (Figura
10B; P < 0,05). Cuando se inhibié HSP90, el HS tuvo un efecto inductor (P < 0,05) de
la expresion de HSP70 y de HSP27, aunque estos niveles no fueron significativos con
respecto a los valores de expresion de HSP70 y HSP27 inducidos por los inhibidores. Es

decir, parece ser que la ausencia de actividad HSP90 promueve la expresion de HSP70
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y HSP27, probablemente mediado por HSF, y el HS no incrementd los niveles de
HSP70 y HSP27 de manera adicional (P < 0,05; Figura 42B).
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Figura 42. Efecto del estrés térmico (HS) en la expresion de las proteinas de choque térmico (HSP)
en células U-937. Las células se pretrataron durante 24 horas con 500 nM de geldanamicina (GA), 500
nM de tanespimicina (17-AAG) o el vehiculo (control, Ctrl), posteriormente se indujo el HS durante 1 h a
42 °C seguido de un periodo de recuperacion de 4 h. A) ElI Western blot se realizé con un anticuerpo
especifico anti-HSP90 (F-8), anti-HSP70 (N27F3-4), anti-HSP27 (G31), y se utilizd anticuerpo anti-f-
actina (8H10D10) como referencia y control de carga de proteinas. B) El histograma muestra la expresién
de proteinas HSP. Los valores se presentan como las medias = SEM de 4 experimentos independientes.
*P < 0,05 en comparacién con los valores de control. #P < 0,05 en comparacion con los valores en
condiciones de estrés (HS+4 h).

Cuando las células estan bajo condiciones de estrés térmico y ausencia de
actividad HSP90, los resultados obtenidos muestran una elevada expresion de HSP70 y
HSP27 (Figura 42) adn, cuando la proliferacion celular es practicamente nula (Figura
33) y la apoptosis es elevada (Figura 40 y 41). Inicialmente podria parecer un resultado
contradictorio con respecto al desarme del mecanismo de “respuesta a estrés” que
sostiene el Capitulo 1 de los resultados de esta Tesis Doctoral. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que aun desconocemos lo que sucederia con los niveles de HSP70 y
HSP27 a tiempos mas largos de exposicién. Aungque observando los valores de la
tendencia de viabilidad celular con respecto al tiempo (Figura 39) y como disminuyen
los niveles de HSP cuando la célula entra en apoptosis (Figura 36) seria logico
hipotetizar que estos niveles elevados de HSP70 y HSP27 preceden a un descenso de
los mismos. Lo cual estaria en linea también con los estudios de Yu et al. [440] sobre el

descenso de los niveles de HSP70 en condiciones apoptogénicas.
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No obstante, estudios llevados a cabo en células de leucemia U-937 han descrito
que niveles elevados tanto de HSP70 [452], como de HSP27 [219] previenen la
activacion de caspasas mediada por citocromo c¢. Aunque los niveles de HSP70 y
HSP27 aparecen elevados al tratar las células con inhibidores de HSP90 y HS (Figura
42) con respecto al tratamiento de HS por si solo, es probable que se trate de un hecho
transitorio. En el Capitulo 1 mostramos una correspondencia entre la disminucion de los
niveles HSP70 con la progresion de la apoptosis (Figura 36). Es muy probable que
HSP70 y/o HSP27, estén dificultando en parte la activaciéon de las caspasa-3, -8 y -9,
cuando las células son tratadas con HS en ausencia de actividad HSP90 (Figura 41). La
pérdida tiempo-dependiente de la viabilidad celular y su tendencia decreciente (Figura
39) hace pensar que tanto los niveles de HSP70 y HSP27 como la reducida actividad de
las caspasas sean hechos relacionados y que ocurren de forma transitoria en células de
leucemia U-937. No obstante, la comprobacion de esta hipotesis requeriria de estudios

adicionales.

Por otro lado, HSP27 ha sido descrita como una proteina participe de la
respuesta a estrés, cuyos niveles aumentan de manera mas lenta que el resto de
miembros HSP presentes en la respuesta al estrés [14]. Futuros estudios en los que se
Ilevasen a cabo la inhibicion de la actividad HSP27, podrian esclarecer si los elevados
niveles de esta proteina tienen alguna implicacion en la disminucion de la actividad
caspasa observada cuando las células U-937 son tratadas con HS en condiciones de
inhibicion de HSP90 con respecto al tratamiento de HS por si solo (Figura 42). De
confirmarse que HSP27 representa un obstaculo para una mayor activacion de la via
intrinseca de la apoptosis, seria de gran interés investigar la doble inhibicion de HSP27
y HSP90 como procedimiento sensibilizador a la hipertermia en células leucémicas U-
937.

En resumen, la inhibicién de HSP90 interrumpe drasticamente la proliferacion
celular de células de leucemia monocitaria U-937 sin alterar los efectos proapoptéticos
de un posterior tratamiento de hipertermia. Es decir, el uso combinado de inhibidores de
HSP90 e hipertermia tiene un efecto citostatico y apoptogenico en células de leucemia
U-937.
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CAPITULO 3. EFECTO DE LA HIPERTERMIA EN PRESENCIA DE
AGENTES OXIDANTES O QUIMIOTERAPEUTICOS

El aumento de la actividad oxidativa que sobrepasa la capacidad de los
mecanismos antioxidantes disponibles en la célula genera el fendmeno conocido como
estrés oxidativo. Cuando los dafios oxidativos son irreparables, la célula sana inicia los
procesos de apoptosis. Las células tumorales, en términos generales, son mas tolerantes
a cualquier tipo de estrés y el inicio de las vias apoptdéticas esta seriamente dificultado.
No obstante, superado cierto umbral de dafio, la célula tumoral iniciaria igualmente los
procesos de apoptosis de la misma manera que ocurre en células sanas. Se sabe que el
tratamiento con farmacos antitumorales, como etopdsido [453] y citarabina [454] en
células U-937, genera estrés oxidativo y parte de su accion esta basado ello. Ejercen una
accion especifica en la célula tumoral, consiguiendo activar las vias de sefializacion

apoptaéticas en modo particular en este tipo de células.

Para estudiar los efectos del estrés oxidativo sobre células U-937 bajo estrés
térmico (HS), en primer lugar, nos planteamos caracterizar el efecto apoptogénico de un
agente oxidante como el perdxido de hidrégeno (H20,). Con este fin, las células U-937
en fase de crecimiento exponencial (0,5-1x10° células/mL) fueron incubadas con H,0, a
diferentes tiempos (1, 2, 4 y 24 h) y concentraciones crecientes (1, 10, 100, 500 uM y 1
mM). Acorde con resultados publicados anteriormente por nuestro grupo de
investigacion en células leucémicas HL-60 [455], el H,O, indujo una disminucion
tiempo y dosis dependiente en la viabilidad de las células U-937. La mayor
concentracion de H,O, (1 mM) durante el mayor tiempo de exposicion (24 h) tuvo
como resultado la reduccion mas acentuada de la viabilidad celular (Figura 43A). Los
procesos apoptoticos en células leucémicas, como U-937, se pueden evidenciar
aproximadamente a las 3 h de recibir el estimulo apoptotico. En virtud de ello, tomamos
como referencia el tiempo de 4 h para cuantificar la proporcion de células apoptéticas
inducidas por concentraciones crecientes de H,0,. EI H,O, causd un aumento en el ratio
de células que mostraban morfologia nuclear apoptética directamente proporcional a su

concentracion, siendo el mayor efecto a la dosis de 1 mM H,O, (Figura 43B).



Resultados y discusion

L1 1hL 1 2hE:a 4 24 h

*

1,00z

0.754

Cell Viability
(Fold increase vs control)

0.251

0.00

. 3
e QR 0t

1 1M H,0, 10 uM H,0, 100 uM H,0, 500 uM H,0, 1 mM H,0,
10.0+2.6%* 12.7+1.3%* 18.5+1.3%* 26.7+2.1%* 44.2+1,3%*

Apoptotic Cells (%) 4 h

Figura 43. Efecto del estrés oxidativo sobre la viabilidad celular y apoptosis en células U-937. A)
Histograma dosis/tiempo-respuesta de la viabilidad celular (MTT) al agente oxidante peréxido de
hidrégeno (H,0,). Las células se trataron con 1 uM, 10 uM, 100 pM, 500 uM y 1 mM de H,0,. La
viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo MTT alas 1 h, 2 h, 4 h'y 24 h de la incubacion con el
H,0,. Los valores se presentan como medias + SEM de 8 experimentos independientes y se expresan
como un aumento del nimero de veces sobre el valor de actividad en ausencia de H,O,
(experimental/control). B) Las imagenes de microscopia de fluorescencia (Hoescht 33342) muestran la
morfologia nuclear de células U-937 tratadas con concentraciones crecientes de H,O, tras 4 h de
tratamiento. Los valores se expresan como medias del porcentaje de células con morfologia nuclear
apoptética. *P < 0,05 en comparacion con los valores de control.

Citarabina (AraC) y etoposido (VP-16) son dos agentes quimioterapéuticos
comunmente utilizados en tratamientos de leucemia aguda [319, 332]. Para estudiar la
incidencia que tienen dichos agentes quimioterapéuticos sobre la viabilidad celular de
estos compuestos. Tratamos las células U-937 con 50 UM citarabina y 50 uM etopdsido,
y a continuacion llevamos cabo el ensayo de viabilidad celular MTT a diferentes
tiempos (0, 1, 2, 4 y 6 h). Los resultados indicaron una disminucion significativa (P <
0,05) de la viabilidad celular con respecto al control a partir de las 2 h de tratamiento.
Los valores experimentaron una disminucion progresiva hasta el Gltimo de los puntos
monitorizados (Figura 44A). De manera simultanea se cuantifico el ratio de nucleos
apoptoticos en las células U-937 a los mismos puntos de tiempo. Los resultados

indicaron un aumento significativo (P < 0,05) en el ratio de células que presentaban
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nucleos con morfologia apoptética a partir de las 4 h con respecto al control (Figura
44B y 44C).
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Figura 44. Efecto de los quimioterapéuticos sobre la viabilidad celular y apoptosis en células U-937.
Las células se trataron previamente durante 4 horas con 50 uM de etoposido (VP-16) o 50 uM de
citarabina (AraC). A) La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo MTT a diferentes tiempos (0-6
h). B) Cuantificacion de la morfologia apoptdtica. Los nucleos se tifieron con Hoechst 33342, se
visualizaron en un microscopio de fase de contraste Nikon Eclipse TS 100 y las imégenes se capturaron
usando una cdmara digital Nikon (DSQi1Mc). Los valores de A y B representan las medias + SEM de 8
experimentos independientes y se expresan como un aumento del ndmero de veces sobre el valor de
actividad en ausencia de quimioterapéuticos (experimental/control). *P < 0,05 en comparacion con el
control. C) Muestra los campos mas representativos de cada grupo experimentales cuantificados en B a
las 4 h de tratamiento.

Caracterizados los efectos del HS (1 h, 42 °C) en las células U-937 (Capitulo 1),
sabemos que estas no desarrollan resistencia en dichas condiciones de hipertermia.
Hemos visto que el principal mecanismo de proteinas HSP que participa en la respuesta
a estrés disminuye sus niveles, y a continuacion las celulas leucémicas U-937 entran en

apoptosis de manera progresiva.

Estudios previos presentan la terapia combinada de estrés térmico y agentes
guimioterapéuticos, como una herramienta exitosa induciendo apoptosis en

comparacion con las células que son Gnicamente tratadas con quimioterapéuticos [200].
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En vista de nuestros resultados, nos planteamos estudiar el efecto del HS previo
a un estimulo apoptético en células U-937. Para ello, las células U-937 se sometieron a
HS y 2 h después de su cese, se trataron con 500 uM H,0,, 50 uM citarabina 0 50 uM
etopdsido durante 4 h. A continuacion, se cuantificaron los valores de viabilidad celular
y el ratio de células con morfologia nuclear apoptética. Los resultados de MTT indican
que la disminucion de la viabilidad celular inducida por H,O, o etopdsido no se vio
significativamente alterada por la exposicion previa de las células a HS. Sin embargo,
no fue asi en las células tratadas con citarabina, en las que el HS indujo una disminucion
adicional estadisticamente significativa (P < 0,05) en la viabilidad celular con respecto a
la disminucién que habia causado el tratamiento de citarabina por si solo (P < 0,05)
(Figura 45A). No obstante, el tratamiento combinado de HS y citarabina no supero los
efectos que tuvo el HS por si solo sobre la viabilidad celular. Por otro lado, la
cuantificacion de células con morfologia apopt6tica mantuvo el mismo patron de
resultados que la determinacion de viabilidad. EI HS no causo alteraciones en la accion
proapoptdtica inducida por estrés oxidativo (H,O;) o por etopdsido (P < 0,05; Figura
45B); sin embargo, si promovié un aumento significativo en la capacidad apoptogénica
de citarabina sobre las células U-937 (P < 0,05; Figura 45B). Aungue de nuevo, el
tratamiento combinado de HS vy citarabina no super6 los efectos que tuvo el HS por si

solo sobre el aumento del ratio de células U-937 con morfologia apoptética.
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Figura 45. Efecto de la hipertermia (HS) frente al estrés celular causado por quimioterapéuticos y
peroxido de hidrégeno en células U-937. Las células se sometieron a HS durante 1 ha 42°Cy 2 h
después de su cese, se trataron con 500 uM de perdxido de hidrégeno (H,0,), 50 uM de citarabina (AraC)
0 50 uM de etop6sido (VP-16) durante 4 h. A) La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo MTT
como se describe en Materiales y Métodos. B) Porcentaje de células con morfologia nuclear apoptotica.
Los valores se presentan como medias = SEM de 8 experimentos independientes y se expresan como un
aumento del nimero de veces sobre el valor en ausencia de tratamiento (experimental/control). *P < 0,05
en comparacién con el control. #P < 0,05 en comparacion con los valores de los quimioterapéuticos en
ausencia de estrés.
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La hipertermia se ha aplicado con éxito como tratamiento Unico o combinado en
diferentes tipos de cancer [200]. Los resultados de nuestros estudios in vitro indican que
los tratamientos combinados no presentan diferente capacidad antileucémica que el
tratamiento de HS de manera independiente. No obstante, en este punto, nos planteamos
valorar la toxicidad que podria derivar el tratamiento hipertérmico en combinacién con
los agentes quimioterapéuticos en leucocitos, como las células parentales sanas de la
leucemia. A partir de sangre fresca (< 1 hora después de su extraccién) aislamos
leucocitos por centrifugacion en gradiente de ficoll. Lavados los leucocitos fueron
sometidos a las mismas condiciones de HS (1 h, 42 °C) y tras el cese se afadio a las
células 500 uM H,0,, 50 UM etopdsido o 50 UM citarabina durante 4 h. Pasado el
tiempo de tratamiento se cuantificaron los cambios en la viabilidad celular de los
leucocitos por el método de exclusion de Trypan Blue en camara de Neubauer. A
diferencia del patrén de respuesta que tiene lugar en las células U-937, los resultados
indican que HS, no s6lo no causa aumento de la mortalidad en leucocitos sanos, sino
que ademas, disminuye de manera significativa (P < 0,05) el dafio causado por los
agentes quimioterapéuticos a los leucocitos (Figura 46A). Para estudiar si la mortalidad
inducida por la toxicidad de los tratamientos es de origen apoptotico analizamos la
actividad de la caspasa-3 (Figura 46B). Los resultados indican que HS disminuy6 de
manera estadisticamente significativa (P < 0,05) los valores de activacién de caspasa-3
con respecto a los valores controles. De la misma manera, el aumento de la actividad
caspasa-3 (P < 0,05) causado por los agentes quimioterapéuticos en leucocitos
experimentd una drastica atenuacion debido a la aplicacion previa de HS (P < 0,05;
Figura 14 B). Sin embargo, se puede observar que el tratamiento de hipertermia por si
solo no induce toxicidad alguna en leucocitos, a diferencia de los tratamientos
combinados (Figura 46). Si tenemos en cuenta que sobre las células de leucemia U-937
el tratamiento de hipertermia, por si solo, es tan efectivo como el combinado con
agentes quimioterapéuticos (Figura 45), este ultimo no resultaria ventajoso ya que
presenta igual actividad antileucémica y una aparente mayor toxicidad sobre células
sanas (Figura 46). Con esta afirmacion estariamos descuidando los resultados que
indican una desorganizacion progresiva del mecanismo de “respuesta a estrés”
relacionado con las proteinas HSP (Capitulos 1 y 2) que conllevaria una disminucion de
la tolerancia a estrés, y conduce la célula leucémica hacia la apoptosis. Lo cual podria
explicar por qué estudios previos sefialan que la terapia combinada de estrés térmico y a

agentes quimioterapéuticos presenta una mayor tasa de apoptosis en células tumorales
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[200]. Aunqgue estos resultados hasta ahora no se ajustan a nuestros valores obtenidos
(Figura 45), no seria descartable que en si en células U-937 retrasdsemos la adicion de
los tratamientos quimioterapéuticos, o insultos estresante adicionales, podriamos
obtener resultados més efectivos al enfrentarnos a células mas vulnerables (Figura 36).
Como han demostrado otros estudios [212, 235] y se puede observar en nuestros
resultados (Capitulos 1 y 2), los niveles de HSP van a determinar la resistencia o
vulnerabilidad de las células a la quimioterapia. Asi nuestros resultados instan a estudiar
para cada tipo celular las condiciones adecuadas de hipertermia valorando las
variaciones de los niveles de HSP. El objetivo seria ajustar los tratamientos combinados
a una baja actividad HSP, y consecuentemente una mayor vulnerabilidad de la célula

tumoral.

En cuanto a las células sanas, nuestros resultados apuntan hacia el HS como un
tratamiento protector frente a los efectos toxicos secundarios que presentan los

tratamientos antileucémicos.
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Figura 46. Efecto de la hipertermia (HS) frente al estrés celular causado por quimioterapéuticos y
perdxido de hidrdgeno en leucocitos. Los leucocitos se sometieron a HS durante 1 ha 42°Cy 2 h
después de su cese, se trataron con 500 uM de perdxido de hidrégeno (H,0,), 50 uM de citarabina (AraC)
0 50 UM de etoposido (VP-16) durante 4 h. A) La viabilidad se evalu6 mediante Trypan Blue tal y como
se describe en Materiales y Métodos. B) Valores de activacion de caspasa-3. La actividad enzimatica de
caspasa-3 se estimé como se describe en Materiales y Métodos. Los valores se presentan como medias +
SEM de 8 experimentos independientes y se expresan como un aumento del nimero de veces sobre el
valor en ausencia de quimioterapéuticos (experimental/control). *P < 0,05 en comparacion con los
valores control. # P < 0,05 en comparacion con los valores en ausencia de estrés térmico. oP < 0,05 en
comparacion con los valores en condiciones de estrés térmico (HS).
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CAPITULO 4: PAPEL DE LA PROTEINA HSP70 EN LAS TERAPIAS
COMBINADAS DE MELATONINA Y AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS
EN CELULAS DE LEUCEMIA MONOCITARIA AGUDA U-937.

HSP70 es una chaperona que se sobreexpresa en condiciones de estrés celular.
Niveles elevados y sostenidos en el tiempo de HSP70 estdn vinculados con la
adquisicion de tolerancia al estrées, facilitando la evasion de la apoptosis y generando
condiciones ideales para el desarrollo de tumores. HSP70 se convierte por tanto en una
excelente diana a la que apuntar con las estrategias anticancer [14]. Por otro lado,
resultados previos publicados por nuestro grupo de investigacion demuestran que la
melatonina posee efectos adyuvantes al combinarse con agentes quimioterapéuticos
[435]. Este hecho, junto con los resultados anteriormente expuestos en esta Tesis en los
que hemos caracterizado los efectos de la inhibicion de HSP70 en células U-937
(Capitulo 1), nos llevo a plantearnos estudiar los posibles efectos de la inhibicion de
HSP70 en el tratamiento combinado de melatonina y agentes quimioterapéuticos en

células de leucemia monocitaria aguda U-937.

En primer lugar, quisimos analizar el efecto de la melatonina y P-u en la
proliferacion de las células U-937. Para ello, 0,5 x 10° células/mL se incubaron durante
24 h con 1 mM melatoninay 1 uM P-p. Los recuentos celulares en camara de Neubauer
tras 24 h de incubacion indican que el control habia duplicado la concentracion celular
en el cultivo, como era de esperar. Sin embargo, la melatonina inhibié6 de manera
estadisticamente significativa (P < 0,05) la proliferacion celular. El tratamiento de P-p
durante 24 h no causd alteraciones evidentes en el namero de células tras 24 h, lo cual
es coherente con los resultados anteriores (Figura 47). Cuando las células U-937 se
coincubaron durante 24 h con melatonina y P-j1 se obtuvo un efecto sensibilizador, dado
que el tratamiento conjunto indujo una disminucion de la proliferacion
significativamente mas intensa que la melatonina y que P-u de manera independiente (P
< 0,05; Figura 47). Puesto que la inhibicién de HSP70 por si sola no presentaba ninguna
modulacion sobre la proliferacion, estos resultados nos indican que no es una proteina
imprescindible para la progresion del ciclo celular de las células U-937, aunque si

parece protegerlas de los efectos antiproliferativos de la melatonina.
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Figura 47. Papel de la inhibicion de HSP70 en la proliferacion de células U-937. Las células se
trataron 24 horas con 1 mM de melatonina (Mel), 1 uM de pifithrin (P-p) o el vehiculo (control, Ctrl). La
proliferacion celular se evalud tras 24 horas de incubacion mediante camara de Neubauer como se
describe en Materiales y Métodos. Los valores del histograma se presentan como medias £ SEM de 8
experimentos independientes. *P < 0,05 en comparacion con los valores de control. #P < 0,05 en
comparacion con los valores de melatonina. oP < 0,05 en comparacion con los valores de pifithrin-p.

Conociendo las condiciones de proliferacion en las que se encuentran las células
U-937 a las 24 h de incubacion con melatonina y P-, quisimos estudiar su respuesta a
los agentes quimioterapéuticos citarabina (50 uM), etoposido (50 M) y 5-fluorouracilo
(1 mM), en dichas condiciones. Para ello, en las mismas condiciones de incubacion con
melatonina y P-y, las células se trataron con dichos agentes quimioterapéuticos durante
4 h. Posteriormente se analizaron los valores de viabilidad celular por el método MTT.
Los resultados obtenidos indican que la combinacion de melatonina con citarabina
presenta valores significativamente inferiores a los presentados por ambos tratamientos
de manera independiente (P < 0,05; Figura 48A). El patron de comportamiento fue
similar cuando citarabina se sustituyd por etopésido o 5-fluorouracilo (Figura 48B y
48C). Por otro lado, cuando las células se pretrataron con P-j, no presentaron una
mayor sensibilidad a citarabina (Figura 16A), similares resultados se obtuvieron con
etopdsido (Figura 48B) o 5-fluorouracilo (Figura 48C). Es decir, no se apreciaron
diferencias significativas en la viabilidad celular de la linea U-937 entre las células
tratadas con agentes quimioterapéuticos en presencia y ausencia de actividad HSP70.
Aunque el tratamiento combinado de melatonina con el inhibidor P-p (Mel+P-) mostré
una capacidad antiproliferativa superior a la obtenida por los compuestos de manera
independiente (Figura 47), la viabilidad celular no disminuyé de manera significativa
cuando las células se trataron combinando melatonina y P-pL con respecto al tratamiento

con melatonina de manera independiente (Figura 47). Sin embargo, la incubacion de las
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células con melatonina y el inhibidor de HSP70 favorecidé que el tratamiento con
quimioterapéuticos indujese la mayor disminucion (P < 0,05) de la viabilidad celular,
superando los valores de melatonina, P-|, quimioterapéuticos, el tratamiento combinado
de melatonina con P-p (Mel+P-p), e incluso con respecto al efecto aditivo de la

melatonina con quimioterapéuticos (Mel+Ara-C, Mel+VP-16, Mel+5-FU).
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Figura 48. Papel de HSP70 en la viabilidad celular de células U-937 tratadas con melatonina y
agentes quimioterapéuticos. Las células se trataron 24 horas con 1 mM de melatonina (Mel), 1 uM
pifithrin-p (P-p) o el vehiculo (control, Ctrl). Los agentes quimioterapéuticos 50 uM de citarabina (Ara-
C), 50 uM de etopdsido (VP-16) y 1 mM de 5-fluorouracilo (5FU) se incubaron 4 horas antes de evaluar
la viabilidad celular mediante el ensayo MTT. (A) Viabilidad celular en presencia de Ara-C. (B)
Viabilidad celular en presencia de VP-16. (C) Viabilidad celular en presencia de 5FU. Los valores se
presentan como medias + SEM de 8 experimentos independientes. *P < 0,05 en comparacién con los
valores de control. #P < 0,05 en comparacion con los valores de melatonina. oP < 0,05 en comparacion
con los valores de pifithrin-g. &P < 0,05 en comparacion con los valores de quimioterapéutico. oP < 0,05
en comparacién con los valores de melatonina + quimioterapéuticos. P < 0,05 en comparacion con los
valores de melatonina + pifithrin-p.
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Para concretar el efecto de la inhibicion de HSP70 sobre el tratamiento
combinado de la melatonina con los agentes quimioterapéuticos, llevamos a cabo la
cuantificacion del ratio de células que presentaban nucleos con morfologia apoptdtica.
Para ello, con las mismas dosis y condiciones de incubacién con melatonina y P-p (24
h), se trataron las células con los agentes quimioterapéuticos 50 uM citarabina, 50 uM
etopdsido y 1 mM 5-fluorouracilo durante 4 h y a continuacion se cuantificaron los
porcentajes de celulas apoptdticas por microscopia. Los resultados evidencian un
aumento significativo del tratamiento combinado de melatonina y los agentes
quimioterapéuticos con respecto a los valores de estos compuestos por separado (P <
0,05; Figura 49). EI P-p por si solo no causé alteraciones evidentes con respecto a los
valores de apoptosis de las células control, sin embargo, cuando se combiné con agentes
quimioterapéuticos se mantuvieron los valores del ratio de apoptosis con respecto a los
valores inducidos por los agentes quimioterapéuticos por si mismos. La incubacién
durante 24 h con melatonina y P-p causé un aumento de la apoptosis con respecto al P-
i por si s6lo (P < 0,05). En estas condiciones de proliferacion minima que induce el
tratamiento conjunto de melatonina y P-u, cuando se afiadi6 un agente
quimioterapéutico, sélo etopdsido mostré un aumento adicional significativo en el ratio

de células con morfologia nuclear apoptdtica (P < 0,05; Figura 49B).

Si observamos en conjunto los valores de proliferacidn, viabilidad y apoptosis, la
inhibicion de HSP70 en células de leucemia monocitaria aguda U-937 favorece el efecto
antiproliferativo de melatonina en combinacion con agentes quimioterapéuticos.
Ademas, se aprecia una disminucién de la actividad metabdlica y aumento de la
apoptosis. Estos resultados indican que los efectos de los agentes quimioterapéuticos
son potenciados por la melatonina, la administracion adicional de P-p mantuvo al
menos las mismas condiciones proapoptéticas en situacion de minima proliferacion
(Figura 49).
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Figura 49. Papel de la HSP70 en la apoptosis de células U-937 tratadas con melatonina y agentes
guimioterapéuticos. Las células se trataron 24 horas con 1 mM de melatonina (Mel), 1 uM de pifithrin-p
(P-p) o el vehiculo (control, Ctrl). Los agentes quimioterapéuticos 50 uM de citarabina (Ara-C), 50 uM
de etopésido (VP-16) y 1 mM de 5-fluorouracilo (5FU) se incubaron 4 horas antes de evaluar la
morfologia apoptdtica. Los nlcleos se tifieron con Hoechst 33342, se visualizaron en un microscopio de
fase de contraste Nikon Eclipse TS 100. El histograma muestra el porcentaje de celulas con morfologia
nuclear apoptética (A) Morfologia apoptoética en presencia de Ara-C, (B) Morfologia apoptotica en
presencia de VVP-16 y (C) Morfologia apoptdtica en presencia de 5FU. Los valores se presentan como las
medias = SEM de 8 experimentos independientes. *P < 0,05 en comparacién con los valores de control.
#P < 0,05 en comparacion con los valores de melatonina. oP < 0,05 en comparacion con los valores de
pifithrin-p. &P < 0,05 en comparacion con los valores de quimioterapéutico. oP < 0,05 en comparacion
con los valores de melatonina + VVP-16. ¢P < 0,05 en comparacion con los valores de melatonina + P-p.

De acuerdo con nuestros resultados previos, la melatonina potencio la capacidad
antileucémica de los agentes quimioterapéuticos utilizados [435], disminuyendo la
viabilidad celular y promoviendo la apoptosis. Esta capacidad potenciadora de los
agentes quimioterapéuticos no la mostré el inhibidor de HSP70. P-u tampoco
incremento la apoptosis cuando las células se trataron con la combinacion de melatonina
y agente quimioterapéutico (excepto en el caso de etopdsido, Figura 49), sin embargo, si
disminuia la viabilidad celular por debajo de lo inducido por la combinacion de
melatonina y quimioterapéuticos (Figura 48). Este Gltimo efecto, probablemente sea
debido a la gran capacidad citostatica que presenta la melatonina sobre las células U-
937 tratadas con el inhibidor de HSP70.
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Aunque sea de manera transitoria, las células respondieron al estrés con un
ligero aumento de los niveles de HSP70 (Figura 36, 37 y 42). Recientes estudios han
indicado que la melatonina puede inhibir la resistencia generada por elevados niveles de
HSP70 y HSP27 en células tumorales, pudiendo deberse a su actividad catalasa [456].
Existen evidencias que sefialan una alteracion redox como el inicio de la respuesta a
estrés, elevando los niveles de HSP70 y HSP27. Debido a que la actividad catalasa de la
melatonina impidié la elevacion de HSP70 y HSP27, acentuando los efectos

antileucémicos de la hipertermia [70].

La melatonina presenta actividad catalasa dentro de la célula, debido a su
capacidad antioxidante neutraliza especies reactivas del oxigeno como el H,0,, lo que
normalmente se cumple en células no tumorales [457]. Sin embargo, una amplia
literatura y nuestras evidencias experimentales indican que la melatonina presenta
efectos prooxidantes tanto en células tumorales en general [433, 435], como en células
leucémicas en particular [401, 458]. Por ello, hipotetizar que la melatonina mediante
actividad catalasa evita la respuesta a estrés es una idea bastante controvertida y digna
de ser estudiada. No obstante, permanece una coherencia entre nuestros resultados
(Figura 41 y 42) y los de Beere y cols. en que la disminucion de los niveles de HSP70
coinciden con una mayor activacién de caspasas [459]. Es muy probable, que la bondad
de la melatonina como agente potenciador o suplementario antileucémico radique en
incidir en maltiples dianas dentro de célula tumoral [400]. Aungue ain se mantiene
estudios de los mecanismos que utiliza la melatonina para impedir la respuesta a estrés

en células leucémicas.

En resumen, el tratamiento combinado de agentes quimioterapéuticos y
melatonina tiene una gran capacidad apoptogénica en células de leucemia monocitaria
aguda U-937. Aungue esta capacidad de tratamiento combinado no se vea alterada por
la inhibicion de HSP70, si favorece la quiescencia de células U-937 que presentasen
resistencia a la apoptosis. Estos resultados instan a llevar a cabo la puesta a punto de
tratamientos a largo plazo que conlleven una reduccion progresiva del namero de
celulas viables. No obstante, la inhibicion de HSP70 en el tratamiento combinado de
melatonina y agentes quimioterapeuticos muestra efectos citostaticos y citotoxicos en

células de leucemia U-937.
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CAPITULO 5: PAPEL DE LA PROTEINA HSP90 EN LAS TERAPIAS
COMBINADAS DE MELATONINA Y AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS
EN CELULAS DE LEUCEMIA MONOCITARIA AGUDA U-937.

En condiciones normales, las células leucémicas sobreexpresan HSP90 como
elemento de resistencia y evasion de la apoptosis [267]. El conocimiento de este hecho
ha permitido situar a HSP90 en el punto de mira de ciertos tratamientos antileucémicos.
No obstante, en ciertas ocasiones este tratamiento resulta inefectivo y las células
muestran resistencia al mismo. Asi, las terapias antitumorales combinadas cobran
sentido porque abordan diversas dianas moleculares en el mismo momento y sobre el
mismo sujeto. Estudios anteriores llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion
sefialan la melatonina como un efectivo adyuvante en el tratamiento de células
tumorales con agentes quimioterapéuticos [435]. Por ello, y conforme al estudio
descrito en el Capitulo 4, nuestro objetivo ha sido estudiar los efectos de la inhibicién
de HSP90 en los tratamientos combinados de melatonina y agentes quimioterapéuticos
clasicos como citarabina, etopdsido y 5-fluorouracilo.

En primer lugar, evaluamos las condiciones de proliferacion en las cuales se
encontraban las células antes de adicionar los agentes quimioterapéuticos. Para ello, 0,5
x 10° células/mL se incubacion durante 24 h con 1 mM melatonina y 500 nM 17-AAG,
inhibidor de HSP90. Los recuentos en cdmara de Neubauer muestran una duplicacion de
la poblacion celular en este periodo, de acuerdo con la naturaleza de la linea celular U-
937. De manera similar a los resultados del capitulo anterior, la melatonina disminuy6
de manera estadisticamente significativa la concentracién celular con respecto al control
(P < 0,05; Figura 50). La inhibicién de HSP90 por el 17-AAG durante 24 h también
caus6 un descenso significativo de la proliferacion, obteniéndose valores aproximados a
la mitad del control (P < 0,05; Figura 50). Esto apunta hacia un bloqueo casi total de la
proliferacion celular, lo que concuerda con los valores expuestos en el Capitulo 2
(Figura 38), y donde la literatura sugiere que la proliferacion celular sea muy
dependiente de HSP90 [451]. Cuando las células U-937 se coincubaron durante 24 h
con melatonina y 17-AAG se obtuvieron valores significativamente menores que con la
melatonina por si sola (P < 0,05), pero no diferentes a los de las células tratadas con 17-
AAG. Esto indica que la inhibicion de HSP90 es la causa principal del blogueo de la

proliferacion cuando se tratan las células U-937 con melatonina y 17-AAG (Figura 50).
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Figura 50. Papel de la inhibicion de HSP90 en la proliferacion de células U-937. Las células se
trataron 24 h con 1 mM de melatonina (Mel), 500 nM de tanespimicina (17-AAG) o el vehiculo (control,
Ctrl). La proliferacion celular se evalu6 tras 24 horas de incubacion mediante cAmara de Neubauer como
se describe en Materiales y Métodos. Los valores del histograma se presentan como medias + SEM de 8
experimentos independientes. *P < 0,05 en comparacion con los valores de control. #P < 0,05 en
comparacion con los valores de melatonina.

Para estudiar la participacion de HSP90 sobre los efectos que el tratamiento
combinado con melatonina y quimioterapéuticos tienen sobre las células U-937,
llevamos a cabo la incubacion de las células con 1 mM melatonina y 500 nM 17-AAG
durante 24 h. Posteriormente, las células se incubaron durante 4 h con 50 uM citarabina,
50 uM etopdsido y 1 mM 5-fluorouracilo. Los resultados indican que el tratamiento
combinado de melatonina y quimioterapéuticos induce una disminucion
estadisticamente significativa comparada con la originada por dichos tratamientos de
manera independiente (P < 0,05; Figura 51). En coherencia con los resultados de
proliferacion, la inhibicion de HSP90 indujo una disminucién de la viabilidad celular
con respecto al control (P < 0,05; Figura 51). Estas células, en una situacién de baja
division y actividad metabolica inducida por 17-AAG, no sufrieron variaciones en sus
valores de viabilidad celular cuando se les administrd citarabina. Este efecto del
tratamiento combinado (17-AAG + AraC) sobre la viabilidad celular es atribuible al
inhibidor 17-AAG, ya que no se apreciaron diferencias significativas cuando el 17-AAG
actuaba sobre las células por si solo con respecto al combinado con este

quimioterapéutico (Figura 51A).

Sorprendentemente, la combinacion de melatonina y 17-AAG redujo de manera
significativa los valores de viabilidad celular (P < 0,05; Figura 51A, séptima barra),

incluso por debajo de los valores obtenidos en las células tratadas con 17-AAG y
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citarabina (P < 0,05; Figura 51A, sexta barra). No se observaron variaciones en la
viabilidad celular cuando las células se trataban con 17-AAG o con citarabina en
presencia de melatonina (Figura 51A, cuarta vs séptima barra). Tampoco se apreciaron
modificaciones de estos valores de viabilidad celular cuando se administro citarabina a
las muestras incubadas con melatonina y 17-AAG. Igualmente, se analizé el efecto de
agentes quimioterapéuticos etopdsido y 5-fluorouracilo sobre la viabilidad celular de
células U-937 tratadas el inhibidor de HSP90 y melatonina. Los resultados muestran un
patrén similar, donde el tratamiento de inhibicién de HSP90 tiene mayor respuesta (P <
0,05) sobre la viabilidad celular si se combina con melatonina que con etopésido o 5-
fluorouracilo (Figura 51B y 51C). La adicién de melatonina, y no los agentes
quimioterapéuticos, fue capaz de conseguir un efecto adicional sobre la disminucién de

la viabilidad celular.
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Figura 51. Papel de HSP90 en la viabilidad celular de células U-937 tratadas con melatonina y
agentes quimioterapéuticos. Las células se trataron 24 horas con 1 mM de melatonina (Mel), 500 nM de
tanespimicina (17-AAG) o el vehiculo (control, Ctrl). Los agentes quimioterapéuticos 50 uM de
citarabina (Ara-C), 50 uM de etopdsido (VP-16) y 1 mM 5-fluorouracilo (5FU) se incubaron 4 horas
antes de evaluar la viabilidad celular mediante el ensayo MTT. (A) Viabilidad celular en presencia de
Ara-C, (B) Viabilidad celular en presencia de VP-16 y (C) Viabilidad celular en presencia de 5FU. Los
valores se presentan como medias £ SEM de 8 experimentos independientes. *P < 0,05 en comparacién
con los valores de control. #P < 0,05 en comparacion con los valores de melatonina. oP < 0,05 en
comparacion con los valores de 17-AAG. &P < 0,05 en comparacion con los valores de los
quimioterapéuticos.
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Para caracterizar los efectos antileucémicos que presentaban las diferentes
combinaciones de tratamiento y tener mejor criterio en cuanto a la efectividad de los
mismos en células U-937, llevamos a cabo la cuantificacion del ratio de células que
adoptan morfologia nuclear apoptotica. Con las mismas condiciones experimentales que
el ensayo anterior, es decir, incubacion de las células con 1 mM melatonina y 500 nM
17-AAG (24 h), y posterior tratamiento con los agentes quimioterapéuticos 50 pM
citarabina, 50 pM etopdsido y 1 mM 5-fluorouracilo durante 4 h, se cuantificaron los

porcentajes de células apoptoticas por microscopia.

Los resultados ponen de manifiesto un efecto proapoptotico aditivo cuando se
combinan melatonina y los quimioterapéuticos, que resultd significativamente mayor
que estos compuestos administrados de manera independientes (P < 0,05; Figura 52).
Como ya se ha descrito en resultados anteriores, la inhibicion de HSP90 induce un
ligero aumento, aunque significativo (P < 0,05) en el ratio de células apoptdticas con
respecto a los valores control. Interesantemente, y en concordancia con los resultados de
viabilidad celular, no se aprecié ningin efecto proapoptético cuando las células se
trataron con los quimioterapéuticos en presencia del inhibidor 17-AAG (Figura 52). El
tratamiento combinado de melatonina y 17-AAG mostré6 un efecto apoptogénico
significativamente mayor (P < 0,05) que el inducido por los quimioterapéuticos, en las
mismas condiciones de inhibicion de HSP90 (Figura 52). En condiciones de tratamiento
con melatonina y 17-AAG, la adicion del agente quimioterapéuticos no aportdé un
ulterior efecto observable en el ratio de células U-937 con morfologia apoptotica
(Figura 52). Los resultados también indican que el tratamiento con melatonina y 17-
AAG es significativamente menos apoptogénico con respecto a la combinacion de

melatonina con cualquiera de los quimioterapéuticos (P < 0,05; Figura 52).
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Figura 52. Papel de la HSP90 en la apoptosis de células U-937 tratadas con melatonina y agentes
guimioterapéuticos. Las células se trataron 24 horas con 1 mM de melatonina (Mel), 500 nM de
tanespimicina (17-AAG) o el vehiculo (control, Ctrl). Los agentes quimioterapéuticos 50 puM de
citarabina (Ara-C), 50 uM de etoposido (VP-16) y 1 mM de 5-fluorouracilo (5FU) se incubaron 4 horas
antes de evaluar la morfologia apoptdtica. Los nucleos se tifieron con Hoechst 33342, se visualizaron en
un microscopio de fase de contraste Nikon Eclipse TS 100. El histograma muestra el porcentaje de células
con morfologia nuclear apoptotica (A) Morfologia apoptética en presencia de Ara-C, (B) Morfologia
apoptaética en presencia de VP-16 y (C) Morfologia apoptética en presencia de 5FU. Los valores se
presentan como las medias + SEM de 8 experimentos independientes. *P < 0,05 en comparacion con los
valores de control. #P < 0,05 en comparacion con los valores de melatonina. oP < 0,05 en comparacion
con los valores de 17-AAG. &P < 0,05 en comparacion con los valores de quimioterapéutico. oP < 0,05
en comparacion con los valores de melatonina + quimioterapéutico.

Claramente, los agentes quimioterapéuticos utilizados no ejercen ningun efecto
en las condiciones de baja proliferacion causada por la inhibiciéon de HSP90. Este
resultado estd enmarcado en un contexto celular de baja replicacion de ADN, que
representa la diana de estos y mucho de los agentes quimioterapéuticos utilizados
tradicionalmente. Sin embargo, en el mismo contexto la melatonina ejerce una accién

apoptogénica mayor, ya que sus dianas antitumorales son variadas [400].

La inhibicion de HSP90 en el tratamiento de 24 h combinado de melatonina y
agentes quimioterapéutico, no aportd efectividad adicional con respecto al uso de
melatonina y 17-AAG en celulas U-937. Sin embargo, y dado que la apoptosis inducida
es mayor si la melatonina se combina con quimioterapéuticos que con el inhibidor de
HSP90, podriamos pensar que el tratamiento en el primer caso es potencialmente mas
efectivo. No obstante, debemos tener en cuenta que la inhibicion de HSP90 causa un

bloqueo casi total de la proliferacion celular (Figura 50), y que la melatonina aporta a la
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inhibicién de HSP90 un potente efecto apoptogénico, ya que es capaz de inducir
apoptosis sobre células leucémicas quiescentes. Aunque los valores de viabilidad celular
(Figura 51) nos indican que no hay diferencias entre los tratamientos de melatonina con
quimioterapéuticos y melatonina con 17-AAG a las 24 h, serian necesarios mas estudios
a tiempos mas largos para ver el progreso de ambos tratamientos. De este modo se
podria esclarecer cual de las combinaciones, melatonina con quimioterapéuticos o
melatonina con 17-AAG, presentaria mayor proliferacion tras varios dias. Ademas, seria
de gran interés estudiar como la melatonina hace frente a la quimioresistencia y efectos
secundarios generados por 17-AAG o agentes quimioterapéuticos, y el papel que juegan

en ello las proteinas HSP participantes en la “respuesta a estrés”.
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Entre las leucemias agudas, la leucemia mieloide aguda (LMA) es el tipo mas
comun y el que causa una alta mortalidad, presentando gran heterogeneidad bioldgica y
clinica [463]. La relevancia del prondstico resulta determinante y, aunque se ha
avanzado en la busqueda de marcadores, un alto porcentaje de pacientes carece de una
anomalia especifica que permita detectarla, por lo que el uso de tratamientos efectivos
contra ella resulta crucial [1]. Aunque en la mayoria de los pacientes se logra una
remision completa de la enfermedad muchos de ellos sufren recaidas debido a la
resistencia a la quimioterapia. Debido a esto, evitar la quimiorresistencia en la leucemia
se ha convertido en uno de los principales objetivos en la actualidad para las
investigaciones en este campo [464]. La linea celular U-937 es una linea celular
leucémica aislada a partir del linfoma histiocitico de un paciente masculino de 37 afios,
usandose tradicionalmente para estudiar el comportamiento y la diferenciacion de los
monocitos [460]. Las células U-937 proliferan en cultivo en suspension suplementado y
tienen una tasa de division celular de 24 horas. Pertenecen a la serie mieloide, por lo que
en presencia de estimulos adecuados pueden madurar y diferenciarse, adoptando la

morfologia y las caracteristicas de los macréfagos maduros [461].

Las células tumorales, tienen la capacidad de eludir los puntos de control celular
mediante diversos mecanismos con el fin de evitar el proceso de apoptosis y mantener
su supervivencia. En este sentido, las proteinas de choque térmico (HSP), constituyen
uno de los sistemas universales mas antiguos de respuesta a gran diversidad de
situaciones de estrés [6]. De entre todos sus miembros, HSP90, HSP70 y HSP27 se
sobreexpresan en condiciones de estrés, presencia de quimioterapéuticos, presencia de

especies reactivas o irradiacion, lo que los hace ser buenos marcadores [14, 95].

Los estudios de los ultimos afios, aunque escasos, apuntan al uso de inhibidores
de HSP como posible tratamiento antitumoral, sobre todo de HSP90, cuya evaluacion
preclinica se encuentra fase Il/11l. Aunque la efectividad de los inhibidores a modo de
monoterapia ha sido documentada, es la terapia combinada con agentes
quimioterapéuticos la que mejores resultados ofrece hasta la fecha. EI modo de
actuacion puede variar aunque generalmente se produce una accion sinergica entre los
compuestos [465, 466] que inicia diferentes acciones, como la degradacion de proteinas
involucradas en las principales caracteristicas del cancer [467] o transformar tumores no
inmunogénicos para mejorar su reconocimiento por parte del sistema inmunolégico
[468, 469].
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En esta Tesis doctoral hemos querido estudiar el papel que desempefian las HSP
mas relevantes en el proceso de apoptosis de las células tumorales de LMA, HSP27,
HSP70 y HSP90, utilizando como modelo la linea celular U-937. Para ello, hemos
hecho uso de diversos estimulos como hipertermia, peroxido de hidrogeno, agentes
quimioterapéuticos y melatonina, asi como de inhibidores especificos de estas proteinas,
que nos han permitido esclarecer su implicacion en mecanismos de supervivencia y

muerte.

HSP70 y HSP9O0 resultan indispensables para el normal desarrollo de las células
tumorales. El uso de inhibidores especificos de HSP90 (GA y 17-AAG) tuvo un efecto
citostatico en células de leucemia U-937. Cuando el inhibidor se combind con
hipertermia, ademas ocasionaba un efecto apoptogénico. Sin embargo, la inhibicién de
HSP70 (P-w) aunque no tuvo efecto citostatico potenci6 la capacidad apoptdtica de la
hipertermia. Similares conclusiones fueron realizadas por Samali et al. [23], quienes
ademas sostienen que ante leves estimulos estresantes (no apoptogénicos) las células
pueden desarrollar una tolerancia inmediata al mismo, pudiendo incluso crear

resistencia frente a posteriores insultos ambientales.

La hipertermia como herramienta terapéutica consiste en producir un
calentamiento entre 41 °C y 45 °C, que cuando se combina con agentes
quimioterapéuticos se denomina termoquimioterapia [470]. Se ha visto que la
hipertermia incrementa la sensibilidad del tumor a los agentes quimioterapéuticos [471]
y actlia como adyuvante de la quimioterapia fomentando su acumulacién en los tejidos
tumorales [472]. Con objeto de ampliar la informacion obtenida en nuestro primer
objetivo sobre la respuesta celular de la linea U-937 al estrés, y asi comparar su
comportamiento con respecto al HS por si solo, decidimos utilizar terapias combinadas
de hipertermia con peréxido de hidrégeno (H,0,) como molécula inductora de estrés
oxidativo; y, con etoposido y citarabina como quimioterapéuticos [319]. En esta Tesis
hemos utilizado una terapia citotoxica, consistente en administrar una GUnica y elevada
dosis de quimioterapéutico, como sugiere el grupo de Ghibelli [453], desencadenando
en células leucémicas una respuesta celular a la citotoxicidad producida por el
compuesto y promoviendo una rapida activacion de la apoptosis [453, 462]. Asimismo,
podemos observar que el tratamiento con hipertemia no modificaba la capacidad
antileucémica de los quimioterapéuticos empleados o del peréxido de hidrégeno en

células de leucemia monocitaria aguda U-937, sino que ademas parece actuar como
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mecanismo protector frente a los efectos tdxicos secundarios que presentan los
tratamientos antileucémicos, haciendo del HS un aliado eficaz en el uso de terapias
combinadas como se describia al inicio de este parrafo.

Maés alla de los roles fisioldgicos habituales que desempefia la melatonina, esta
indolamina tiene la capacidad de modular el proceso de apoptosis [473], destacando su
accion dual como agente antioxidante, antiinflamatorio y “optimizador” del
funcionamiento de la mitocondria en células no tumorales [474], que contrasta con su
accion citotoxica en células tumorales, donde tiene efectos pro-apoptéticos y
antiproliferativos [475, 476]. Durante los tratamientos contra el cancer, la aplicacion de
la mayoria de agentes quimioterapéuticos o radiacion inducen un aumento de la
produccion de ERO, con el consecuente dafio celular y tisular. La terapia combinada de
los agentes quimioterapéuticos con melatonina, actia de forma sinérgica induciendo
apoptosis en las células tumorales mientras que protege a las células sanas contra los
efectos nocivos de estas terapias [405]. Ademas, la melatonina induce arresto del ciclo
celular en las células tumorales [404]. Nuestros resultados muestran que el tratamiento
combinado de agentes quimioterapéuticos y melatonina tiene una gran capacidad
apoptogénica y antiproliferativa en células de leucemia monocitaria aguda U-937. Esta
capacidad de tratamiento combinado no se ve afectada por la inhibicion de HSP70 o
HSP90. Ademas, cuando se aplico6 monoterapia con melatonina ésta consiguié inducir
apoptosis en células leucémicas quiescentes. Teniendo en cuenta estas evidencias, junto
con la literatura ya existente, podria considerarse este tipo de terapias combinadas con
melatonina para aumentar la tolerancia del paciente a una concentracion mayor del
agente anticancerigeno, aumentando asi la efectividad del tratamiento y disminuyendo

los efectos secundarios.

La complejidad de las vias moleculares utilizadas por las células tumorales para
evadir la apoptosis, junto con la diversidad que presenta el desarrollo tumoral en cada
paciente, suponen un desafio a la hora de encontrar caracteristicas comunes que
permitan disefiar tratamientos efectivos. El uso de monoterapias habituales que utilizan
una unica diana para combatir las células tumorales ha terminado por generar resistencia
en las mismas, por lo que se hace necesario desarrollar nuevas terapias mas efectivas.
Las proteinas de estrés o HSP, se presentan como una estrategia transversal de
supervivencia a tener en cuenta entre diferentes tipos de células tumorales. El uso de

nuevas terapias combinadas permite abordar este problema desde varias perspectivas;
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terapias sensibilizadoras a otras terapias, como la inhibicion de HSP70; sinérgicas,
como la inhibicion de HSP90; protectoras, como la hipertermia; o bien, combinar todas
estas acciones mediante el uso de melatonina. Si bien son necesarios muchos més
estudios que arrojen luz a este tipo de terapias combinadas, nuestro estudio nos acerca a

contar con medios mas eficaces y/o menos agresivos para combatir la LMA.



VI. CONCLUSIONES






Conclusiones

En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado terapias combinadas
antileucémicas basandonos en el papel esencial desempefiado por las HSP en la célula
tumoral, utilizando como modelo las células de leucemia monocitaria aguda U-937. En
virtud de los resultados obtenidos podemos realizar las siguientes conclusiones:

1. La inhibicion de HSP70 termosensibiliza las células de leucemia monocitaria
aguda U-937, disminuye los niveles de HSP70 y HSP90, y favorece el proceso
de apoptosis.

2. La inhibicién de HSP90 interrumpe drasticamente la proliferacion celular de
células de leucemia monocitaria aguda U-937 aunque no altera los efectos
proapoptéticos de un tratamiento de hipertermia posterior. Es decir, el uso
combinado de inhibidores de HSP90 e hipertermia compagina un efecto
citostatico y apoptogénico en células de leucemia U-937.

3. El tratamiento de hipertemia no modifica la capacidad antileucémica de los
quimioterapéuticos citarabina, etopdsido o de agentes oxidantes en células de
leucemia monocitaria aguda U-937, ademds actia como mecanismo protector
frente a los efectos toxicos secundarios que presentan los tratamientos
antileucémicos.

4. El tratamiento combinado de agentes quimioterapéuticos y melatonina tiene una
gran capacidad apoptogeénica en células de leucemia monocitaria aguda U-937.
Aunque esta capacidad de tratamiento combinado no se ve alterada por la
inhibicion de HSP70, si que favorece la quiescencia de células U-937 que
presentan resistencia a la apoptosis.

5. La inhibicion de HSP90 disminuye drasticamente la proliferacion de las células
U-937 y hace que los agentes quimioterapéuticos que interfieren en la
replicacion del ADN no ejerzan su accién antitumoral. Esto no ocurre en el caso
de la melatonina, que si consigue inducir apoptosis en células leucémicas
quiescentes. Por tanto, el tratamiento combinado de melatonina e inhibicién de
HSP90 muestra efectos antiproliferativos y proapoptoticos en células de
leucemia monocitaria aguda U-937.
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