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|. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO



. Justificacién del estudio

El céncer es un proceso por el cual defectos moleculares ocasionados por
dafos genéticos, producen la transformacién de una célula sana en tumoral. Esta
transformacién produce alteraciones fundamentales en la fisiologia de la célula,
como son, la autonomia frente a sefiales que controlan la proliferacién, falta de
sensibilidad frente a sefales inhibitorias del crecimiento, evasién de la apoptosis o
muerte celular programada, potencial replicativo ilimitado, capacidad angiogénica
o de formacién de neovascularizacién y capacidad de evasiéon del lugar de origen y

colonizacién de nuevos érganos (metdstasis).

El tumor es un sistema caracterizado por una gran hetereogeneidad
poblacional. Las células que lo componen tienen una alta capacidad de mutaciéon y
esta inestabilidad genética es la causa de la varibilidad intratumoral. Este hecho es
una de las causas de la resistencia que presentan numerosos cénceres frente a las
terapias antitumorales. Es muy probable que alguna poblacién de células del tumor
sobreviva a dichos tratamientos y provoque una nueva recidiva de la enfermedad.
Se produce un sistema en el que las células tumorales interaccionan con el estroma,
la matriz extracelular, el sistema vascular y las células del sistema inmune. Los
tumores son capaces de responder frente a los mecanismos fisioldgicos de supresién
del tumor, iniciando una cascada de respuestas que les permiten adaptarse al

nuevo ambiente o bien migrar a otro mds favorable.

Entre las tdcticas adaptativas que pueden llevar a cabo se encuentran:
disminucion de la expresién de genes proapoptdticos (gen supresor tumoral p53),
aumento de la expresidon de genes que confieren resistencia a drogas (MDRT),
aumento de la sintesis de metaloproteinasas (MMP), aumento de la sintesis de
moléculas detoxificadoras (GSH) y alteracién de los procesos de diferenciacion
celular. Estos aspectos confieren al tumor una gran robustez frente al ambiente que

les rodea y a los diferentes tipos de tratamientos.

Uno de los factores prondésticos mds relevantes, a la hora de analizar un
tumor, es el grado de diferenciacién de las células que lo componen. Las células

tumorales tienen alterados los mecanismos que regulan los procesos de
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|. Justificacién del estudio

proliferacién y diferenciaciéon celular, dando lugar a tumores con una capacidad
proliferativa y un grado de diferenciacién determinado en cada individuo. Aquellos
tumores con un allo o medio grado de diferenciacién, tendrdn una menor
capacidad proliferativa y, por lo tanto, un mejor prondstico. Sin embargo, aquellos
tumores con un bajo grado de diferenciacién, crecerdn mds répidamente

aumentando también su capacidad metastética.

Estudios previos sobre las células tumorales han demostrado, que aquellas
célulos altamente metastdticas (muy proliferativas) y poco diferenciadas, tienen
niveles mds altos de glutatién intracelular (GSH) que aquellas células menos
proliferativas y con un mayor grado de diferenciacién y, por supuesto, que las
células normales. El GSH, es el tiol no protéico mds abundante en el interior de la
célula. Es una molécula fundamental en los procesos de detoxificacién celular y esté
implicado en la regulacién de procesos celulares esenciales para el funcionamiento
normal de la célula, como son la proliferacién, sintesis protéica, apoptosis y
diferenciacién. En condiciones normales, conforme la célula va adquiriendo el
grado de diferenciacién que le corresponde, los niveles de GSH van disminuyendo

paulatinamente.

Actualmente, la induccién de la diferenciacién de las células tumorales, se
estd4 utilizando como alternativa a la terapia convencional del cdncer. Existen
moléculas reguladoras que interacttan en la célula para producir un balance
correcto entre la proliferacién y diferenciacion celular. Los retinoides son
considerados como los supresores fisiolégicos de la carcinogénesis. Estos derivados
de la vitamina A, regulan una amplia variedad de procesos biolégicos
(diferenciacién, proliferacién, apoptosis, morfogénesis), y se estén utilizando para el
tratamiento, sobre todo, de algunos cdnceres epiteliales y de la leucemia
promielocitica con resultados sorprendentes. Se esté investigando su aplicaciéon a

numerosos tipos de cdncer, como el de préstata, pdncreas, pulmén, etc.

Uno de los retinoides més utilizados para los tratamientos antitumorales, es

un derivado natural de la vitamina A, el ATRA (del inglés all-trans retinoic acid) o
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4cido transretinoico. El ATRA entra en las células por difusién pasiva e interacciona
por mediacién de una serie de moléculas a nivel nuclear; ademdés, regula

activamente la expresion génica induciendo la diferenciacién celular.

Como se puede observar, tanto el GSH como el ATRA, son moléculas que se
encuentran implicadas en la regulaciéon de los mismos procesos celulares, lo que
implica una posible relacion entre ellas. Asi lo sugiere la interaccién directa que
tiene el ATRA sobre proteinas dependientes de GSH o el papel del GSH en el
mantenimiento del balance de oxido-reduccién cuando existe un aumento del estrés
oxidativo producido por moléculas como el ATRA. Sin embargo, todavia hay pocos
estudios acerca de la posible influencia de los niveles de GSH sobre los efectos del

ATRA en las células tumorales.

La utilizacién de los agentes inductores de la diferenciacién solos o en
combinacién con otros fdrmacos (moduladores de GSH, citostdticos cldsicos),
puede producir efectos sinérgicos en el control del crecimiento, induccién de la
apoptosis y diferenciaciéon, permitiendo el uso de menores concentraciones
farmacolégicas, manteniendo la eficacia y disminuyendo los efectos secundarios en

los pacientes.

Como se ha expuesto anteriormente, existe una gran diversidad en cuanto al
tipo de células que componen los diferentes tumores y el grado de alteracién de los
procesos celulares bdsicos. Los diferentes mecanismos de respuesta que tengan las
célulos que componen el tumor, determinard la respuesta frente a las terapias
antitumorales utilizadas. Es decir, cada individuo tendrd un perfil especifico tumoral,

que es necesario estudiar para poder abordar el tratamiento més conveniente.

En este frabajo se estudia el efecto que produce la siguiente estrategia
terapéutica: induccién del grado de diferenciacién mediante el uso de retinoides,
modulacién de los niveles de GSH intracelular y terapia citostatica cldsica,
utilizando la ciclofosfamida, en uno de los cdnceres mds comin y agresivo en la

poblacién infantil como es el rabdomiosarcoma. Ademds, se estudia la influencia

5



|. Justificacién del estudio

que tfiene el grado de diferenciacién tumoral sobre la respuesta a las terapias

utilizadas y se determina la combinacién terapéutica mds adecuada en cada caso.
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Il. 1. LOS SARCOMAS DE PARTES BLANDAS

Los sarcomas denominados “de partes blandas” (SPB) engloban a un grupo
hetereogéneo de tumores primarios mesenquimatosos que se localizan fuera del
esqueleto, de los érganos parenquimatosos, o de las visceras huecas (Sole LA,
1998). Constituyen un 1% de las neoplasias y se han identificado hasta el momento

mas de 50 tipos histolégicos (Hogendoom PC, 2004; tabla 1).

0 RSN

Fig. 1. Resonancia magnética de un sarcoma de partes blandas de alto grado de malignidad,
apariencia de masa con lobulaciones y zonas isquémicas y necréticas en su interior (imagen tomada
de www.gaitano.net).

Su forma més frecuente de presentacién es como una masa de aparicién
insidiosa y lento crecimiento, que no motiva consulta médica por parte del paciente
hasta que, en general, ha adquirido considerables proporciones (Sole LA, 1998).
Debido a su apariencia inocua inicial, presentan una media en el retraso
diagnéstico de 6-12 meses. La apariciéon de la sinftomatologia suele ser secundaria
a presién o traccién en estructuras vecinas y raramente interfieren con la funcién
motora en su inicio. El dolor, esponténeo o provocado, es sintoma de aparicién
tardia. La localizacién retroperitoneal no suele dar sinfomatologia hasta que los
tumores son lo suficientemente grandes por su crecimiento local expansivo, e
invaden por extensién a los tejidos circundantes (Tabbarah HJ, 1983). Los SPB
pueden aparecer en cualquier parte del cuerpo, pero la zona afectada mds comdn
son las extremidades (60%), seguido del retroperitoneo (19%), la pared

abdominal/tordcica (15%) y, por Gltimo, la regién de cabeza y cuello (6%)[Figura 2].
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Cabeza y cuello

Pared

Abdominal/Torécica 6%
15%
Retroperitoneo Extremidades
19% 60%

Fig. 2. Distribucién de las localizaciones primarias més comunes del SPB.

Los SPB no tienen una etiologia definida, aunque se han identificado
multiples factores asociados que podrian predisponer a la aparicién de estos
tumores. Se ha apreciado una cierta predisposicién genética; los SPB ocurren con
mds frecuencia cuando se padece la enfermedad de Von Recklinhausen, el
sindrome de Gardner, esclerosis tuberosa, poliposis colénica familiar y el sindrome
de Li-Fraumeni —produce mutaciones en el gen supresor de tumores p53—. Su
aparicién también se ha asociado con la exposicién a radiaciones ionizantes y a
linfedema crénico. Ademds, algunos agentes quimicos como los d&cidos
fenoxiacéticos (presente en herbicidas), las digoxinas y los clorofenoles (conservantes

de la madera) se han implicado en su etiologia (Vasallo J.A. 2003).
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Tabla 1. Tipos histolégicos de sarcomas de partes blandas

Tipo del Tejido

Tumor

Oseo

Osteosarcoma Extradseo

Cartilaginoso

Condrosarcoma mixoide extradseo

Condrosarcoma mesenquimatoso extraéseo

Fibroso

Fibrosarcoma

Dermatofifrosarcoma

Fibrohistocitico

Histiocitoma fibroso maligno

Sinovial Sacoma sinovial

Graso Angiosarcoma
Linfangiosarcoma
Hemangiopericitoma maligno
Hemangioendotelioma maligno

Nervioso Liposarcoma

Muscular Leiosarcoma
Rabdomiosarcoma

Vascular Angiosarcoma

Piel/Dermis Sarcoma de células claras

Carcinoma celular

€sCamoso

Més de un tipo de tejido

Mesenquioma maligno

Desconocido

Sarcoma epitelioide
Sarcoma alveolar de partes blandas

Sarcoma de Ewing

Tumor desmopldsico de células redondas pequefias

A pesar de los subtipos histolégicos, los SPB presentan algunas caracteristicas
comunes. El comportamiento clinico de la mayoria de los SPB se correlaciona con
su localizaciéon anatémica, grado histolégico y tamano del tumor (Cormier JN,
2004). Ademds, la via metastdtica més comunmente utilizada es la hematégena,
siendo los pulmones el principal érgano diana. Por el contrario, son muy raras las
metdstasis producidas por via linfatica (<5%). Sin embargo, la variabilidad en los
resultados clinicos obtenidos hasta el momento, recalca la hereogeneidad en
cuanto a la agresividad biolégica de estos tumores, por lo que encontrar el

tratamiento terapéutico mds adecuado para cada tipo de tumor es uno de los
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grandes retos de la oncologia (Mocellin S, 2006). El grado histolégico en los SPB
tiene una gran relevancia pronéstica, debido a la relacién de éste con la afectacién
ganglionar. Se ha observado que la incidencia en la afectacién ganglionar esté en
gran medida relacionada con el grado histolégico de malignidad, siendo los
sarcomas epitelioides (con una tasa de afectacién del 80%), los sarcomas de origen
vascular (40%) y los rabdomiosarcomas (36%) los que se asocian con la tasa més

alta de afectacién ganglionar (Mazzeron JJ, 1987).

La mayoria de los SPB se caracterizan por una resistencia relativa a la
quimioterapia y la tasa de supervivencia a los 5 afios suele ser del 50-60% (Brennan
M, 2001). A pesar de los intentos de mantenimiento de un control local del tumor
en el érgano afectado, aplicando terapias multidisciplinares, se produce recurrencia
y metéstasis, lo que produce una tasa de supervivencia a los 5 afos en pacientes
con SPB de alto riesgo (con un perfil metastdtico, localizacién profunda, en el tronco
o cabeza y cuello, tamafio superior a 5 cm y grado histolégico intermedio o alto)
que no supera el 15% (Grupo GEIS, 2006). Sin embargo, se estdn llevando a cabo
grandes avances respecto a la biologia de este tipo de tumor, de forma que las
terapias se dirigen hacia dianas moleculares y especificas de las células que

componen el SPB, lo que puede cambiar la historia natural de esta enfermedad

(Fletcher JA, 2004).

Il. 2. EL RABDOMIOSARCOMA

El rabdomiosarcoma (RMS) es el SPB mds comunmente encontrado en nifos
y j6venes. Constituye el 4%-5% de las enfermedades infantiles con una incidencia
anual de 5.3 enfermos por millén de nifios con edad inferior a los 15 afos (Pascual
N, 2005). En Estados Unidos, por ejemplo, aparecen 350 casos nuevos al afo
aproximadamente. El pico de incidencia en la infancia se produce a la edad media

de 5 afos, con un mayor porcentaje de afectacién en el género masculino (Breitfel

P, 2005).
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Puesto que el RMS deriva de las células mesenquimales primitivas, se puede
desarrollar en cualquier zona del cuerpo incluidos aquellos en los que no se
encuentra normalmente  musculo estriado. Los lugares donde se localiza
preferentemente son los siguientes [Figura 3]: zona genitourinaria (GU) (24%),
parameninges (16%), extremidades (19%), zona orbital (9%), zonas de la regién de

cabeza y cuello (10%) y otras localizaciones (22%)(Meyer WH, 2004).

Otras zonas
(22%) GU (24%)

Cabeza y Cuello
(10%)

Parameninges

(16%)

Orbital
(9%) Extremidades
(19%)

Fig. 3. Distribucién de las localizaciones primarias més comunes del RMS.

Los sintomas de la enfermedad dependen de la localizacién primaria del
tumor. Los tumores nasofanringeos suelen producir sangrado, congestion,
dificultades en la deglucién o problemas neurolégicos cuando se extienden hacia el
cerebro. Los tumores del tracto genitourinario pueden producir sangrado vaginal o
signos de obstruccién urinaria. Cuando estos tumores se presentan en musculos
puede aparecer protuberancia dolorosa, aunque es posible que no presenten dolor.
El diagndstico del RMS suele tardar en realizarse debido a la falta de sintomas o
porque la aparicién puede coincidir con una lesién reciente; sin embargo, es muy
relevante la realizacién de un diagnéstico temprano, puesto que se trata de tumores

agresivos con una alta capacidad metastdtica.

Aunqgue la etiologia del RMS es bastante desconocida, muchos tumores
aparecen de forma espontdnea sin que exista una predisposicién por factores de
riesgo asociados. Existen, sin embargo, factores genéticos que juegan un papel muy
importante en la presentacién de la enfermedad. La apariciéon del tumor puede estar

asociada a un sidrome familiar en el cual se produce la inactivacion del “gen
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supresor de tumores” p53, el cual juega un papel critico en la paralizacién del ciclo
celular y el comienzo del proceso apoptético una vez que se han producido
alteraciones en el ADN. Ademds, como se expone mds adelante existen
anormalidades genéticas completamente diferentes dependiendo del tipo de RMS

del que se trate.

Existen dos tipos principales de RMS (National Cancer Institut, U. S., 2005):

+ RMS embrionario (ERMS): es el mds comin (80%) y se presenta sobre todo

en cabeza y cuello, vejiga, vagina, en zonas adyacentes a la prostata y los testiculos.
Afecta sobre todo a nifios de corta edad. Las células que forman este tumor
recuerdan a las que se encuentran en desarrollo en un feto de 6-8 semanas. Se dan
dos variantes del ERMS: la botrioide y aquella en que las células tienen forma de

huso.

+ RMS alveolar (ARMS): aparece en el 15-20% de los casos, sobre todo en
los mUsculos largos del tronco, brazos y piernas y afecta a nifios de mayor edad. Se
denomina alveolar porque las células se disponen dejando espacios huecos o
alveolos. Estas células recuerdan a las células musculares normales presentes en un

feto de 10 semanas.

La realizacién de una adecuada histologia de la biopsia o del tumor extirpado es
muy relevante en el RMS, ya que determinard el tipo de tumor y establecerd un
prondstico dependiendo de la variedad encontrada. Es indispensable realizar el
marcaje inmunohistoquimico de marcadores de diferenciacién de muUsculo
esquelético: miogenina, MyoD, actina muscular especifica, mioglobina y desmina
(Newton WA, 1995). Utilizando estos datos, los RMS se clasifican en dos grupos
dependiendo de su prondstico: el grupo histolégico favorable, en el que se

encuentra el ERMS con sus dos variantes y el grupo histolégico desfavorable, que

comprende el ARMS.
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Los dos tipos de RMS descritos tienen anomalias genéticas completamente
diferentes:

+ ERMS: se caracteriza por una pérdida de la heterocigosis del brazo
corto del cromosoma 11, lo que puede producir la inactivacién de un gen supresor
de tumores. Esta es la regién donde se encuentra el gen que codifica el factor de
crecimiento insulinico y este factor estd sobreexpresado en el RMS (Bridge JA,
2000).

+ ARMS: la mayoria de estos tumores (80-85%) tienen traslocaciones
cromosémicas. Estas traslocaciones dan lugar a los nuevos genes de fusién PAX3-
FKHR y PAX7- FKHR (Barr FG, 2001). Los genes PAX3 y PAX7 codifican proteinas
que se expresan durante el desarrollo embrionario y son esenciales para la
formacién de los primeros mioblastos. Por ofro lado los genes FKHR forman parte
de una importante familia de factores de transcripcién. Las proteinas formadas,
como resultado de las traslocaciones, mantienen la capacidad de unién al ADN
propia de los genes PAX pero funcionando como un factor de transcripcién mucho
mds potente que la proteina original. Los nuevos factores de transcripcion formados
son inhibidores de la diferenciacién miogénica, inhiben también la apoptosis
actuando como proteinas oncogénicas, todo lo cual se relaciona con wun
comportamiento clinico adverso. La deteccién de estas proteinas de fusién formadas
por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa es importante cuando se
diagnostica el ARMS, puesto que la aparicion de la nueva proteia PAX3-FKHR se
correlaciona con una alta capacidad metastdtica, bajas respuestas en el tratamiento

y muy frecuentemente la médula ésea se encuentra también comprometida

(Sorensen PHB, 2002).

Se han conformado diferentes sistemas de estadiaje para clasificar los RMS y
poder programar el tratamiento més adecuado segin la prognosis esperada. Los
sistemas més ampliamente utilizados son el estadiaje TNM (que tiene en cuenta la
localizacién del tumor primario, su didmetro mayor, la afectaciéon de estructuras
vecinas, las caracteristicas de los ganglios linfaticos y la presencia de metdstasis) y el
sistema de grupos IRS (basado en la cantidad de tumor residual tras la cirugia inicial

y en el grado de diseminacién tumoral en el momento del diagnéstico).
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CLASIFICACION TNM

Antes del Tratamiento Quirdrgico

Tumor
TO: No hay indicios del tumor primario
T1: El tumor afecta sélo al érgano o tejido de origen

Tla: Tumor < 5 cm en su mayor dimension
T1b: Tumor > 5 cm en su mayor dimensién

T2: El tumor extralimita el érgano o tejido de origen

T2: Tumor < 5 cm en su mayor dimensién
T2b: Tumor > 5 cm en su mayor dimensién

TX: No hay informacién sobre el tamafo ni la capacidad invasiva del tumor
primario

Ganglios Linfaticos
NO: No hay evidencia de génglios linféticos afectados
N1: Hay evidencia de afectacién de los ganglios linféticos regionales
NX: No hay informacién sobre la afectacion en los ganglios linfaticos
Metéstasis

MO: No hay evidencia de metdstasis o no estdn afectdos los ganglios linfaticos
no regionales

M1: Hay evidencia de metéstasis a distancia o estédn afectdos los ganglios
linféticos no regionales

MX: No hay informacién sobre la presencia de metéstasis.
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Después del Tratamiento Quirdrgico

Tumor

pT0: No hay indicios del tumor primario una vez analizada histolégicamente el
tumor extirpado.

pT1: El tumor afecta sélo al érgano o tejido de origen
Excisién completa y mdrgenes libres histologicamente

pT2: El tumor extralimita el érgano o tejido de origen
Excisién completa y mdrgenes libres histologicamente

pT3: Tumor con o sin invasién més allé del érgano o tejido de origen
Excisiéon incompleta
pT3a: Evidencia de tumor residual microscépico
pT3b: Evidencia de tumor residual macroscédpico
pT3c: Afectacién maligna adyacente sin relacién con el tamafio
(Adjacent malignant effusion regardless of size)

pTX: El estado tumoral no puede ser determinado
Ganglios Linfaticos

pNO: No hay evidencia de gdnglios linfaticos afectados tras examen histolégico
de los mismos

pN1: Hay evidencia de afectacién de los ganglios linféticos regionales
pN1a: Hay evidencia de invasion a los ganglios lingdticos regionales
Los ganglios afectados han sido eliminados completamente
pN1a: Hay evidencia de invasion a los ganglios lingdticos regionales
Los ganglios afectados no han sido eliminados completamente

pNX: El estado de los ganglios linfaticos no ha podido ser determinado debido
a la falta de examen patolégico o una informacién patolégica
inadecuada.
Metdstasis
pMO: No hay evidencia de metéstasis
pM1: Hay evidencia de metdstasis
pMX: El estado de la metdstasis linfaticos no ha podido ser determinada debido

a la falta de examen patolégico o una informacién patolégica
inadecuada.
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Agrupamiento clinico IRS

Grupo |: Enfermedad localizada y totalmente resecada

Los ganglios linfaticos regionales no se encuentran afectados (se requiere

biopsia o disecciéon de los ganglios linfaticos excepto para lesiones de
cabeza o cuello)

IA: Limitado al mUsculo u 6rgano de origen
IB: Afectacion de los muisculos u érganos contiguos (hay infiltracién

del tumor a las zonas adyacentes asi como a través de los planos
fasciales)

Grupo II: Resecciéon masiva total con evidencia de extensién regional

lIA: Tumor localizado que ha sido resecado masivamente con
enfermedad residual microscépica sin complicacién ganglinor

[IB: El tumor ha sido resecado completamente sin enfermedad
residual pero con afectacién de los ganglios regionales.

lIC: Existe enfermedad locoregional que ha sido resecada
masivamente pero con presencia de residuos tumorales
microcépicos y con afectacién de los ganglios regionales y que

puede involucrar al ganglio regional més distal del sitio
primario.

Grupo llI: Reseccién incompleta con enfermadad residual macroscépica
[lIA: Solo después de la biopsia

[IB: Después de la reseccion masiva del tumor primario (>50%)

Grupo IV: Hay enfermedad metastdtica en el momento del diagnéstico
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El grupo cooperativo europeo asigna a los pacientes protocolos de
tratamiento mediante el uso de un esquema de clasificacién que combina los

sistemas anteriores agrupédndolos segin el riesgo:

Riesgo Grupos Incidencia (%) | SLE (%) | TS (5)
Pacientes con ERMS localizado de
Pacientes de bajo |los grupos | y Il y aquellos del grupo 33 88 95
riesgo Il en lugares favorables (érbita,
cabeza o cuello, regiéon

genitourinaria o tracto biliar).

Aquellos con ERMS del grupo Il en
Pacientes de riesgo |lugares no  favorables  (sitios 50 70 75

medio parameningeos, vejiga, prostata,
extremidades) y con ARMS no

metastdtico.

Pacientes de alto | Nifios y adolescentes con RMS 20 25 27

riesgo metastdtico.

SLE: supervivencia libre de enfermedad a los 5 afos

TS: tasa de supervivencia total

La determinacién de la extensiéon del tumor es critica para planificar el
tratamiento més adecuado para cada situacién. Para establecer el estadio exacto de
la enfermedad es necesario evaluar el tumor primario y conocer su localizacién,
tamafo, capacidad invasiva, histologia y afectacién ganglionar (Breitfeld PP, 2005).

La metodologia que se utiliza para el diagndstico del RMS es la siguiente (National

Cancer Institut, U.S., 2005):

+ Biopsia (para determinacién del grado histolégico)
+ Andlisis de sangre u orina
+ Estudios por imdgenes:

¢ Tomografia computerizada

e Resonancia magnética nuclear

e Radiografia

e Ecografia

e  Gammagrafia ésea
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4

Aspiracion o biopsia de la médual ésea (para determinar la cantidad,
tamafo y madurez de las células sanguineas o la presencia de células
anormales).

Puncion lumbar (para medir la presién del conducto raquideo y del
cerebro, para andlisis del liquido cefaloraquideo en busca de células
anormales o infecciones).

Inmunohistoquimia (para confirmar la enfermedad y el tipo de tumor
mediante la determinacién de marcadores especificos del RMS).

Estudios citogenéticos (para determinar aberraciones cromosdémicas tipicas
en estos tumores, como son las traslocaciones en el ARMS).

Técnicas moleculares (reaccién en cadena de la polimerasa para la
deteccién de la expresién de genes de fusion como los que ocurren en la

variante més agresiva del RMS, como es la ARMS).

Se prevee que es posible que todos los pacientes con RMS tengan

micrometdstatis en el momento del diagndstico, de tal forma que es necesario

aplicar una terapia multimodal que incluye la cirugia, radioterapia y quimioterapia.

Las pautas de los tratamientos y su intensidad deben ser planificadas dependiendo

de los factores prondsticos (grupos de riesgo) y los efectos secundarios que se

producen en el paciente. Los protocolos de tratamiento actuales, para conseguir el

control local del tumor en nifios con RMS localizado, prescriben la aplicacién

conjunta de cirugia y radioterapia. Sin embargo, en la actualidad se tiende hacia un

enfoque conservador del tratamiento, de forma que se produzca el minimo trauma

sobre los 6rganos y tejidos del paciente, teniendo en cuenta el efecto que tiene la

quimioterapia adyuvante y posquirdrgica sobre la disminucién del tamafio tumoral

(Gallego S, 2005).

Il. 2. 1. Cirugia

La cirugia es importante en el tratamiento del RMS. Para tumores localizados

en zonas facilmente accesibles, la excision completa del tumor antes de comenzar la

quimioterapia aumenta sensiblemente las posibilidades de éxito en el tratamiento.
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Sin embargo, la utilizacién de la cirugia se veré limitada cuando la localizacién del
tumor no lo permita o signifique la pérdida de funcién de un érgano (vejiga) o parte
del cuerpo (amputaciones de extremidades) (Martelli H, 1999; Arndt CA, 2001).
Ademds la cirugia es importante para determinar la afectaciéon de los ganglios
linfaticos, sobre todo en RMS paratesticular o de extremidades. Estudios previos han
demostrado que la utilizaciéon de la tomografia computerizada para conocer el
estado de los ganglios puede enmascarar la presencia de afectacién ganglionar en
zonas como el refroperitoneo o en las extremidades, sobre todo en nifios mayores
de 10 afos (Neville HL, 2000). Por estos motivos, la exploracién quirdrgica de los
ganglios regionales (o del ganglio centinela) es un procedimiento estdndar en
pacientes con RMS en extremidades. La determinacién de la presencia de ganglios

afectados es muy relevante, puesto que estos pacientes requieren radioterapia de

local (Mc Mulkin HM, 2003).

ll. 2. 2. Radioterapia

La utilizacién de radioterapia para el control local y regional del tumor se

utiliza de forma rutinaria en el tratamiento del RMS (Breitfeld PP, 2005).

la forma de aplicacién (externa, braquiterapia) y las pautas mds
convenientes (prequirlrgica, intraoperatoria y posquirdrgica) estdn todavia por
determinar, a pesar de los numerosos grupos cooperativos de trabajo a nivel
internacional que trabajan para avanzar en el tratamiento del RMS. La radioterapia
posquirdrgica se plantea teniendo en cuenta el estadio del tumor, el estado en el
que han quedado los mdrgenes quirdrgicos tras la escision tumoral y los protocolos
de tratamiento que desarrolla el centro sanitario en el que se encuentra el paciente.
Por ofro lado, la radioterapia prequirdrgica puede tener varias ventajas (O’Sullivan
B, 2003). Las células tumorales no tratadas se encuentran en un mejor nivel de
oxigenacién, lo que aumenta la efectividad de la radiacién. Por otro lado, los
campos de radiacién pueden ser menores que los que se aplican en la radioterapia
posquirdrgica, lo que mejoraria la funcién de la zona afectada. Por ¢ltimo, la

radioterapia puede facilitar la posterior cirugia disminuyendo previamente el tamafio
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tumoral. Sin embargo la radioterapia prequirdrgica puede dificultar la
determinacion de los limites de reseccién y ademés puede disminuir la capacidad

de cicatrizacién de la zona tratada (Mocellin S, 2006).

Actualmente existe un gran consenso entre los grupos cooperativos en el
siguiente hecho: los pacientes con tumores del grupo | (resecados completamente
en la primera cirugia) y con una patologia de prondstico favorable (RMS
embrionario) tienen respuestas muy favorables sin radioterapia, es decir, mediante
la cirugia y una quimioterapia complementaria. Sin embargo, los pacientes con
tumores del grupo | pero de tipo histolégico desfavorable (RMS alveolar), en los que
es mds probable que aparezca una recidiva, y los que se clasifican en los grupos I,
Il 'y IV se tratan sisteméticamente con radioterapia, ademds de la cirugia y la

quimioterapia complementaria (Wolden SL, 1999).

IIl. 2. 3. Quimioterapia

La quimioterapia se utiliza para el tratamiento de todos los pacientes con
RMS. La cantidad, fipo de fdrmacos y duracién dependerd del andlisis de los
factores de riesgo. Puede fratarse de quimioterapia neoadyuvante (suministrada
antes del proceso quirlrgico) o adyuvante (después de la cirugia). La forma de

tratamiento dependerd del pronéstico esperado en cada caso (National Cancer

Institut U.S, 2005).

+ Pacientes de bajo riesgo (RMS en estadio |, con el tumor completamente

resecado, grupo | o con enfermedad microscépica residual, grupo ll): para los
pacientes con el prondstico més favorable el objetivo del tratamiento es mantener
altas las tasas de supervivencia (>90%) y al mismo tiempo reducir las consecuencias
de la quimioterapia a largo plazo. Las combinaciones de farmacos mds utilizadas en

este caso son Vincristina + Dactinomicina.
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+ Pacientes con riesgo intermedio (RMS embrionario con enfermedad residual

macroscédpica, grupo lll; pacientes menores de 10 afnos con RMS metastdtico; RMS
alveolar no metastdtico): la tasa de supervivencia que se obtienen en estos pacientes
es del 55% al 70%. La quimioterapia esténdar para estos pacientes consiste en la

combinacién de los farmacos Vincristina + Dactinomicina + Ciclofosfamida

(terapia VAC).

+ Pacientes de alto riesgo (con metdstasis en el momento del diagnéstico):

constituyen aproximadamente el 15% de los nifios con RMS, cuyo pronéstico no ha
mejorado significativamente en los Ultimos 15 afios. La supervivencia total de estos
pacientes no supera el 25%, aunque algunos grupos de tratamiento actuales han
mejorado esta cifra. En el estudio IV del IRS (comité de SPB del grupo de oncologia
infantil -COG-) se ha utilizado dobles combinaciones de fdrmacos (ifosfamida +
etopdsido o vincristina + melfaldn) antes del tratamiento convencional con VAC,
pero no se han obtenido mejoras significativas en la supervivencia (Brenemann JC,
2003). En los estudios de la Sociedad Internacional de Oncologia Pedidtrica (SIOP)
dentro del grupo que estudia los tumores mesenquimales malignos (MMT), se han
utilizado la intensificacién de la terapia estdndar IVA (ifosfamida + vincristina +
adriamicina) con melfaldn a altas dosis como estrategia terapéutica para este grupo
de pacientes. Sin embargo, la supervivencia total no ha mejorado con esta

megaterapia, por lo que no se recomienda en el tratamiento del RMS metastdtico

(Carli M, 1999).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por los grupos cooperativos de
tratamiento del RMS y SPB (IRS, MMT, CWS), el tratamiento de los pacientes con
RMS continta evolucionando y se adapta continuamente a los nuevos resultados,
sin poder establecer una terapia estdndar absoluta. Esta evolucion de los
tratamientos ha permitido mejorar la supervivencia en estas Ultimas décadas vy
continuard en el futuro. En general, las combinaciones terapéuticas VAC y IVA
parecen fener una efectividad similar y pueden considerarse como las terapias de
referencia para la mayoria de los RMS infantiles. Es necesario mejorar la seleccién

de los nifios que pueden ser tratados con una terapia menos intensiva (VA +
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radioterapia) para evitar las secuelas de los agentes alquilantes y las antraciclinas a
largo plazo. Por otro lado, también se concluye que el tratamiento local es una
parte fundamental en el tratamiento del RMS, pero que en los nifios también deben
ser tenidas en cuenta las secuelas a largo plazo de una cirugia o radioterapia muy
agresiva. Aunque es posible curar un 30% de los pacientes sin la utilizacion de la
radioterapia, solo se identificard una pequefia parte de ellos en el momento del
diagnéstico. Por este motivo, es necesario mejorar los sistemas que puedan
identificar a esta poblacién de pacientes, de prondstico favorable, en los que se

pueden evitar los efectos secundarios de la radioterapia.

La tasa de curacién de pacientes con RMS metastdtico es extremadamente
baja, ya que hasta el momento no se ha encontrado una terapia satisfactoria. Es
necesario buscar nuevas estrategias terapéuticas que mejoren la tasa de

supervivencia de este tipo de pacientes (Gallego M, 2005).

II. 3. GLUTATION

El glutatién (y-glutamilcisteinilglicina, GSH), descubierto en 1888 por Rey-
Pailhade, es un tripéptido ampliamente distribuido en la mayoria de las células

eucariotas y en muchas procariotas (Meister, 1983), siendo el tiol intracelular mds

abundante (0.2-10 mM).

Dentro del organismo, el higado es el 6rgano con mayor nivel de GSH; de
hecho, los hepatocitos estdn altamente especializados en la sintesis de este
tripéptido, el cual se encuentra presente en estas células a concentraciones elevadas
(10 mM). De este modo, ademds de la utilizacién del GSH para sus funciones, el
higado se encarga de exportar grandes cantidades al torrente sanguineo, siendo la
fuente mds importante de este tripéptido para ofros tejidos del organismo como el

rindn o el pulmén (Lu, 1999).

A continuacién, se analizan las caracteristicas estructurales, biosintesis,

degradacién y las principales funciones del GSH.
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Il. 3. 1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

La composicién y estructura del GSH fueron determinadas por primera vez
por Hopkins en 1921 (Hopkins, 1921). El GSH es un ftripéptido de glutamato,
cisteina y glicina con un enlace peptidico ¥, poco frecuente, entre el glutamato y la
cisteina, y con un grupo tiol en este Ultimo aminodcido. Estas dos caracteristicas
estructurales, el enlace peptidico v y el grupo tiol, son esenciales para el

conocimiento de sus propiedades [Figura 4].

SH (grupo tiol)

enlace
Y-carboxilo CH,

NH,

C—CH-—CH,— CH,— C NH— CH— C NH CH, C
OH 5 (@]]

6] (@)

v-glutamil cisteinil glicina

Figura 4. Estructura del glutation (v -glutamilcisteinilglicina, GSH).

El enlace y-carboxilo entre el glutamato y la cisteina confiere al GSH su
estabilidad dentro de la célula, ya que evita su degradacién por parte de las
peptidasas intracelulares —acttan sobre los enlaces a-carboxilo— estando sélo sujeta
a la hidrélisis extracelular por parte de la enzima y-glutamiltranspeptidasa (GGT)
localizada en la superficie externa de la membrana plasmatica. Por otro lado, la
regién carboxilo terminal de la glicina protege a la molécula contra la accién de la
enzima intracelular y-glutamilciclotransferasa —los sustratos de esta enzima son los -
glutamil-aminodcidos que transforma el resto glutamilo en 5-oxoprolina—. De este
modo, se evita la degradacién intracelular del GSH, siendo Unicamente
metabolizado extracelularmente. Por su parte, el grupo sulfidrilo es requerido para

las mUltiples funciones en las que se encuentra implicado dicho tripéptido.
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El glutatién puede encontrarse, principalmente, en dos formas moleculares:
glutatién reducido (GSH) y oxidado (GSSG). El GSSG estd integrado por dos
moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro. EIl GSH intracelular, puede

transformarse en GSSG vy viceversa por dos tipos de reacciones [Figura 5]:

1. Reacciones en las que se produce la reduccién del peréxido de hidréogeno
(H,O,) y otros perdxidos, catalizadas por una enzima dependiente de selenio,

la glutatién peroxidasa.

2. Reacciones de transhidrogenaciéon, en las cuales la reduccién de GSSG a

GSH es catalizada por la enzima GSSG reductasa (Anderson, 1998; Wu,

2004).
GSH
H,O, NADP

GSH peroxidasa GSSG reductasa
H,O NADPH

~

GSSG

&£

Figura 5. Proceso de oxidacién-reduccién del glutation.

Las células eucariotas poseen tres reservorios principales de GSH. Casi el
90% del GSH intracelular se encuentra en el citosol, el 10% en las mitocondrias y
un pequefno porcentaje en el reticulo endoplasmdtico. En este Gltimo, la relacion
GSH/GSSG es de 3:1, mientras que en el citoplasma y en las mitocondrias dicha

proporcién supera incluso la relacion 10:1 (Lu, 1999).
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Il. 3. 2. BIOSINTESIS Y DEGRADACION: CICLO DEL y-GLUTAMILO

La biosintesis y degradacién del GSH se integra en el denominado ciclo del
v-glutamilo [Figura 6], el cual implica el transporte del GSH al espacio extracelular y

de los y-glutamil-aminodcidos al espacio intracelular.

Cys-Gly Gly Cys

Espacio
Extracelular

v-Glu-aa

5¢\+aa

5-oxoprolina

Citoplasma

i bt 25,

Nucleo Reticulo endoplasmdtico Mitocondria
Expresién génica Reserva de Ca2* Homeostasis

Muerte celular Sintesis proteica Muerte celular

| —

Figura 6. Ciclo del y-glutamilo. aa: aminoécidos, x: moléculas a los que se conjuga el GSH, (1) y-
glutamiltranspeptidasa; (2) enzima transportadora de y-glutamilaminodcidos; (3) dipeptidasas; (4)
enzima transportadora de Cys; (5) y-Glu-ciclotransferasa; (6) 5-oxoprolinasa; (7) GCS; (8) GSH
sintetasa; (9) GSH peroxidasa; (10) GSH reductasa, (11) transhidrogenasas; (12) GSH transferasa
(Estrela JM, 2006).
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El GSH se sintetiza intracelularmente por dos reacciones consecutivas
catalizadas por las enzimas y-glutamilcisteina sintetasa o y-GCS (Reaccién a) y GSH

sintetasa (Reaccién b)[Figura 7]:

Y—glutamilcisteina sintetasa

L-Glu + L-Cys + ATP — L-Glu - L-Cys + ADP + Pi

GSH sintetasa
L-Glu - L-Cys + Gly + ATP ——— GSH + ADP + Pi

Fig. 7. Reacciones de sintesis del GSH catalizadas por las enzimas y-glutamilcisteina sintetasa y GSH
sintetasa.

A su vez, segun el contenido intracelular de GSH, la sintesis de este tripéptido
puede ser inhibida mediante un mecanismo de retroalimentacién negativa de la

enzima Y-GCS, obteniendo asf, un equilibrio intracelular adecuado del mismo.

El GSH puede ser exportado fuera de la célula, si bien los aminoécidos que
lo componen pueden ser de nuevo incorporados a la misma, gracias a una
reaccion de transpeptidacion catalizada por la enzima GGT, glucoproteina que,
como se ha sefalado anteriormente, se localiza en la cara externa de la membrana
plasmética. Dicha reaccién de transpeptidacion tiene lugar en presencia de
aminoécidos, dando lugar a y-glutamil-aminodcidos y cisteinilglicina (Cys-Gly). Los
v-glutamil-aminoécidos son transportados al interior de la célula, mientras que en el
caso de cisteinilglicina se requiere la ruptura previa por medio de una dipeptidasa,
presente también en la cara externa de la membrana plasmdtica, permitiendo, asi,

su incorporacién posterior al interior celular (Meister, 1991; Wu, 2004).

Los 7y-glutamil-aminodcidos constituyen el sustrato de la enzima -
glutamilciclotransferasa, que transforma el residuo de glutamilo en 5-oxoprolina,
liberdndose el resto de los aminodcidos. A continuacién, por la accién de la enzima

5-oxo-L-prolinasa (5-OPasa), la 5-oxoprolina se transforma en glutamato, reaccién
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que lleva consigo gasto de ATP. El ciclo se completa con la accién, de nuevo, de la

v-GCS y la GSH sintetasa (Meister, 1991; Wu, 2004).

El ciclo y-glutamilo se encuentra integrado en las diferentes vias metabdlicas
del GSH. La formacién de productos GSH S-conjugados que se producen durante
las funciones de detoxificacién intracelular, puede tener lugar por la reaccién no
enzimdtica de compuestos electrofilicos exégenos, o bien, por la accién de las

enzimas Glutatién S-transferasas (GST) [Figura 8].

d v-Glu-CyS-Gly
GSH S-transferasa |

¥-Glu-CySH-Gly X
. |

X v-Glu-AA
X+ y-Glu-CySH-Gly  gglutamil-
transpeptidasa

dipeptidasa A

citoplasma CyS

Figura 8. Funcién detoxificadora del GSH.

Como ha sido anteriormente sefalado, la GGT puede catalizar la
transformacién de estos compuestos GSH S-conjugados en y-glutamil-aminodécidos
y cisteinilglicina con el azufre sustituido (Cys-(X)-Gly). Este Gltimo producto puede
escindirse en glicina y cisteina S-sustituido por la accién de las dipeptidasas. La
cisteina S-conjugado tras sufrir N-acetilacién, da lugar a la formacién de dcido

mercaptirico, reaccién ésta que se produce, principalmente, a nivel renal (Meister,

1991; Lu, 1999).
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II. 3. 3. FUNCIONES DEL GLUTATION

Debido a sus caracteristicas estructurales, el GSH participa en numerosos
procesos esenciales para la fisiologia celular. El GSH y sus enzimas relacionados se
encuentran implicados de forma fundamental en la proliferacién celular,
participando en el control del ciclo celular y en la sintesis y reparacién de DNA, y en
la sinfesis de proteinas (Higuchi, 2004). Otra de sus funciones importantes es la
proteccién celular frente a los radicales libres, compuestos reactivos del oxigeno,
compuestos téxicos enddgenos y exdgenos, carcindgenos, asi como en la defensa
celular frente a los efectos producidos por la radiacién y algunos quimioterdpicos
como los agentes alquilantes (Meister, 1983; Anderson, 1998). Ademds, su
capacidad de actuacién como agente reductor y antioxidante hace del GSH un
componente esencial para el mantenimiento de la integridad de los componentes

proteinicos y lipidicos celulares (Meister, 1991)

II. 3. 3. 1. Control del ciclo celular

El GSH interviene en el control del ciclo celular por medio de la regulacion

de los siguientes procesos:

Il. 3. 3. 1.1. Sintesis de ADN

Para la sintesis de ADN se requiere la formacién de desoxirribonucleétidos a
partir de ribonucledtidos. En este proceso estén implicadas las enzimas
ribonucleétido reductasa, tiorredoxina, tiorredoxina reductasa y la nicotinamida

adenina dinucleétido fosfato (NADPH) como cofactor.

Tras aceptar electrones del NADPH, la tiorredoxina, proteina con dos tioles
en su centro activo, lleva a cabo la reduccién de los ribonucleétidos. Para ello, es
preciso el mantenimiento de niveles adecuados de GSH intracelular de forma que

no se produzca la oxidaciéon de los tioles presentes en el centro activo de la

tiorredoxina (Meister, 1983; Wu, 2004).
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Ademds, el GSH se encuentra implicado en la sintesis de ribonucledtidos, de
una forma mdés directa, a través de la funcién de la glutarredoxina (Bjornstedt,
1997). Esta es una proteina de bajo peso molecular que actta como donante de
equivalentes reductores en el proceso de reduccién de ribonucleétidos. En esta
reaccién, el GSH es oxidado a GSSG, el cual es de nuevo reducido a GSH por la

glutation reductasa (Meister, 1983).

ll. 3. 3. 1. 2. Transporte de aminoédcidos

En las células proliferativas es fundamental el transporte de aminodcidos en
la parte media y final de la fase G1 del ciclo celular para la progresién de las
célulos hacia la fase de sintesis. Se ha demostrado que el transporte de
aminoécidos al espacio intracelular puede llevarse a cabo por un mecanismo en el
que estd implicado el GSH. Este mecanismo consiste en la formacién de y-glutamil-
aminoécidos en el espacio extracelular, en una reaccién catalizada por la GGT en
presencia de GSH, que funciona como donador del grupo Yy-glutamilo. Los -

glutamil-aminodcidos son posteriormente transportados al interior de la célula

(Deneke, 1989; Anderson, 1998).

I. 3. 3. 1. 3. Homeostasis del Ca?*

La unién de los factores de crecimiento —por ejemplo, el factor de
crecimiento epidérmico, EGF, o el factor de crecimiento derivado de plaquetas,
PDGF- a sus receptores presentes en la membrana plasmdtica, desencadena una
serie de reacciones citoplasmdticas que implican a fosfolipidos, como el inositol
trifosfato (InsP3) y el diacilglicerol (DG) intracelulares. El DG controla el aumento de
pH intracelular, mientras que el InsP3 controla los niveles de Ca®" intracelular —
extrae el calcio de sus depdsitos intracelulares— actuando como segundos

mensajeros.
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Si bien la liberacién del Ca®" mitocondrial depende principalmente de la
oxidacién de NADPH, la movilizaciéon de los depésitos de Ca®* del reticulo

endoplasmdtico depende del estado redox tiélico y, por lo tanto, del contenido

intracelular de GSH (Jewell, 1982; Thanislass, 1995).

Il. 3. 3. 2. Sintesis proteica

Mdltiples estudios han demostrado que para la sintesis de proteinas se
requiere unos niveles 6ptimos de GSH, de manera que la disminucion del GSH o el
incremento de GSSG provocan una inhibiciéon de dicha sintesis proteica. El GSH
actda, ademds, como reservorio intracelular de cisteina, evitando la elevada

toxicidad que produce este aminodcido en forma libre (Meister, 1983).

ll. 3. 3. 3. Modulacién de proteinas implicadas en la regulacién de la

expresién génica

Como se ha senalado anteriormente, la estimulacién celular por algunos
factores de crecimiento se produce por la hidrélisis del fosfatidil inositol difosfato en
InsP3 y DG. El DG activa a la PKC, proteina citoplasmdtica que, a su vez, fosforila
proteinas especificas implicadas en diferentes procesos fisioldgicos, principalmente
de secrecién y proliferacion. La PKC es una proteina rica en cisteina, que contiene
grupos sulfidrilo libres en su estructura. El mantenimiento de estos tioles en estado
reducido requiere la existencia de unos niveles de GSH intracelular adecuados que
eviten la formacién de puentes disulfuro no deseados. Asi, por ejemplo, se ha
demostrado que cuando se mantienen bajos los niveles de GSH intracelular, la
actividad de la PKC se encuentra inhibida. Un estado de estrés oxidativo mantenido
puede provocar modificaciones en la estructura de las proteina quinasas, disfuncién

que puede inhibir la proliferacién celular, causando, incluso, la muerte celular por

apoptosis (Pellicer, 1994; Gopalakrishna, 2000).
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ll. 3. 3. 4. Degradacién intralisosémica y citoplasmatica de proteinas

Se ha demostrado que el GSH esté involucrado en el mantenimiento de la
integridad de las membranas lisosémicas. A su vez, la degradaciéon intralisosémica
de las proteinas precisa del mantenimiento de niveles adecuados de GSH, el cual
participa en la reduccién no enzimdtica de los puentes disulfuro de las enzimas

intralisosémicos.

Por otro lado, la degradacién citosélica de las proteinas es llevada a cabo
por complejos enzimdticos multicataliticos (la multipaina, la proteasoma y la enzima
degradador de conjugados de ubiquinina), los cuales son tiol-dependientes, y por lo

g Vg q P yp

tanto, muy susceptibles a las variaciones del estado redox intracelular (Meister,

1983).

II. 3. 3. 5. Cofactor enzimético

El GSH también acttéa como cofactor de diversas enzimas como la enzima
GSH-peroxidasa (detoxifica el peréxido de hidrégeno y otros peréxidos), la GSH-
transhidrogenasa (convierte el dihidroascorbato a ascorbato, ribonucleétidos a
desoxirribonucledtidos y enlaces S-S a SH), GST (transfiere el agente citotdxico a la
molécula de GSH con el fin de detoxificarla) y de otras enzimas como la glioxilasa,
formaldehido dehidrogenasa y la fumarilacetoacetato isomerasa, asi como las

enzimas encargadas de la isomerizacién de prostaglandinas y de la conversién de

tirosina a 3,35 -triiodotirosina (Anderson, 1998; Lu, 1999).

II. 3. 3. 6. Proteccién frente al estrés oxidativo

Como consecuencia del metabolismo aerobio de las células, se producen
radicales libres derivados del oxigeno como son los radicales superéxido (O*) e
hidroxilo (OH"). El radical O es convertido en peréxido de hidrégeno (H,O,) por la

superéxido dismutasa. A su vez, el H,O, puede ser detoxificado por la catalasa o
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por la glutation peroxidasa. Esta Ultima utiliza el GSH como sustrato donador de

equivalentes reductores, oxiddndose a GSSG (Anderson, 1998; Wu, 2004).

El GSH tiene también una funcién importante en el mantenimiento de la
integridad celular protegiendo las membranas celulares frente al estrés oxidativo,
impidiendo asi, su peroxidacién lipidica (Casini, 1987; Comporti, 1987). Ademds,
puede reparar el dafio oxidativo causado en las proteinas de membrana al reducir
los puentes disulfuro, tanto intercatenarios como intracatenarios, de las mismas.
Todo ello supone la oxidaciéon de GSH a GSSG, que a su vez, y en presencia de

NADPH, es de nuevo reducido a GSH por la glutatién reductasa.

ll. 3. 3. 7. Radioproteccién

La implicacién de los tioles en los mecanismos de radioproteccion celular
tuvo su confirmacién experimental en los afios sesenta, al ser posible correlacionar
cambios en los niveles celulares de GSH con variaciones en la radiosensibilidad de

muchos tipos celulares (O "Dwyer, 1995; Emonet, 1997).

Las radiaciones ionizantes pueden interaccionar con el agua intracelular,
dando lugar a compuestos reactivos del oxigeno, radicales libres y peréxidos. Los
radicales hidroxilo son extremadamente reactivos y pueden interaccionar con los
grupos tioles provocando la formacién de radicales libres mucho menos reactivos,
los cuales posteriormente pueden dimerizarse. Asi, si el GSH estd presente en
concentraciones fisiolégicas, el efecto biolégico inducido por las radiaciones

ionizantes puede ser, en gran medida, disminuido (Shimizu, 1998).

ll. 3. 3. 8. Detoxificacién
En los procesos de detoxificacion, las células metabolizan las sustancias

toxicas con la finalidad de reducir su acciéon nociva y facilitar su excrecién. Estos

mecanismos de detoxificacién se clasifican en reacciones de fase | y de fase Il. Las
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reacciones de fase | consisten en procesos de oxidacién, reduccién, hidroxilacién e

hidrélisis, mientras que las reacciones de fase Il son reacciones de conjugacién.

Entre estos Gltimos, se incluye la conjugaciéon de numerosos metabolitos con
el GSH, el cual de forma no enzimética o a través de la enzima GST provoca la

solubilizacién de dichos metabolitos, facilitando, de esta manera, su excrecién

celular (Anderson, 1998; Lash, 2005).

Mediante esta funcién detoxificadora, el GSH protege a importantes
macromoléculas celulares, como el ADN, de la accién producida por los agentes
citotéxicos, como los agentes alquilantes. En consecuencia, el contenido intracelular
de GSH determina, en parte, el grado de toxicidad y de respuesta celular que puede

derivarse de un tratamiento antitumoral (Chen, 1998; Serrone, 1999).

II. 3. 4. MODULACION DE LOS NIVELES DE GLUTATION

Se ha observado que diversas enfermedades, como el SIDA, la hepatitis C o
el Parkinson, estdn asociadas a alteraciones en los niveles de este tiol o de sus
enzimas relacionados. Por ello, se ha planteado que la utilizacién de agentes

moduladores del GSH podria ser 0til en el tratamiento de ciertas patologias (Droge,

1993; White, 1994; Adams, 2001).

. 3. 4. 1. AGENTES QUE INCREMENTAN LOS NIVELES DE GSH

La induccidon de un incremento de los niveles de GSH intracelular puede
tener efectos terapéuticos cuando los niveles de este tiol estdn disminuidos. Entre las

sustancias utilizadas para el incremento de este tripéptido podrian citarse:

GSH monoéster

Se ha comprobado en una gran variedad de condiciones experimentales que

la utilizacion de GSH per se, no es efectiva para el aumento de los niveles de este
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tripéptido, ya que presenta dificultad en su transporte hacia el interior de la célula.
La administracién de GSH incrementa los niveles de este tiol en el plasma y en la

orina, sin aumentar en los tejidos (Anderson, 1998).

Sin embargo, su andlogo monoéster es capaz de penetrar a través de la
membrana plasmdtica celular y, mediante la accién de una esterasa, hidrolizarse a
GSH y etanol. Estudios realizados por Meister en 1983, mostraron que el
tratamiento en ratones con GSH monoéster protegia contra la toxicidad producida
por el acetaminofeno, melfaldn, ciclofosfamida y radiaciones ionizantes. Sin
embargo, la aplicaciéon con GSH éster sélo es posible durante un corto periodo de
tiempo, ya que su administracién prolongada produce toxicidad atribuida,

principalmente, a iones metdélicos (Anderson, 1989; Levy, 1993).

GSH diéster

Esta molécula es transportada més efectivamente que el GSH monoéster al
interior de las células, como se ha demostrado en eritrocitos, linfocitos y fibroblastos
humanos y en células tumorales de ovario. Una vez en el interior celular, se
hidroliza a GSH monoéster a través de una diesterasa. Diversos estudios sugieren
que la administracién de GSH diéster aumenta, en mayor medida, los niveles de

GSH en el higado que el tratamiento con GSH monoéster (Anderson, 1998).

Metionina

La ruta de la cistationina sintasa es una via que permite a los hepatocitos
utilizar la metionina para sintetizar cisteina. Esta via no es activa en determinadas

célulos, en neonatos, ni en pacientes con enfermedades hepdticas (Anderson,

1998).
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v-Glutamilcisteina

Esta sustancia es el sustrato limitante de la enzima GSH sintetasa. La -
glutamilcisteina se transporta al interior celular y por medio de la GSH sintetasa se

produce la sintesis de GSH.

Se ha observado que la administracién in vivo de esta sustancia incrementa
los niveles intracelulares de GSH de forma éptima a nivel cerebral, mientras que
para el transporte al interior celular de otros érganos, es necesaria la utilizacién de

v-glutamilcisteina-etil ésteres (Pileblad, 1992).

N-acetilcisteina

La administracién directa de cisteina —factor limitante en la biosintesis de
GSH- puede producir un aumento intracelular de los niveles de GSH; sin embargo,
su répida oxidacién a una sustancia poco soluble, la cistina, da lugar a la
formacién de radicales libres y, en consecuencia, a importantes efectos citéxicos,
como se ha demostrado en estudios in vitro e in vivo (Nishiuch, 1976; Anderson,
1997). En cambio, la administracién en forma N-acetilada, N-acetilcisteina (NAC)
[Figura 9], es fdcilmente transportada al interior celular y mediante su
metabolizacién a través de una N-acetilasa se transforma en cisteina, lo que

posibilita el posterior aumento de GSH (De Flora, 2001).

N-acetilasa

grupo
acetilo

Figura 9. Estructura de la N-acetilcisteina (NAC).
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Por ofro lado, la NAC puede también, mediante conjugacién directa,

neutralizar radicales libres (van Zandwijk, 1995).

La NAC ha sido utilizada en diferentes patologias, como por ejemplo en
pacientes con SIDA (Cayota, 1996; Akerlund, 1997), si bien su administraciéon da
lugar a efectos secundarios como nduseas, vémitos, diarreas y broncoespasmos (De

Rosa, 2000).

Tiazolidinas

Las tiazolidinas (TDs) son sustancias formadas mediante la condensacién de
cisteina con compuestos carbonilos. Entre estas sustancias se pueden citar la 2-
metiltiazolidina carboxilato, la 2-metiltiazolidina-4-carboxilato, la 2-metiltiazolidina-
2,4-4cido dicarboxilico, la 4-tiazolidina carboxilato y la L-2-oxo-4-tiazolidina
carboxilato —OTZ—- (Wlodek, 1995). Esta Gltima sustancia es un andlogo de la 5-
oxoprolina, la cual es un sustrato especifico para la enzima 5-OPasa que forma
parte del ciclo y-glutamilo del GSH [Figura 10]. El producto de la reaccién es la S-

carboxicisteina, que posteriormente, se hidroliza a cisteina y CO,.

citoplasma

Figura 10. Metabolismo del L-2-oxo-4-tiazolidina carboxilato (OTZ) y de la 5-oxo-L-prolina mediante
la 5-OPasa.
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. 3. 4. 2. AGENTES QUE DISMINUYEN LOS NIVELES DE GSH

Entre los compuestos utilizados en investigaciones toxicoldgicas, se
encuentran una serie de sustancias oxidantes inespecificas que disminuyen de forma
rdpida los niveles intracelulares de GSH, con el consecuente aumento de los niveles
GSSG y la oxidacion de proteinas y otros compuestos celulares. Entre estos

elementos se pueden citar los siguientes:

e Diamida (Kosower, 1969)

e t-Butilhidroperéxido (Plummer, 1981)

e Dietilmaleato (Deneke, 1985)

e Diisopropilidin acetona —foron— (Yoshida, 1987)

La utilizacién de estas sustancias en estudios in vivo ha demostrado producir
toxicidad multiorgdnica, a través de peroxidaciones lipidicas, disfunciones

microsomales e inhibicién de la sintesis proteica, entre ofros efectos intracelulares.

Un segundo grupo de sustancias son los aminodcidos sulfoximina, los cuales
provocan la disminucién de GSH a través de la inhibicién de su sintesis, mediante el
bloqueo de la actividad de las enzimas y-GCS y/o la enzima glutamina sintetasa.
Entre estos aminodcidos, cabe destacar la metionina sulfoximina (MSO) que inhibe
las enzimas citadas anteriormente, y la y-etil metionina sulfoximina (y-EtMSQO), la

cual inhibe solamente la enzima glutamina sintetasa (Meister, 1991).

Estudios realizados in vivo han demostrado que la administracién de estas
sustancias produce convulsiones y efectos letales, limitdndose su utilizaciéon a los
ensayos experimentales (Meister, 1991). Sin embargo, la sustancia mas utilizada, no
sélo en experimentacion bésica sino también en ensayos clinicos, es la L-butionina-

[S,R]-sulfoximina —BSO- [Figura 11], un potente inhibidor de la y-GCS.

39



. Introduccién

Y-glutamilcisteina
sintetasa

GSH

Figura 11. Inhibicién de la y-Glutamilcisteina sintetasa mediante la L-butionina-[S,R]-sulfoximina

(BSO).

El tratamiento con BSO reduce los niveles de GSH en la mayoria de los
tejidos y en el plasma sanguineo, asi como en gran variedad de tumores. Se ha
demostrado que el tratamiento previo con BSO, a través de la disminucién de GSH,
sensibiliza a las células tumorales resistentes al tratamiento con drogas citotéxicas,

como los compuestos de platino y agentes alquilantes, y con radiaciones ionizantes

(Bailey, 1998).

Ahora bien, el tratamiento prolongado con BSO produce también una
importante toxicidad consistente en nduseas y vémitos, inmunosupresion, alteracién

hepdtica, renal, pulmonar y del sistema nervioso central, entre otros efectos (Meister,

1991; Bailey, 1998).
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II. 3. 5. GLUTATION Y PATOLOGIA

II. 3. 5. 1. INFLUENCIA DEL GLUTATION EN LA PATOLOGIA NO
TUMORAL

Diversos estudios han demostrado que existen una serie de enfermedades
asociadas a la disminucién de los niveles del GSH, como es el caso del SIDA
(Lomaestro, 1995; Wu, 2004). En los pacientes afectados por esta enfermedad se
ha observado una disminucién de este tiol, provocada por la deficiencia de cisteina
en las células polimorfonucleares de sangre periférica, reduccién que es mds
acusada conforme progresa la enfermedad (Herzenberg, 1997; Look, 1997;
Nakamura, 2002). Esta deficiencia sistémica de GSH contribuye a incrementar la
replicacién virica, ademds de aumentar la produccion de agentes oxidantes por las

células inflamatorias, incrementando asi, la disfuncién del sistema inmune (Holroyd,

1993; Nakamura, 2002).

De igual forma, los pacientes con hepatitis C presentan también disminucién
de este tiol en las células polimorfonucleares de sangre periférica (Boya, 1999).
Asimismo, otfras patologias como la diabetes tipo Il (Forrester, 1990), la colitis
ulcerosa (Keshavarzian, 1995), la enfermedad de Crohn (lantomasi, 1994), la
fibrosis pulmonar idiopdtica (Cantin, 1989), el sindrome de distréss respiratorio
(Pacht, 1991), la cirrosis (Loguercio, 1992; Ferndndez-Checa, 2005) y las cataratas

(Calvin, 1986) se han asociado con insuficientes niveles de este tiol.

Por ofro lado, la disminucién de los niveles de GSH puede estar provocada
por la generacién de metabolitos reactivos del oxigeno (MROS) los cuales se han
relacionado con diferentes enfermedades. Entre éstas, cabe destacar la enfermedad
de Alzheimer, en donde los MROS producen una peroxidacion lipidica del cortex
cerebral, habiéndose observado de forma concomitante una disminucién del GSH
en las dreas corticales (Jenner, 1994). Otras patologias asociadas al estrés oxidativo

inducido por la generacién de MROS son la enfermedad de Parkinson,
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arterioesclerosis, sindrome de distréss respiratorio, SIDA y artritis reumatoide, entre

otras (Adams, 1991; Martinez-Cayuela, 1995; Nakamura, 2002).

Finalmente, algunas enfermedades estdn asociadas con alteraciones
enzimdticas relacionadas con el metabolismo del GSH. Asi, los pacientes con
deficiencia de la enzima GSH sinfetasa presentan alteraciones cerebrales, acidosis y
hemélisis, y en pacientes con la enzima y-GCS disminuida, ademds de dichos
efectos, padecen degeneracién espino-cerebelar, neuropatia periférica, miopatia y
aminoaciduria. Por otro lado, se ha observado hemdlisis en pacientes con

deficiencia de la enzima GSH peroxidasa en los eritrocitos (Meister, 1991).

Por lo tanto, la modulacién de los niveles intracelulares de GSH puede
ofrecer una terapia potencial para las enfermedades humanas asociadas a la
deficiencia de GSH y al estrés oxidativo. De hecho, se ha propuesto la utilizacién de
antioxidantes como el GSH, NAC, ascorbato, a-tocoferol, dcido lipdélico, B-

caroteno, asi como la enzima superéxido dismutasa para la mejora del tratamiento

de estas enfermedades (Larrea, 1998; Nakamura, 2002; Jaruga, 2002).

II. 3. 5. 2. GLUTATION Y PATOLOGIA TUMORAL

La conexién entre el contenido intracelular de GSH y la carcinogénesis ha
sido perfectamente establecida (Estrela JM, 2006). En este sentido, se ha
demostrado que la administracién de carcinégenos induce un aumento de los
niveles de GSH celular, asi como de la actividad de la enzima GGT (Meister,
1983). Se ha observado también que multiples tipos tumorales, como neoplasias de
ovario (Lee, 1989), cabeza y cuello (Guichard, 1990), pulmén (Kawai, 2002),
hepdticos (Ahmad, 1986), etc., presentan incrementada su capacidad para sintetizar
GSH y que los niveles de este tripéptido estdn preferentemente més elevados

cuando las células tumorales proliferan activamente (Russo, 1986; Obrador, 1997).

La evidencia de que el GSH es un factor determinante en la terapia del

céncer fue descubierta por los radidlogos en 1950, quienes observaron que la
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disminucion de los niveles de GSH sensibiliza a las células a la accién de las
radiaciones ionizantes (O Dwyer, 1995). En base a este hecho, la disminucion de
los niveles de GSH mediante la utilizacién de agentes reductores de este tripéptido o
inhibidores de su sintesis, ha sido empleada como terapia adyuvante de la radio y

quimioterapia del cancer.

Il. 4. LA ENZIMA y-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA (GGT)

La enzima GGT se encuentra presente en la membrana de todas las células
normales, pero se expresa mds activamente en la superficie luminal de células
secretoras y absorbentes, como son las glédndulas sudoriparas, glandula mamaria,
préstata, los conductos de las glandulas salivares, los conductos y canaliculos
biliares, acinos pancredticos, criptas intestinales, tUbulos testiculares y tUbulos
proximales del rinén. En condiciones normales, se encuentra presente también en el
suero donde se utiliza como marcador de enfermedades hepdticas (Hanigan MH,
1999). Diversos autores han asociado un aumento expresién de la GGT a medida

que se induce la diferenciacién celular (Yaagoubi M, 1995; Prezioso JA, 1993).

Como se ha mostrado en la figura 6, la GGT cataliza el primer paso de la
degradacién extracelular del GSH, es decir, produce la hidrélisis del anlace -
glutamilo entre el glutamato y la cisteina. En este proceso se libera el dipéptido
cisteinilglicina el cual se hidroliza por la accién de las dipeptidasas de membrana en
cisteina y glicina. De esta manera se recupera la cisteina al interior celular, la cual
es critica para la sintesis proteica, especialmente en las células tumorales muy
proliferativas. La actividad de la GGT confiere ventajas de proliferacion y

supervivencia a las células tumorales (Benlloch M, 2005).

La expresiéon de GGT se encuentra incrementada en los tumores, por lo que
puede jugar una importante funcién en la utilizacién del GSH por parte de las
células tumorales. De esta manera, bajas concentraciones de GSH extracelular son
suficientes para mantener unos niveles intracelulares éptimos y, ademds, la

reposiciéon del GSH utilizado ocurre de forma mds rdpida (Rajpert de Meyts E,
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1992). En sarcomas inducidos en ratas, se ha observado una utilizacién preferencial
del GSH circulante en vez del tisular. Este fenémeno es dependiente de la actividad

de la GGT, como asi lo indican experiencias llevadas a cabo utilizando acivicina

(inhibidor irreversible de la GGT; Hochwald SN, 1996).

Ademds la GGT previene a la célula de los dafios causados por metabolitos
reactivos del oxigeno, como el peréxido de hidrégeno (H,O,) producido en los
procesos metabdlicos. La induccién del estrés oxidativo produce un incremento
rdpido de los niveles del RNA mensajero de la GGT, aumenta su expresion y hace

mds resistente a las células tumorales frente a terapias oxidativas (Choi J, 1996).

Por otro lado, el propio catabolismo del GSH mediado por la enzima GGT,
produce niveles bajos de MROs (O,, H,O,). En condiciones normales, el
metabolismo celular produce niveles bajos de MROs, a través de la actividad de
componentes de la cadena respiratoria mitocondrial, como el citocromo P450 y b5,
la xantina oxidasa y los sistemas NADPH-oxidasa. Este moderado estrés oxidativo
estimula la proliferacién celular y protege a la célula frente a sefiales proapoptéticas
(Maellaro E, 2000). Recientemente, se ha sefalado la GGT como otra fuente de
formacién de MROs [Figura 12], y se ha demostrado una relacién entre la actividad
de la enzima, la producciéon de MROs, el mantenimiento del estado proliferativo y la

prevencién de la apoptosis (Enoiu M, 2000).

GCT v- Glutamato + gly-cys-S- + H*

gly-cys-S- + Fed+ gly-cys-S- + Fe?+

Fig. 12. Mecanismo de producién de MROs (O,, H,O,) derivado de la actividad de la GGT
(Djavaheri M, 2002).
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El H,O, derivado del catabolismo producido por la GGT, induce la actividad
del factor de transcripcién NF-xB. Este factor juega un papel crucial en la
regulacién de genes implicados en la respuesta inmunitaria e inflamatoria, asf como
en los procesos de adhesién celular. Ademds, modula la respuesta celular

antiapoptdtica (Djavaheri M, 2002).

Por lo tanto, aquellas células tumorales con una mayor actividad de la GGT
serdn mds proliferativas, tendrdn una mayor capacidad de detoxificaciéon frente a
xenobidticos, aprovechardn de forma mds eficiente los tioles extracelulares y

evadirdn mads facilmente las sefiales apoptéticas [Figura 13].

Y-glutamil-
GSH .o! ® transpeptidasa
<
Glu + Cis = y-Glu-Cis Cis o
! Tioles
Cys-Gly n Cys
. Defensa
' antioxidante
Formacién MROs dipeptidasa
(H,0,) 3
! Efectos en
Cys-Gly-XXX- Cys-Gly Proliferacién

Apoptosis
Detoxificacién Extracelular Y AApop

de Drogas

citoplasma

Fig. 13. Mecanismos a través de los cuales la actividad de la GGT interfiere en la sensibilidad de la
célula frente a drogas antitumorales: (1) la cisteinil-glicina (Cys-Gly) originada por la escisién del
GSH extracelular, se hidroliza por las dipeptidasas de membrana y la cisteina liberada puede ser
transportada al interior de la célula; (2) el dcido glutdmico liberado por la escision del GSH puede
reaccionar con cistina (Cis) para formar y-Glu-Cis y en esta forma la cistina puede entrar en la célula;
(3) los MROs producidos extracelularmente debido a la actividad de la GGT, pueden afectar al
balance proliferacién/apoptosis de la célula; (4) la cisteinil-glicina reacciona de forma rapida con
xenobidticos (como el cisplatino) y la combinacién disminuye la absorcién celular del férmaco
(detoxificacién extracelular) (Pompella A, 2006).
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Estudios con carcinégenos ponen en evidencia una induccién de la actividad
GGT en células o dreas tisulares con expresién normalmente negativa. En estas
dreas se produce una induccién de la proliferacion (parece que mediada por el
oncogen ras) (Pankiv S, 2006), con la consecuente aparicion de un tumor maligno.
Por este motivo, se considera a la enzima GGT como un marcador temprano de
transformacién neoplésica (Pompella A, 2006). Ademds, la expresion de la GGT
puede estar relacionado con la progresién tumoral y las células tumorales positivas
parecen presentar un fenotipo mds resistente y agresivo. Ademds, la expresién de la
GGT es considerada como parte del fenotipo resistente en células preneopldsicas,
ya que como anteriormente se ha expuesto, esta enzima juega un papel esencial en

el metabolismo del glutation y en los sistemas celulares antioxidantes.

II. 5. AGENTES INDUCTORES DE LA DIFERENCIACION CELULAR

Existe una relacion compleja entre los procesos celulares que regulan la
proliferacién, diferenciacién, transformacién  neopldsica, expresién  génica 'y
expresion de genes supresores de tumores. Existe una red de moléculas que
interactan para producir el balance correcto entre la diferenciacién y la
multiplicacién celular. La transformacién neopldsica representa una forma de
pérdida de control de la proliferacién pero no destruye el potencial de las células
para diferenciarse, por lo que la terapia basada en la induccién de la diferenciacion
puede alterar las caracteristicas del tumor hacia un estado de transicion inestable
(Szallasi Z, 2000). Esta terapia se fundamenta en la hipétesis de que el céncer es un
estado reversible con un proceso de maduracién alterado, en el que el fenotipo
transformado puede ser dirigido hacia formas benignas sin potencial proliferativo

(Gémez-Vidal JA, 2004) mediante agentes diferenciadores farmacolégicos.

LOS RETINOIDES

Los retinoides son andlogos naturales y sintéticos de la vitamina A que
regulan diferentes procesos biolégicos entre los que se encuentran la proliferacion,

diferenciacién y apoptosis celular. El dcido retinoico (RA) es el derivado natural de
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la vitamina A mds potente y es esencial en diversas funciones bioldgicas como la
proliferacién, reproduccién, desarrollo embrionario, diferenciacién de tejidos

epiteliales y en la respuesta inmunitaria (Langston AW, 1994).

II. 5. 1. Mecanismo de Accién

La isoforma natural mds activa de la vitamina A es el dcido trans-retinoico o
ATRA (all-trans retinoic acid), aunque también se utilizan otras como el dcido

retinoico 9-cis (9-cis-RA), el 11-cis-RAy 13-cis-RA.

El ATRA entra en la célula por difusion simple o por la conversién del retinol
absorbido del tracto gastrointestinal, quien en forma circulante se encuentra unido a
proteinas RBPs (retinol binding proteins) e intracelularmente a las proteinas CRBPs
(cellular refinol binding proteins). El ATRA puede ser metabolizado de forma
inmediata mediante la unién a las proteinas CRABPs (cellular retinoic acid binding
proteins) y oxidado en el reticulo endoplasmético mediante la accién de las enzimas
dependientes del citocromo P450 (CYPs — cytocrome P450 enzymes).
Alternativamente, el ATRA y su isémero 9-cis-RA, pueden entrar en el nicleo y unirse
a los receptores nucleares RAR y RXR, respectivamente. A continuacién, se produce
la activacién de los receptores mediante la formacién del heterodimero RAR-RXR o
el homodimero RXR-RXR. De esta forma se unen a regiones muy afines del ADN o
elementos RARE (retinoic acid responsive elements), que normalmente se encuentran

en la zona del promotor de determinado gen, activando su transcripcién (Njar VCO,

2006) [Figura 14].
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Fig. 14. Mecanismos de accién del ATRA (Njar VCO, 2006).

ll. 5. 2. Los Receptores de los Retinoides

Los efectos biolégicos diversos de los retinoides sobre la expresiéon génica
esté mediada por 6 receptores nucleares (RARa, RARB y RARY, RXRa, RXRB y RXRY),
los cuales son factores de transcripcién dependientes de ligando y son miembros de
la superfamilia de los receptores de las hormonas esteroideas/tiroideas. Estos
receptores nucleares activan la transcripciéon uniéndose, en forma de heterodimeros
RAR/RXR, a las secuencias RAREs localizadas en la regién promotora de los genes
diana o como homodimeros RXR/RXR a las secuencias RXREs. El ATRA puede unirse
al receptor RAR pero no tiene afinidad por el RXR, sin embargo el 9-cis-RA es capaz

de unirse a los dos tipos de receptores (Simeone AM, 2004).
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En ausencia de RA, el dimero se une a la secuencia RARE en el promotor del
gen y el receptor RXR se une a represores, los cuales producen efectos
transcripcionales negativos en el gen diana, a través de la produccién de cambios
en la estructura de la cromatina. Cuando el RA se une al receptor, se produce un
cambio de conformacién en la zona de unién al ligando, de forma que moléculas
activadoras sustituyen a los represores [Figura 15]. Se produce la apertura de la

hebra de cromatina y la activacion de la transcripcién del gen asociado (Soprano

DR, 2004).

Transcripcién Transcripcién

RA
Fisiolégico

. Represor ‘ Activador ‘ ATRA

Fig. 15. Mecanismo de accién de los receptores del ATRA.

Normalmente existen niveles altos de ARN mensajero del receptor RARa
presentes en muchos tejidos, sin embargo, la expresién del receptor RARB es mds
especifico dependiendo del tipo tisular. Los tres tipos de receptores RXR se expresan
ampliamente en gran variedad de tejidos adultos, como minimo una de las
isoformas estd presente en todos los tejidos examinados hasta el momento. Una
adecuada expresiéon de los receptores es fundamental para la regulacién de los
procesos celulares. Alteraciones en dicha expresion se han asociado con el
desarrollo de diversos tumores. Por ejemplo, en la leucemia promielocitica, se han
observado traslocaciones en el gen RARa. Estas traslocaciones dan lugar a proteinas
de fusién que no responden a las concentraciones fisiolégicas del RA (Soprano DR,
2004). Asimismo, en ofros tumores sdlidos, como el cacinoma de pulmén, el
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello y en el cdncer de mama, se ha
observado una pérdida de la expresion del receptor RARB, el cual se sobreexpresa

en células epiteliales mamarias normales. Estas evidencias sugieren que la expresion
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del receptor RARB juega un papel importante en los efectos antiproliferativos de los

retinoides (Simeone AM, 2004).

II. 5. 3. Efectos celulares de los retinoides

El tratamiento con retinoides induce el proceso de diferenciacién celular y de

apoptosis y disminuye la capacidad proliferativa de las células tumorales.
pop Y Y p p

En condiciones normales, los retinoides juegan un papel fundamental en la
diferenciacién terminal de los diferentes 6rganos durante la embriogénesis (Langston
AW,1994). Sus efectos sobre la diferenciacion en las células tumorales se ha
demostrado en numerosas ocasiones mediante la monitorizacién de moléculas
caracteristicas de un fenotipo diferenciado. En el caso de las células tumorales
procedentes de RMS, conforme va transcurriendo el tratamiento con ATRA, se
observa un incremento paulatino de la expresiéon de marcadores musculares, lo que
sugiere una induccién hacia la direccién miogénica (Ogose A, 1995; Ramp U,

1994; Amold HH, 1992).

El mecanismo principal por el cual el ATRA inhibe la proliferacién celular
consiste en la induccién de la detencion del ciclo celular en la fase G1. Existen
varios moduladores del ciclo celular, los cuales median la transicién de la fase G1
de reposo a la fase S de sintesis. Entre éstos se encuentran la proteina del
retinoblastoma (pRb, supresor tumoral), las ciclinas D y E, las ciclinas dependientes
de kinasas (cdks) 2, 4 y 6 y sus inhibidores, p15, p16 y p21 (Wilcken NR, 1996;
Weinberg RA, 1995; Planas-Silva MD, 1997). El efecto inhibidor de la proliferacion
del ATRA se ha relacionado con su capacidad para disminuir la expresién de la
ciclina D1 y D3, la actividad de cdk2 y cdk4 y la expresién y fosforilacion de pRb.
También los inhibidores de las cdk pueden estar regulados por el ATRA como se ha
visto en el caso del p21. Asi, el ATRA parece ejercer su efecto antiproliferativo

mediante el bloqueo de la transicién de la fase G1 a la S del ciclo celular (Yang L,

2001).
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Por otro lado, se ha observado que el tratamiento con retinoides en células
tumorales induce la formaciéon de metabolitos reactivos del oxigeno (MROs) (Castro
OS, 1996), los cuales pueden producir dafio oxidativo en el ADN y mediar en el
proceso apoptdtico (Matés JM, 2000). Ademds, diversos estudios relacionan al RA
con la inducciéon de TRAIL (ligando del factor de necrosis tumoral inductor de
apoptosis) y la caspasa 8 en la leucemia promielocitica (Jiménez-Lara AM, 2004).
Ademds se ha observado disminucion de la expresion de la proteina antiapoptética
Bcl-2 y una induccién de la proteina proapoptédtica p53 tras el tratamiento con RA

en células tumorales prostdticas (Pasquali D, 1999).

El RA también se ha implicado en otros procesos celulares que son relevantes
para su utilizacién en terapias antitumorales. Asi, el tratamiento con RA se relaciona
con un incremento en las uniones intercelulares tipo GAP (las cuales se van
perdiendo durante el proceso de carcinogénesis) (Carystinos GD, 2001) y una
inhibicién de la expresion de los receptores de superficie celular para integrinas
(Chattopadhyay N, 1999) y metaloproteinasas de la matriz extracelular, como la

colagenasa (las cuales aumentan la capacidad invasiva de las células tumorales;

Guérin E, 1997).

Il. 5. 4. Aplicacién de retinoides en la terapia antitumoral

El retinoide natural mds utilizado en las terapias antitumorales es el ATRA
puesto que es més activo que su isémero 9-cis-RA. Sin embargo, estas moléculas
actban de forma global en el organismo (sus receptores se encuentran en
précticamente todos los tipos celulares analizados) por lo que se asocian a su
tratamiento efectos secundarios como la hiperlipidemia y la toxicidad mucocutdnea
y hepética (Sutton L, 1997). Por este motivo, se han desarrollado retinoides
sintéticos con una actividad mds especifica y con mayor potencia, lo que disminuye
la toxicidad de los retinoides naturales. Los principales retinoides sintéticos utilizados
hasta el momento son el LGD1069 (bexaroteno, targretina), un derivado sintético
del retinoide 9-cis-RA y la N-(4-hydroxyphenyl)retinamida (4-HPR, fenretidina),
derivado sintético del ATRA (Simeone AM, 2004).
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Los retinoides se han asociado a otros compuestos para aumentar su eficacia
clinica. Se han desarrollado terapias que combinan los retinoides con la
quimioterapia, butirato sédico y tricostatina A (inhibidores de la deacetilasas de las
histonas, las cuales ejercen un efecto inhibidor de la accién del receptor del RA) (Lin
RH, 1998), triéxido arsénico (el ATRA actéa de forma sinérgica con el triéxido
arsénico para aumentar la capacidad antiproliferativa y proapoptética  del
tratamiento en un proceso mediado por el GSH) (Lin LM, 2005), interferones vy
tamoxifeno (Jiménez-Lara AM, 2004).

Tabla 2. Retinoides actualmente utilizados en la terapia antitumoral.

Nombre Comercial Retinoide Actividad Aplicacién Terapéutica

Treitonina Transretinoico RAR Leucemia promielocitica

Keratosis actinica

Alitreitonina Acido retinoico 9-cis RAR Sarcoma de Kaposi
Panretina
Isotretionina Acido retinoico 13-cis RAR Leucoplaquia oral

Cdncer de piel

Carcinoma de cabeza y cuello
(con IFNa-20)

Neuroblastoma

Bexaroteno LDG1069 RXR Linfoma cuténeo de las

RAR residual | células T (estadios I1A-IB, IIA)

Fenretidina (4-HRP) | 4-hydroxy-phenylretinamida | RARy Céncer de mama secundario
RARB
Ofras
Retinoide aciclico Acido poliprenoico RAR Carcinoma hepatocelular
RXR (prevencién)
PPAR
Adapaleno RARy Neoplasia intraepitelial
CD271 RARB (baja) | cervical (prevencién)

52



. Introduccién

En la actualidad, la aplicacién en los sarcomas estd siendo objeto de
investigacion por numerosos grupos de investigacién, puesto que se ha observado
su efecto diferenciador y antiproliferativo en células de RMS tanto humanas como
murinas (Barlow JW, 2005; Ricaud S, 2005; Arnold HH, 1992). Estos estudios
reflejan la utilidad de los retinoides en el tratamiento del RMS, pero también
exponen lao necesidad de conocer previaomente la reactividad de las células
tumorales al tratamiento, puesto que existen tipos celulares que no responden al RA,
lo que podria ser debido a disfunciones en los receptores de los refinoides
(traslocaciones y formacién de nuevas proteinas de fusién que impiden la respuesta
al tratamiento) (Ricaud S, 2005) y a otras diferencias biolégicas celulares que

precisan ser estudiadas.
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lll. Hipétesis y Objetivos

Este trabajo de investigacién analiza posibles alternativas terapéuticas
complementarias a los tratamientos clésicos del rabdomiosarcoma. Para ello, se
centra en el estudio del efecto producido por el ATRA —retinoide utilizado como
agente diferenciador y aplicado en la actualidad en el tratamiento de diversos

tumores—, y en la implicacién del metabolismo del GSH en dicho efecto.

El efecto del ATRA podria estar influenciado por el estado redox de las
células tumorales, el cual depende del metabolismo intracelular del GSH de cada
tipo celular, metabolismo que, a su vez, podria ser diferente dependiendo del grado
de diferenciacién tumoral. Con el objetivo de profundizar en estos hechos, se

plantea la siguiente hipétesis:

“El tratamiento del rabdomiosarcoma con ATRA produce efectos que varian
dependiendo del grado de diferenciacién de las células tumorales. Dichos efectos
son dependientes del metabolismo del glutatién de cada tipo celular, ejerciendo un

papel esencial el nivel de expresién de la enzima gamma-glutamiltranspeptidasa”.

Para demostrar dicha hipétesis, en este estudio realizado sobre un modelo
experimental de rabdomiosarcoma de rata, se han planteado los siguientes obijetivos

concretos:

1. Estudiar la respuesta celular producida por el ATRA en dos lineas

tumorales con diferente grado de diferenciacién.

2. Determinar el grado de implicacién del metabolismo del GSH sobre

el efecto del ATRA en dichas lineas celulares.

3. Analizar la implicacién de la capacidad de expresiéon de la enzima

gamma-glutamiltranspeptidasa sobre los efectos del ATRA.

4. Determinar el posible beneficio terapéutico de la adicién de ATRA y
BSO a la quimioterapia cldsica, a través de la combinacién de sus
respectivos efectos inductor de la diferenciacién e inhibidor de la

sintesis de GSH en el rabdomiosarcoma.
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IV. Material y Métodos

IV. 1. EXPERIMENTACION In Vitro

IV. 1. 1. CELULAS TUMORALES

IV. 1. 1. 1. Obtencién y Origen de las Células Tumorales

En este estudio, se han utilizado dos lineas celulares de rabdomiosarcoma de

rata: F21 y S4AMH.

Estas células se encuentran relacionadas parentalmente. Ambas provienen de
un mismo tumor inducido mediante injeccién intframuscular de nikel en una rata
WAG. El tumor se dispuso en cultivo y las células parentales obtenidas fueron
clonadas de forma que se obtuvieron diferentes series de lineas celulares para

estudio. El método empleado aseguré un origen monocelular de las lineas celulares

(Sweeney 1982).

Las células F21 y S4MH presentan diferencias en cuanto a su grado de
diferenciacién y su capacidad metastdtica. La linea celular S4MH presenta una
morfologia indiferenciada y su capacidad metastdtica es alta [Figura 16]. La
inoculacién de estas células en ratas WAG por via intravenosa o subcuténea
provoca la formaciéon de metéstasis en higado, pulmén y ganglios linféticos. Las
células F21 presentan una morfologia moderadamente diferenciada e inoculadas en
ratas WAG por las mismas vias descritas, su capacidad de formacién de metdstasis

tanto pulmonares como hepéticas es significativamente menor que las células S4MH

(Calle 2000).
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Fig. 16. Células tumorales S4MH y F21, obtenidas de un rabdomiosarcoma de rata

inducido quimicamente.

IV. 1. 1. 2. Cultivo de las Células Tumorales

Las células tumorales S4MH y F21 fueron cultivadas en medio minimo
esencial de cultivo DMEM (Dubelcco’s modified Eagle’s médium, Gibco BRL) al que
se anadié penicilina (100 Ul/ml, Biochrom KG), estreptomicina (100 pg/ml,
Biochrom KG) y anfotericina (100 pg/ml, Biochrom KG). Ademds, el medio de
cultivo de las células tumorales S4MH y F21 fue suplementado con un 15% y un

10% de suero bovino fetal (SBF, Biochrom KG), respectivamente.

Para el mantenimiento de estas células se utilizaron frascos desechables de
cultivo de poliestireno (Orange Scientific) de 25, 75 y 150 cm? de superficie. Para
llevar a cabo experimentos puntuales se utilizaron placas de cultivo de 6, 24 y 96

pocillos (Costar).

La manipulacién de los cultivos celulares se realizé en cabinas de flujo
laminar vertical (Bio 48 Faster) y una vez realizada la siembra se mantuvieron en un

incubador (Heraeus) ajustado a una temperatura de 37°C y una atmdsfera de 5%

CO..
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Las células tumorales F21 y S4MH muestran un fenotipo adherente. Cuando
los cultivos alcanzaban la semiconfluencia, las células eran despegadas de la
superficie del frasco por medio de un breve tiempo de exposicién a la solucién PBS-
EDTA 2 mM y sembradas en el soporte y la concentracion mds adecuados segin la
experiencia a realizar. En todas las experiencias se testé la viabilidad celular
mediante la tincién con azul tripan (Gibco BRL), excluyendo el cultivo si la viabilidad
era menor del 95-98%. Para los diferentes experimentos se utilizaron siempre los
cultivos teniendo en cuenta el nimero de veces que se habian subcultivado desde su
descongelacién, de tal forma que sélo se utilizaron las células en el segundo o

tercer subcultivo.

IV. 1. 2. FARMACOS

En todas las experiencias, las disoluciones de los farmacos empleados fueron

preparadas en el momento de realizar el estudio.

IV. 1. 2. 1. Acroleina (AC)

La acroleina (Sigma-Aldrich Chemical Co.) es un metabolito activo de la
ciclofosfamida (CY, agente alquilante no activo in vitro) que reacciona con el GSH,
disminuyendo sus niveles intracelulares (Norton,1997). Este producto se presenta en
forma liquida y fue almacenado a 4°C. Las diluciones se realizaron en medio de

cultivo.

IV. 1. 2. 2. L-butionina-[S,R]-sulfoximina

La L-butionina-[S,R]-sulfoximina (BSO, Sigma-Aldrich Chemical Co.) es un
inhibidor especifico de la enzima y-GCS, disminuyendo de este modo los niveles de
GSH (Bailey, 1998). Este producto fue almacenado en viales polvo de 5 g a 4°C.

Las diluciones se realizaron en medio de cultivo.
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IV. 1. 2. 3. Acido Transretinoico (ATRA)

El ATRA (Sigma-Aldrich Chemical Co.) es un derivado natural de la vitamina
A, inductor de la diferenciacion celular e inhibidor de la proliferacién —detiene el

ciclo celular en fase G,—.

Este producto se presenta en polvo, que se almacena en oscuridad a —20°C.
La porcidn necesaria del producto para formar una solucién madre se disuelve en
etanol absoluto; a partir de esta solucién se van obteniendo las diluciones
necesarias para los diferentes tratamientos disueltas en medio de cultivo. La solucién
madre se almacena también a —20°C, protegida de la luz y tiene una duracién

mdxima de un mes.
IV. 1. 2. 4. Acivicina

La acivicina (4cido y-Amino-3-cloro-4,5-dihidro-5-isoxazoleacético, Sigma-
Aldrich Chemical Co.) es un inhibidor no competitivo e irreversible de la enzima
GGT. Este producto se presenta en polvo, que se reconstituye en dcido clorhidrico 1
N para la formacién de la solucién madre, la cual se alicuota convenientemente en
viales y se guarda a —20°C. Llos diluciones posteriores para los diferentes

experimentos se realizaron directamente en medio de cultivo.
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IV. 1. 3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

IV. 1. 3. 1. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE MIOGENINA

Para determinar el grado de diferenciacién celular, se realizé el marcaje con

miogenina, marcador de diferenciacién muscular.

a.- Cultivo celular: las células fueron sembradas en camarillas cuddruples de
cultivo sobre portaobjetos (NUNC), a una densidad de 4 x 10° células por camarilla
en medio de cultivo (1 ml/pocillo) suplementado con el porcentaje de suero

adecuado a cada tipo celular.

b.- Aplicacién de los tratamientos: Las células fueron tratadas con ATRA
10°M durante 72 horas, momento en el cual se llevé a cabo la inmunodeteccion de

la miogenina.

c.- Inmunodeteccién de la miogenina: las células fueron fijadas en
formaldehido al 3% durante 15 minutos y posteriormente permeabilizadas con Triton
x100 al 0.3% durante 5 minutos. Para la inmunohistoquimia, se aplicé un
anticuerpo monoclonal anti-miogenina de rata (1:50; Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Heidelberg, Germany) durante 30 minutos a 37 °C. Transcurrido el tiempo, se
lavaron los pocillos con PBS y se incubaron con el estimulador de la sefal “Image-iT
signal enhancer” (Invitrogen, California, USA), —disminuye ademés el ruido de
fondo—, durante 30 minutos a temperatura ambiente en cémara himeda. Después
de lavar con PBS se aplicé el anticuerpo secundario, IgG de cabra antiratén

marcado con fluoresceina isotiocianato (Alexa Fluor SFX kit Invitrogen).

d.- Andlisis de resultados: Los marcajes fueron analizados por microcopia
confocal (Olympus Fluoiew FV500). La excitacién de la fluoresceina se consiguid
utilizando un ldser de argén a 488 nm y la emisién especifica fue seleccionada en la

region de 458-514 nm, utilizando los filtros apropiados.
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IV. 1. 3. 2. DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

a.- Siembra de las células tumorales: para llevar a cabo la determinaciéon de
la proliferacién celular, las células fueron sembradas en placas de cultivo de 24
pocillos, a una densidad de 10* células por pocillo en medio de cultivo (1
ml/pocillo) suplementado con la concentracién adecuada de SBF dependiendo de

cada tipo celular.

b.- Aplicacién de los tratamientos: las células sembradas se dejaron adherir y
acondicionar durante 24 horas, tras lo cual se adicionaron los tratamientos
correspondientes segin las caracteristicas de cada estudio. Finalizado el tiempo de
incubacién de cada fédrmaco, se procedié a su retirada y sustituciéon por medio de

cultivo fresco. Las células se mantuvieron en este medio hasta el fin del experimento.

c.- Medidas de proliferacién celular: la proliferacién celular fue determinada
alas 0, 24, 48 y 72 horas después de la adicién de los tratamientos. Para ello, una
vez eliminado el medio de cultivo de los pocillos, se adicioné la soluciéon PBS-EDTA
2 mM y se dispusieron a 37°C durante 5 minutos. Una vez despegada la poblacién
celular por completo, se realizé un recuento directo al microcopio mediante la

utilizacién de un hemocitémetro Burker (Boeko, Germany).

IV. 1. 3. 3. DETERMINACION DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE
GLUTATION DE LAS CELULAS TUMORALES.

a.- Andlisis del contenido intracelular de GSH mediante citometria de flujo.

Tratamientos a las células: las células fueron sembradas en frascos de 25 6

75 cm?, segin el tiempo adecuado de tratamiento con el fé&rmaco. Una vez
adheridas y adaptadas al medio se anadieron los diferentes tratamientos,

manteniéndose estos durante el tiempo previamente definido.
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Preparacién de las suspensiones celulares: una vez tratadas, las células

fueron despegadas del frasco, dispuestas en tubos de fondo cénico (Costar) y
centrifugadas a 250 g. Eliminado el sobrenadante, las células fueron resuspendidas

en DMEM y ajustada la suspensién a una concentraciéon de 10° cels./ml.

Marcaije del GSH con Monoclorobimano: a cada ml de la suspensién celular

anteriormente sefalada, se afadié monoclorobimano (MBCI, Molecular Probes,
Eugene, OR) hasta alcanzar una concentracién de 20 uM. Este fluorocromo se
conjuga con el glutatién intracelular, en una reaccién que requiere la actividad de

la enzima glutation-S-transferasa (GST), siendo el marcaje altamente especifico

(Kamencic 2000).

Andlisis del marcaje por citometria de flujo: la intensidad de fluorescencia

por unidad celular se determiné utilizando un citémetro de flujo EPICS ELITE
(Coulter, Hialeheat, Florida) con las siguiente longitudes de onda: A excitaciéon =
360 nm; A emisién = 460 nm. Se realizé el andlisis por triplicado de un minimo de

10.000 células por cada muestra.

b.- Anélisis del contenido intracelular de GSH por el método de Hissin
(1976).

En este método se utiliza el fluorocromo O-ftaldehido (1,2-
bencenodicarboxialdehido, OPT; Sigma-Aldrich Chemical Co.) como marcador del
glutation intracelular. EI OPT reacciona con la amina primaria del tiol dando lugar a
un producto que emite fluorescencia (Puri, 1988). En el momento de la valoracién

se prepararon disoluciones de 10 mg/ml de metanol.

Los niveles de GSH segin este método se expresan en nmol de GSH/mg de

proteina celular segun el siguiente procedimiento:

Siembra de las células tumorales, aplicacién de los tratamientos vy fijacién de

las placas: las células tumorales fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una
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densidad de 10* células por pocillo. Transcurridas 24 horas desde la siembra, se
anadieron los diferentes tratamientos mantenidos durante el tiempo de exposicién
elegido para cada fdrmaco. Una vez terminado el tratamiento, las células fueron
lavadas 2 veces con PBS, se elimind completamente el liquido de los pocillos, se
congelaron las placas mediante inmersién en nitrégeno liquido y se almacenaron a

—20°C hasta proceder al marcaje y cuantificacién de los niveles de GSH.

Marcaje del GSH con el fluorocromo: en el momento de la valoracién se

afadié a cada pocillo 150 pl de una solucién de homogenizacién (TCA 5% y EDTA
2 mM), tras una breve sonicacién de la placa (10 segundos) para la ruptura de la
membrana celular, se centrifugd a 1300 g durante 30 min a 4°C. De cada pocillo
se recogieron 2 muestras de 50 Wl y se dispusieron en una placa de 96 pocillos;
posteriormente, se anadié a cada pocillo una solucién de incubacién (175 ul de PBS
0.1 M con EDTA 5 mM (pH=8), 15 ul de NaOH 1 M y 10 ul de solucion OPT (10

mg/ml de metanol)). Las placas fueron incubadas durante 30 min en oscuridad.
En cada ensayo se obtuvo una curva patrén de GSH (Sigma-Aldrich
Chemical Co.) a partir de la solucién madre 10 mM, tras lo cual se realizaron

diluciones sucesivas en solucién de homogenizacién.

Cuantificacién de la fluorescencia y determinaciéon de los nmoles de GSH: la

cuantificacién se llevé a cabo con un Fluorimetro de barrido de placa (Fluoroscan
Ascent, Labsystem). Los filtros utilizados para las medidas fueron: A excitacién = 360
nm y A emisién = 450 nm, obteniendo los resultados en nmol de GSH una vez

interpolados los valores de fluorescencia en la curva patrén.
c.- Valoracién de la proteina celular
La valoracién de la proteina celular se realizé mediante el método descrito

por Lowry y cols. (1951). Este método se basa en la formacién de un complejo

coloreado entre el Cu™" y el nitrégeno de los enlaces peptidicos de las proteinas
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(reaccién de Biuret). Para intensificar el color formado en esta reaccién y aumentar
la sensibilidad, se hace reaccionar posteriormente con el reactivo de Folin-
Ciocalteus (Merck), que al ser reducido por los residuos de aminodcidos aromdticos

tirosina y triptéfano da un color azulado.

Preparacién de las placas para cuantificaciéon de proteina: la valoraciéon de

proteina se llevd a cabo en las mismas placas donde se realizé anteriormente la
determinacién de GSH. Una vez fue recogida de estas placas la solucién de
homogeneizacién requerida para el andlisis del GSH, se eliminé el sobrenadante

por completo y se afiadié a cada pocillo 150 pl de NaOH 0.5 N.

Formacién del complejo coloreado: se anadieron 375 pl de la solucién de

carbonato sédico (Panreac) al 4% en agua destilada, tartrato de sodio y potasio
(Panreac) al 4% en agua destilada y sulfato de cobre (Panreac) al 2% en agua
destilada, mezclado en las proporciones 100:1:1. Transcurridos 10 min., se
anadieron 75 pl de la solucién del reactivo Folin-Ciocalteus (Merck) en proporcién
1:2 en agua destilada. Del contenido de estos pocillos se transfirieron 2 muestras
(200 W cada una) a una placa de 96 pocillos. Las placas se incubaron a

temperatura ambiente durante 30 min en oscuridad.

Determinacién de la absorbancia: pasado el tiempo de incubacién, se

procedié a la medida del color producido en la reaccién utilizando un lector
automdtico de microplacas (EIx800, Bio-Tek Instruments®) midiendo la absorbancia
a 490 nm. La curva patrén se realizdé a partir de la solucién madre de albUmina
sérica bovina (BSA, del inglés bovine seric albumin; Sigma-Aldrich Chemical Co.) a
una concentracién de Tmg/ml en NaOH 0.5 N y diluciones sucesivas que
permitieron realizar una curva patrén con cantidades de proteina conocida. Los

resultados obtenidos fueron expresados en g de proteina.
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IV. 1. 3. 4. DETECCION DE LA APOPTOSIS EN LAS CELULAS TUMORALES

Para la determinacién del porcentaje de células que se encuentran llevando
a cabo un proceso de apoptosis temprana se utilizé el sistema “Annexin V-FITC

Apoptosis Detection Kit” (Oncogen).

a.- Preparacién de las suspensiones celulares: para la realizacién del
marcaje, las células fueron sembradas en frascos de 75 cm?. Una vez realizados los
tratamientos, el medio de cultivo fue transferido a tubos de fondo cénico (Costar).
Este medio puede contener células que se encuentren llevando a cabo un proceso
de muerte celular y que estén por ello suspendidas en el medio de cultivo, por lo
que no fue desechado. Las células adheridas fueron despegadas e incorporadas a
los tubos que contenian el sobrenadante de los cultivos. Una vez centrifugados los
tubos a 1000 g durante 5 min y a temperatura ambiente, se ajustaron las

suspensiones celulares a una concentracién de 10° cels./ml.

b.- Marcaje con Anexina V: De cada suspensién celular obtenida se
transfirieron 0.5 ml a microtubos de centrifuga. Se afadieron 10 pul de un reactivo
de unién y 1.25 pl de solucién tamponada de Anexina-V (200 pug/ml) conjugada
con Fluoresceina, ambos suministrados por el kit. Se incubaron durante 15 min a
temperatura ambiente y en oscuridad. Pasado este tiempo, los microtubos con la
suspensién celular fueron centrifugados a 1000 g durante 5 min., se desecharon los
sobrenadantes y se resuspendieron las células en 0.5 ml de tampdén de unién
enfriado en hielo al que se le afadieron 10 pl de loduro de Propidio (30 pg/ml),
ambos componentes tambien sumistrados por el kit. Las células se mantuvieron en

hielo y en oscuridad hasta su andlisis por citometria de flujo.

c.- Andlisis mediante citometria de flujo: el andlisis por citometria se llevé a
cabo utilizando un ldser de argén, sintonizado a una A de excitacién de 488 nm.
Para ajustar las condiciones del citémetro fue necesario utilizar como referencia
muestras conocidas con células en apoptosis y marcadas con anexina o con yoduro

de propidio.
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IV. 1. 3. 5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA -
GLUTAMILTRANSPEPTIDASA (GGT)

La actividad de la enzima GGT fue determinada mediante una adaptacién
del método de Grisk y cols. (1993). Este método se basa en la capacidad hidrolitica
y transpeptidasa de la enzima. Para ello, se utiliza la molécula y-glutamil-p-
nitroanilina, como sustrato de la actividad hidrolitica de la enzima, y la molécula
glicilglicina como aceptor de la porcién y-glutamilo escindida por la GGT. La
liberacién de la molécula p-nitroanilina produce color, cuya intensidad va
aumentando a medida que transcurre el tiempo de reaccién de la enzima sobre el
sustrato. El incremento de color del medio puede determinarse midiendo la

absorbancia a 405 nm durante periodos de tiempos cortos.

a.- Preparacién del sustrato: el sustrato utilizado consiste en una solucién que
incluye v-glutamil-p-nitroanilina 4,4 mM, dlicilglicina 40 mM, MgCl, 6 veces
hidratado 11 mM y Tris-clorhidrico 0.4 M a pH 8.5. Para su preparacién, se forma
una solucién con el Tris-HCI que se ajusta a un pH de 8.5. Esta solucién se calienta
hasta llegar a 50 °C. A esta temperatura, se disuelven el resto de componentes y se
deja enfriar hasta la temperatura ambiente. En dicho calentamiento del tampén,
resulta importante no superar los 60 °C para evitar la inactivacién del resto de

componentes.

b.- Preparacién de las suspensiones celulares: las células fueron sembradas
en frascos de 25 o 75 cm? de superficie dependiendo del tiempo requerido de
incubacién con los diferentes tratamientos. Transcurrido este tiempo, las células
fueron despegadas del frasco, centrifugadas y resuspendidas en el volumen

necesario de PBS para llegar a tener una concentracién de 10° cels./100 pl.

c.- Medidas de absorbancia: se utilizaron placas de 24 pocillos, disponiendo
en cada pocillo T00 pl de la suspension celular y 850 pl de sustrato. En cada placa

se reservaron varios pocillos en los que se afadié sustrato sin glicilglicina, para su
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utilizacién como blancos del experimento. A continuacién, y de forma inmediata, se
midié la absorbancia de los diferentes pocillos a 405 nm utilizando un lector
automdtico de microplacas (EIx800, Bio-Tek Instruments®), esta medida
correspondié al tiempo O de la reaccién. A partir de ese momento, se realizaron

medidas cada 5 min. hasta llegar a un tiempo final de 30 min.

d.- Expresién de los resultados: la actividad de la enzima GGT se expresé en

mU de enzima/mg proteina, para lo cual se utilizaron las siguientes férmulas:

mU AE/ At 1000 Vt (ml)

m| 9,9 V problema (ml)

siendo:
AE: la pendiente de la recta obtenida por el incremento de la absorbancia
con relaciéon al tiempo.
At: incremento del tiempo (5 min)
Vt: Volumen total (0.95 ml)
Vproblema: Volumen problema (0.1 ml)

9,9: coeficiente de extincién de la p-nitroanilina

mU / ml

Activided GGT = ———
mg prot. / ml

La proteina total fue valorada por el método de Lowry como se describié

anteriormente para la determinacién de los niveles de GSH.
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IV. 1. 3. 6. DETERMINACION DE METABOLITOS REACTIVOS DEL
OXIGENO

Para el marcaje de los metabolitos reactivos del oxigeno se utilizé la sonda
Diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA, Molecular Probes). Esta molécula
difunde a través de la membrana celular y es hidrolizada por las esterasas celulares
pasando a formar el compuesto 2,7-diclorofluoresceina, que permanece en el
interior de la célula de forma no fluorescente. Posteriores oxidaciones intracelulares
que se producen durante el metabolismo forman Diclorofluoresceina (DCF), el cual

es altamente fluorescente.

El H,DCFDA se utiliza para la determinaciéon de metabolitos reactivos del
oxigeno comUnmente producidos durante el metabolismo oxidativo de las células
como son el peréxido de hidrégeno (H,O,), el radical peroxilo y el anién

peroxinitrito.

a.- Marcaje con la sonda H,DCFDA: las células fueron sembradas en placas
de 24 pocillos a una densidad de 2 x 10* células por pocillo. Una vez transcurrido
el tiempo elegido para cada tratamiento, se lavé dos veces cada pocillo con PBS a
4 °C. En este momento se realizaron medidas de autofluorescencia en el fluorimetro
de barrido de placa (CytoFluor 2350 system) a una A excitacién = 485 nm y A
emision = 538 nm. Realizadas estas medidas, se adicioné la sonda a una

concentracién 4 mM, y en un volumen total de 1 ml/pocillo. Las placas fueron

incubadas a 37 °C durante 30 min.

b.- Medicién de la flurorescencia: transcurrido el tiempo de incubacién con
la sonda, las placas fueron introducidas de nuevo en el fluorimetro de barrido de

placa, utilizando las mismas A que las especificadas en el apartado anterior.

c.- Expresién de resultados: una vez sustraidos a los valores de fluorescencia
los de la autoflourescencia obtenida de cada pocillo, los resultados se expresaron

en unidades arbitrarias de fluorescencia.
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IV. 2. EXPERIMENTACION In Vivo

IV. 2. 1. ANIMALES

La experimentacién in vivo fue realizada en ratas singénicas hembras de la
especie WISTAR (WAG, laboratorios Iffa-Credo, L”Arbreole, Francia). En todas las
experiencias se utilizaron ratas de 10 - 12 semanas de edad, que fueron
estabuladas en grupos de 5 animales por jaula y mantenidas en condiciones

6ptimas de higiene, con alimentacién y agua ad libitum.

En el manejo de los animales, dada la utilizacién de técnicas que incluyen la
inoculacién de células tumorales y la administracién de drogas, las cuales, pueden
influir en la severidad del procedimiento experimental, se siguieron las
recomendaciones de la United Kingdom Coordinating Comittee on Cancer Research
(UKCCCR) para la utilizacién de animales de experimentacién del cancer, enfocado
al cuidado y bienestar de los mismos (UKCCCR, 1998). Asi mismo, se han seguido
las directrices de la Directiva del Consejo de Europa 2003/65/CE sobre la
proteccién de los animales de experimentacién promulgada en Espana por el Real

Decreto 1201/2005.

IV. 2. 2. FARMACOS

IV. 2. 2. 1. Ciclofosfamida

En los estudios in vivo se utilizd el agente alquilante Ciclofosfamida (CY,
Genoxal®, Funk), fd&rmaco que para ser activo precisa de su metabolizacién previa
por las enzimas microsomales hepdticos. Este citostdtico tiene un amplio espectro
antineoplésico y gran poder inmunosupresor. El producto se presenta liofilizado en
viales y fue almacenado a 4°C, procediendo a su disolucién en suero fisiolégico
(Laboratorios Mein, S.A.) en el momento de la administraciéon a los animales por via

intraperitoneal (i.p.) [Figura 17].
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IV. 2. 2. 2. L-butionina - [S,R]-sulfoximina (BSO)

Las disoluciones del BSO fueron preparadas de forma inmediata previa a la

administracién i.p. en el animal, utilizando para ello suero fisiolégico esteril.

IV. 2. 2. 3. Acido Transretinoico

Para los estudios in vivo el ATRA se disolvié en aceite de girasol comercial.
Dada la sensibilidad del ATRA a la luz, dicha disoluciéon fue preparada en oscuridad

de forma inmediata previa a su administracién i.p. al animal.

Fig 17. Proceso de inoculacién intraperitoneal de los farmacos en ratas singénicas de la especie

WISTAR.
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IV. 2. 3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

IV. 2. 3. 1. INOCULACION DE LAS CELULAS TUMORALES

a.- Preparacién de las suspensiones celulares: las células tumorales S4MH y
F21 fueron cultivadas en frascos de 150 cm? de superficie; una vez alcanzada la
semiconfluencia, las células fueron despegadas del soporte segin los
procedimientos descritos en el experimentacién in vitro. Una vez centrifugadas a una
velocidad de 250 g, se eliminé el sobrenadante y las células fueron resuspendidas
en la solucién salina equilibrada de hanks (HBSS, del inglés Hank s Balanced Salt

Solution, Gibco BRL) hasta alcanzar una concentracién de 107 células por ml.

b.- Inoculacién en el animal: en cada experimentacién in vivo fueron
utilizados 10 animales por grupo experimental. Una vez ajustada la concentracién
de la suspensién celular (107 células/ml) y utilizando una jeringa tipo insulina de 1
ml (Becton Dickinson), se inocularon por via subcutdnea en el flanco derecho del
animal 0.1 ml de dicha suspensién. De esta manera en cada animal fueron

inoculadas 10¢ células.

Para llevar a cabo dicha inoculacién, los animales fueron anestesiados

levemente mediante la inhalacién de vapores de eter etilico (Probus).

IV. 2. 3. 2. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD TUMORIGENICA DE LAS
CELULAS S4MH Y F21.

IV. 2. 3. 2. 1. Determinacién de la capacidad tumorigénica de las células

tratadas in vitro con BSO y ATRA solos y en combinacién.

a.- Tratamiento in vitro de los cultivos celulares: las células fueron sembradas
en frascos de 150 cm? de superficie. Una vez adheridas a la superficie del frasco, se
afadieron los diversos tratamientos. Transcurrido el tiempo de exposicién a los

farmacos se prepararon las suspensiones celulares para su inoculacién al animal.
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b.- Inoculacién de las células tumorales en el animal: siguiendo el

procedimiento previamente descrito.

c.- Seguimiento del desarrollo tumoral: se llevaron a cabo medidas seriadas
(cada tres dias) de las dimensiones del tumor, en longitud y en anchura, mediante la
utilizacién de un calimetro. Estas medidas se iniciaron el dia 12 y finalizaron el dia

30 postinoculacién tumoral.

d.- Expresién de los datos obtenidos: con las dimensiones obtenidas de los
tumores y asumiendo que el valor de densidad es igual a la unidad, se calculd el

peso tumoral a partir de la férmula (Vanhoefer, 1997):

Peso tumoral (g) = 1/2 (L x A?)

donde L es la longitud en cm del tumor y A corresponde a su anchura.

El efecto de los tratamientos sobre la capacidad tumorigénica de las células
tumorales se evalué aplicando el ratio T/C en los diferentes tiempos de medida. Este
indice relaciona el peso tumoral (g) desarrollado en los animales inoculados con las
células tratadas (T) con los que han sido inoculados con las células tumorales sin

tratar (C).

IV. 2. 3. 2. 2. Determinacién del efecto sobre la capacidad tumorigénica del

tratamiento in vivo de los animales con CY, BSO y ATRA, solos y en combinacién.

a.- Preparacién de las células e inoculacién en los animales: segin los

procedimientos descritos previamente

b.- Administracién de los farmacos a los animales: los diferentes fdrmacos
fueron administrados de forma i.p. en las ratas WAG. La aplicaciéon de estos
farmacos se llevé a cabo una vez que los tumores alcanzaron un peso de 50-150
mg, lo cual se produce el dia 12 a partir de la inoculacion de las células tumorales.

Cada fdrmaco es administrado segin sus pautas especificas.
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c.- Seguimiento del desarrollo tumoral: los tumores producidos se midieron

de la misma forma y frecuencia que en el apartado anterior para obtener los pesos

tumorales mediante la aplicacién de la férmula previamente descrita.

Peso tumoral (g) = 1/2 (L x A?)

d.- Expresién de los resultados: Para la evaluacién del efecto que producen

los diferentes tratamientos sobre la capacidad tumorigénica de las células tumorales

F21 y S4MH, se consideraron los siguientes pardmetros:

78

Volumen relativo de tumor (VRT): representa el volumen de tumor

alcanzado en cada animal y se calcula segdn la férmula (Vanhoefer, 1997):

VRT = Vx/Vi,

donde Vx representa el volumen del tumor en un momento determinado y Vi

el volumen de ese mismo tumor al inicio de las medidas (dia 12).

Ratio Tratamiento/Control (T/C): Establece la relacién entre el volumen

relativo de tumor del grupo tratado y el del control en un determinado dia

de tratamiento. Se calcula de la siguiente forma (Vanhoefer, 1997):

T/C (%) = [VRT tratado / VRT control] x 100

Tiempo de duplicacién (TD): indica el tiempo, en dias, en el cual el tumor

ha alcanzado el doble de su volumen inicial.

Factor de retardo del crecimiento (FRC): indica el efecto de retardo de

crecimiento del tumor que produce el agente antitumoral. Este pardmetro se

calcula a partir de la siguiente férmula (Van Moorsel, 1999):
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FRC = (TD; - TDJ) / TD.

donde TD; es el tiempo de duplicacion de los tumores tratados y TDc el

tiempo de duplicacién de los controles.

IV. 2. 3. 3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD METASTATICA DE LAS
CELULAS TUMORALES EN ANIMALES TRATADOS CON CY, BSO Y ATRA SOLOS Y
COMBINADOS.

Las células tumorales de rabdomiosarcoma de rata inician su proceso
metastético con la invasién de los ganglios linfaticos regionales. Dado que la zona
de inoculacién de las células es el flanco derecho del animal, la invasién inicial se

produce en la cadena ganglionar inguinal de la rata.

En este modelo, para evaluar la capacidad metastdtica de las células
tumorales, una vez llegado el Gltimo dia del experimento (dia 27 postinoculaciéon de
las células), los animales fueron sacrificados mediante inhalacién de vapores de
éter, y se procedié a la extirpacién quirdrgica de los ganglios inguinales de cada

animal. Una vez extraidos se pesaron, expresando los resultados en gramos.

IV. 2. 3. 4. EVALUACION DE LA TOXICIDAD PRODUCIDA POR LOS
TRATAMIENTOS IN VIVO

Evolucién ponderal de los animales

Los animales fueron pesados cada tres dias desde el inicio de la

administracién de los fdrmacos hasta el fin del experimento.

Las modificaciones del peso del animal (MPA) se relativizaron al dia 1 del

inicio del tratamiento segun la férmula (Prezioso, 1992):
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M.P.A. = (Peso dia Xi x 100) / media peso dia 1°

donde Xi corresponde al peso de cada animal en un dia determinado, y el dia
P P Y
primero al dia en el que se iniciaron los tratamientos (dia 12 postinoculacién

tumoral).

Evaluacién de la toxicidad hematolégica

La evaluaciéon de los pardmetros hematolégicos se llevé a cabo al dia
siguiente de finalizado el tratamiento (dia 27 a partir de la inoculacién celular). Para
ello, se procedié a la extraccién de sangre a 5 animales elegidos aleatoriamente de
cada grupo experimental. La extraccién sanguinea se llevé a cabo con los animales
anestesiados, mediante inhalacién de vapores de éter, y dispuestos en decibito
supino; tras la limpieza de la regién torécica con alcohol etilico, se realizé una
puncién intracardiaca utilizando una jeringa de 1 ml tipo insulina de 27 G (Becton
Dickinson) y se extrajeron 200 ul de sangre/animal, depositada en tubos
Microtainer® con EDTA. Tras la extraccion los animales volvieron a las condiciones
esténdar de estabulacién no observando ningidn efecto secundario derivado de la

extraccién sanguinea.

Para la determinacién de los pardmetros analiticos, se llevd a cabo un
recuento de leucocitos, eritrocitos, hemoglobina, hematocrito y plaquetas. Estos
andlisis fueron realizados mediante la utilizacién de un contador Coulter Counter®
para lo cual se utilizdé Isotén® como diluyente sanguineo y Zap-oglobin® como
agente hemolizante y reactivo de ciano-hemoglobina para el recuento leucocitario y

la determinacién de hemoglobina.
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IV. 3. ANALISIS ESTADISTICO

Los ensayos in vitro fueron repetidos, al menos, tres veces, y en cada uno de
ellos, los tratamientos fueron realizados por cuadruplicado. Los experimentos in vivo

fueron realizados por duplicado.

Para el andlisis estadistico de los resultados se ha utilizado el programa
informdtico GraphPad Software (Prism™ 4), a excepcién de los resultados de

citometria de flujo que fueron procesados empleando el programa informético

WinMDi 2.8.

Media aritmética y desviacién estdndar

La media aritmética (x) es el valor medio ponderado de una serie de datos y

se obtiene sumando los valores observados (x;) y dividiendo entre el ndmero total

de observaciones (N),

S

N

X =

La desviacién estandar (D.E.) es un indicador del grado de homogeneidad y
refleja la dispersion de los datos estudiados para las distintas variables. Este

estadistico se define como la raiz cuadrada de la varianza (S%).
De esta manera, el valor de la S? se define como el promedio de los

cuadrados de las desviaciones que las observaciones tienen respecto a su media y

se expresa,

o Sl
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por lo que el célculo de la D.E. se determina mediante la fé6rmula,

Nivel de significacién

Los resultados de un experimento requieren un tratamiento estadistico que
permita orientar acerca de si la hipétesis de investigacién debe ser rechazada o no,
para lo cual se deberd establecer convencionalmente un determinado nivel de
significacién que permita diferenciar resultados estadisticamente significativos de

aquellos que no lo son.

El nivel de confianza utilizado en los experimentos es del 95%, es decir, las
valoraciones son estadisticamente significativas cuando la probabilidad (p) debida al

azar es menor que 0.05.

Comparacién de medias: prueba t de Student

La prueba de t Student es un método de andlisis estadistico que compara las
medias de dos categorias cuantitativas dentro de una variable dependiente, o las
medias de dos grupos diferentes. Es una prueba paramétrica, es decir, que sirve

para comparar variables numéricas de distribucién normal.

La prueba t Student establece el valor del estadistico t. Segin sea dicho valor

t, corresponderd un valor de significacién estadistica determinado.
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Andlisis de la varianza

El andlisis de la varianza (ANOVA) es una prueba estadistica en que la
comparacién entre grupos se realiza a través de la varianza de la variable numérica
y, en cada grupo de la variable categérica x. El objetivo de la varianza es
comprobar si las diferencias entre las medias de distintos grupos son o no

significativos.

La cifra estadistica obtenida con el ANOVA es la razén F de Snedecor,

determinada mediante la siguiente relacién:

donde S ,=—"=-

Asi, para un nivel de significacién ¢, si F > F, | las medias de los grupos no
son iguales, indicando, por lo tanto, que existen diferencias significativas entre los

niveles.
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V. 1. RESULTADOS IN VITRO



V.1. Resultados in vitro

V. 1. 1. ESTUDIO DEL GRADO DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS
S4MH Y F21.

En condiciones basales, las células S4MH mostraron una morfologia tipica
de células indiferenciadas, redondeadas, de tamafio pequefo y con una distribucién
aleatoria en la superficie de cultivo. Ademds, apenas se detecté marcaje cuando se
llevd a cabo la inmunodeteccién con miogenina (marcador de diferenciacién

muscular).

En el caso de las células F21, se observé una morfologia tipica de origen
muscular, es decir, alargada en forma de huso y formando agrupaciones en la
superficie de cultivo. En este caso, el marcaje con miogenina pudo observarse en la

mayor parte de la poblacién celular [Figura 18].

Figura 18. Andlisis de microscopia confocal de la morfologia y la inmunolocalizacién del marcaje
con miogenina en las células S4MH (A) y F21 (B) controles.
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V. 1. 2. EFECTO PRODUCIDO POR EL ATRA SOBRE LA
DIFERENCIACION DE LAS CELULAS S4MH Y F21.

Ambos tipos celulares fueron tratados con ATRA 10%y 10° M durante 72

horas, momento en el cual se llevé a cabo la inmunodeteccién de la miogenina.
En ambos tipos celulares, el tratamiento con ATRA aumenté la expresién de

lo miogenina, si bien, en las células S4MH se pudo observar un incremento

proporcionalmente mayor de dicha expresién que en las células F21 [Figura 19].

ATRA 108 M ATRA 106 M

S4MH

F21

Figura 19. Andlisis de microscopia confocal de la morfologia y la inmunolocalizacién del marcaje
con miogenina de las células S4MH y F21 tratadas con ATRA.
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V. 1. 3. - NIVELES DE GSH Y PROLIFERACION DE LAS CELULAS F21 Y
S4MH

V. 1. 3. 1. Niveles de GSH y Proliferacién de las células S4MH y F21

controles

En primer lugar estudiamos los niveles intracelulares de GSH de las células
S4MH y F21 controles. Se observé que aunque ambos tipos de células parten de los
mismos niveles, transcurridas 6 horas de cultivo, en las células S4MH se incrementé

hasta 1.8 veces el contenido de GSH con respecto a las F21 (p<0.05).

Por otro lado, la tasa proliferativa de las células S4MH fue significativamente

superior a la de las células F21, llegando a ser el doble a las 72 horas [Figura 20].
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Figura 20. Niveles de GSH (A) y proliferacién (B) de las células S4MH y F21 controles.
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V. 1. 3. 2. Estudio del efecto del BSO, ATRA y acivicina solos y en

combinacién, sobre los niveles de GSH y proliferacién de las células S4MH y F21.

V. 1. 3. 2. 1. Hecto del BSO sobre los niveles de GSH y proliferacién de las
células S4MH y F21.

En las células S4MH, el tratamiento con BSO (ver anexo I) disminuyé los
niveles de GSH de forma dosis-dependiente. Asi, tras la exposicion a 100 y 500 uM
de BSO durante 6 horas, se produjo una disminucién méxima de 34 y 66%
respectivamente, en comparacién al control a las 48 horas (p<0.05), si bien, se
pudo observar una recuperacion de dichos niveles a las 72 horas (81% respecto al
control). Sin embargo, en las células F21 sélo se produjo una disminucién de los
niveles de GSH con la concentracién de 500 uM a las 48 horas (disminucién de un
39% con respecto al control) (p<0.05). Cuando se utilizé la concentraciéon de 100
UM no se observaron diferencias significativas a las 24 y 48 horas, si bien, se

produjo un aumento de un 33% de los niveles de GSH a las 72 horas (p<0.002).

Asimismo, la proliferacién de las células S4MH disminuyé de forma dosis-
dependiente con las dos concentraciones de BSO empleadas (100 y 500 uM). Esta
reduccién llegdé a ser de 3.5 y 17.3 veces a las 72 horas, respectivamente
(p<0.01). Sin embargo, en las células F21, tan solo la concentracién de 500 uM
redujo significativamente la proliferacién a las 24 y 48 horas (1.8 y 1.4 veces,
respectivamente), observdndose una recuperacién del ndmero de células a las 72
horas. Cuando se utilizé la concentraciéon de 100 UM no se produjeron diferencias
significativas con respecto al control a las 24 y 48 horas, pero se observé un
aumento de 1.5 veces en la tasa proliferativa de las células F21, con respecto al

control de 72 horas de cultivo [Figura 21 y 22].
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Figura 21. Niveles de GSH (A) y proliferacién (B) de las células S4MH y F21 tratadas con BSO (100 y
500 uM).
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Figura 22. Efecto del tratamiento con BSO (100 y 500 uM) en las células S4MH y F21.
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V. 1. 3. 2. 2. Efecto del ATRA sobre los niveles de GSH y proliferacién de las
células S4MH y F21.

En las células S4MH, el tratamiento continuo con 10° M de ATRA disminuyé
significativamente los niveles de GSH con respecto al control; sin embargo, no se
observaron diferencias cuando se utilizé la concentraciéon menor de 10° M. En las
células F21, el tratamiento con ATRA (10®y 10 M) incrementé un 51% los niveles

de GSH respecto al control, a las 24 horas de tratamiento (p<0.01).

En cuanto a la proliferacién, el tratamiento de las células S4MH con ATRA
(108 y 10 M) induce una disminucién significativa de la tasa proliferativa respecto
al control, que llega a ser de 1.9 y 2.1 veces, respectivamente a las 48 horas. En el
caso de las células F21, mientras la concentracién 10° M produjo un incremento de
la proliferacién (1.2 veces con respecto al control a las 72 horas, p<0.01), la
concentracion 10° M disminuyé significativamente su tasa proliferativa, siendo 1.4

veces inferior al control a las 72 horas de tratamiento [Figura 23 y 24].
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Figura 24. Efecto del tratamiento con ATRA en las células S4MH y F21.
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V. 1. 3. 2. 3. Efecto de la acivicina sobre los niveles de GSH y proliferacién
de las células S4MH y F21.

Con el fin de observar el efecto que produce la inhibicién irreversible de la
enzima GGT sobre los niveles de GSH y proliferacién celular, las células fueron

tratadas con concentraciones crecientes de Acivicina durante 10 horas.

El tratamiento con acivicina produjo una disminucién tanto de los niveles de
GSH como de la proliferacién en ambas células de forma dosis-dependiente. Sin
embargo, este efecto fue mds acusado en el caso de las células F21. Si bien la
concentracién de 1 UM de acivicina no modificé los niveles de GSH y proliferacion
de las células S4MH, en las células F21 disminuyé un 30% los niveles de GSH y 1.6

veces la tasa proliferativa con respecto al control [Figura 25].
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Figura 25. Niveles de GSH (A) y proliferacién (B) de las células S4MH y F21 tratadas con acivicina.

96



V.1. Resultados in vitro

V. 1. 3. 2. 4. Efecto del tratamiento combinado de acivicina+BSO sobre los

niveles de GSH y proliferacién de las células S4MH y F21.

En primer lugar, las células fueron expuestas a acivicina (1 uM) durante 10
horas. Transcurrido este tiempo se llevé a cabo el tratamiento con BSO (100 uM)

durante 6 horas.

En relacién a los niveles de GSH, en las células S4MH, la exposicién previa a
acivicina no produjo diferencias con respecto al tratamiento con BSO sélo. En el
caso de las células F21, se produjo una disminucion de un 38% de los niveles de
GSH (similar a la observada cuando las células son tratadas con acivicina sola).
Asimismo, el tratamiento combinado elimina el incremento de los niveles de GSH

observado a las 72 horas cuando las células son tratadas solo con BSO.

Respecto a la proliferacién, el tratamiento combinado disminuyé 1.6 veces la
tasa proliferativa de las células S4MH a las 48 horas con respecto al control. Dicho
tratamiento disminuyé la proliferaciéon con respecto al tratamiento con acivicina sola
pero no modificé la tasa proliferativa producida por el BSO solo. Por otro lado, el
tratamiento conjunto de acivicina+BSO en las células F21 disminuyé 2 veces su
tasa proliferativa con respecto al control. Esta disminuciéon fue superior a la
producida cuando las células fueron tratadas con acivicina o BSO de forma

independiente [Figura 26].
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Figura 26. Niveles de GSH (A) y proliferacién (B) de las células S4MH y F21 tratadas con
acivicina+BSO.

V. 1. 3. 2. 5. Efecto del tratamiento combinado de BSO+ATRA sobre los
niveles de GSH y proliferacién de las células S4MH y F21.

Las células fueron tratadas en primer lugar con BSO (100 uM) durante 6
horas, momento en el que se retiré el tratamiento y se afiadié ATRA (10 ® M), que

se mantuvo de forma continua hasta el final de la experiencia.

La combinacién de BSO+ATRA disminuyé los niveles de GSH de las células
S4MH con respecto al control (reduccién del 43% a las 48 horas). Esta disminucién
es similar a la producida por el BSO sélo. En el caso de las células F21, el
tratamiento combinado no produjo diferencias significativas con respecto al control,

aunque si se observé una disminuciéon significativa de los niveles de GSH con
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respecto a los tratamientos de BSO y ATRA utilizados de forma independiente

(reduccién de 2.4 y 1.8 veces, respectivamente).

En relacién al efecto sobre la proliferacién celular, el tratamiento combinado

produjo una disminucién significativa de la tasa proliferativa en ambas lineas

celulares, si bien, el efecto fue mds acusado en las células S4MH que en las células

F21 (disminucién de 2.4 y 2 veces a las 48 horas con respecto al control,

respectivamente). Sin embargo, en las células F21 se recuperan los niveles del

control a las 72 h [Figura 27].
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Figura 27. Niveles de GSH (A) y proliferacién (B) de las células S4MH y F21 tratadas con
BSO-+ATRA.
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V. 1. 3. 3. Estudio del efecto producido por la acroleina (AC) sola y en
combinacién con ATRA y BSO, sobre los niveles de GSH y proliferacién de las

células S4MH y F21.

V. 1. 3. 3. 1. Efecto de la AC sobre los niveles de GSH y proliferacién de las
células S4MH y F21.

Con el fin de determinar la concentracién més adecuada de AC para los
siguientes experimentos, se estudié la proliferacién celular en un rango de 0.002 o
0.032 uM de AC y un tiempo de exposicion de una hora. Se produjo en todos los
casos una disminucién dosis-dependiente de la proliferacién, si bien las células

tratadas con la concentracién més alta presentaban perfiles téxicos.

Se determiné la concentraciéon 0.002 UM como la mdés adecuada para los
siguientes experimentos. En cuanto a los niveles de GSH, se produjo una
disminuciéon méxima de los mismos a las 24 horas, que fue de un 63% y 59% en las
células S4MH y F21, respectivamente, con relacién al control. El tratamiento con AC
también produjo una disminucién de la tasa proliferativa en ambos tipos de células,
si bien las S4MH se vieron mds afectadas por el tratamiento (disminucién de 2,4 y
1.3 veces en las células S4MH y F21, respectivamente a las 48 horas de cultivo). Sin
embargo, aunque se observé una disminucién significativa de los niveles de GSH y
de la proliferacién celular con respecto al control, las células conservaban una
buena morfologia, eran capaces de seguir proliferando y llegaban a recuperarse

segun transcurria el tiempo de cultivo una vez retirado el tratamiento [Figura 28].
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Figura 28. Niveles de GSH (A) y proliferacién (B) de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002
uM).
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V. 1. 3. 3. 2. Efecto del tratamiento combinado de AC+BSO sobre los
niveles de GSH y proliferacién de las células S4MH y F21.

Para llevar a cabo el tratamiento combinado, las células fueron expuestas
inicialmente al BSO 100 uM durante 6 horas. Una vez retirado el BSO del medio de

cultivo, las células fueron tratadas con AC 0.002 uM durante una hora.

Respecto a los niveles de GSH, tanto en las células S4MH como en las F21
se produce una disminucién significativa de los niveles de GSH con respecto al
control. En relacién al tratamiento con AC sola, la combinacién BSO+AC produjo
una disminucién de los niveles de GSH ya a las 12 horas de cultivo, tanto en las
células S4MH como en las F21 (disminucién de 5y 2 veces respectivamente). Sin
embargo estos niveles se recuperaron segin transcurrié el tiempo de cultivo; esta

recuperacién se produjo antes en las células F21 (a las 24 horas) que en las células

S4MH (a las 48 horas).

En ambos tipos celulares el tratamiento combinado produce una disminucién
significativa de la proliferacion celular con respecto al control, aunque en las células
F21 se observé una recuperacién de dicha proliferacion a las 72 horas de cultivo.
Sin embargo, cuando se compara con el tratamiento con AC séla, el tratamiento
combinado disminuye significativamente la proliferacién de las células S4MH
(disminucién de 1.8 veces a las 48 horas), mientras que en las F21 no se observan

diferencias significativas [Figura 29].
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Figura 29. Niveles de GSH (A) y proliferacién (B) de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002
UM)+BSO (100 uM).
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V. 1. 3. 3. 3. Efecto del tratamiento combinado de AC+ATRA sobre los
niveles de GSH y proliferacién de las células S4MH y F21.

En este caso, en primer lugar, las células fueron tratadas durante 1 hora con
AC 0.002 uM y una vez retirado el tratamiento, se afadié ATRA 10® M, hasta el fin

del experimento.

Los niveles de GSH disminuyeron significativamente respecto al control tanto
en las células S4MH como en las F21 (reducciéon de un 69 y 56%, respectivamente,
a las 12 horas con respecto al control), si bien en los ¢ltimos tiempos de medida se
observé una recuperaciéon completa de los niveles de GSH. No se observaron
diferencias significativas si comparamos el tratamiento combinado con respecto a la

AC sola en ambos tipos celulares.

En las células S4MH, el tratamiento combinado disminuyd su tasa
proliferativa si lo comparamos tanto con el control como con la AC sola (3.2 y 1.3
veces a las 48 horas respectivamente). Sin embargo, en las células F21 este

tratamiento no modificé la proliferacién en ninguno de los casos [Figura 30].
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Figura 30. Niveles de GSH (A) y proliferacién (B) de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002
UM)+ATRA (10 M).
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V. 1. 3. 3. 4. Efecto del tratamiento combinado de AC+BSO+ATRA sobre
los niveles de GSH y proliferacién de las células S4MH y F21.

Para realizar el tratamiento combinado, las células fueron expuestas en
primer lugar al BSO (100 uM) durante 6 horas; una vez retirado el tratamiento se
adicioné AC (0.002 uM) durante 1 hora vy, finalmente, tras eliminar este farmaco,
las células fueron tratadas con ATRA (10® M) de forma continuada hasta el final de

la experiencia.

Respecto a los niveles de GSH, en las células S4MH, la triple combinacién
disminuye significativamente los niveles de GSH con respecto al control (disminucién
de 3.8 veces a las 24 horas), pero no con respecto a la AC sola ni a los
tratamientos combinados AC+BSO y AC+ATRA. En las células F21, la triple
combinacién produjo una disminucién significativa de los niveles de GSH con
respecto al control (disminucién de 2.1 veces a las 24 horas) y con respecto al
doble tratamiento AC+BSO (disminucién de 1.3 veces a las 48 horas), pero no se

observaron diferencias con respecto al tratamiento combinado AC+ATRA ni con la

AC sola.

En los células S4MH, el triple tratamiento produjo una disminucién
significativa de la proliferacién celular con respecto al control (5.4 veces), a la AC
sola (2.3 veces), AC+BSO (1.5 veces) y AC+ATRA (2 veces). Asimismo, en las
células F21, la tasa proliferativa disminuyé 2 veces con respecto al control, 1.5

veces con respecto a la AC sola, 1.6 veces con respecto al tratamiento CY+BSO y

1.5 con respecto al CY+ATRA [Figura 31].
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Figura 31. Niveles de GSH (A) y proliferacién (B) de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002
uUM)+BSO (100 uM)+ATRA (108 M).
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V. 1. 4. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA y-GLUTAMILTRANSPEPTIDASA (GGT)

V. 1.4.1. Actividad GGT de las células S4MH y F21 controles

En la lineas celulares utilizadas, se observd que los niveles basales de

actividad GGT en las células F21 son 2.3 veces superiores a las de las células

S4MH [Figura 32].
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Figura 32. Actividad GGT (mU GGT/mg Proteina) de las células S4MH y F21.
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V. 1. 4. 2. Estudio del efecto del BSO, ATRA y acivicina sobre la actividad de
la enzima GGT en las células S4MH y F21.

V. 1. 4. 2. 1. Estudio del efecto de la acivicina sobre la actividad de la

enzima GGT en las células S4MH y F21.

Las células fueron expuestas a concentraciones crecientes de acivicina
(inhibidor irreversible de la enzima GGT) durante 10 horas, momento en el cual se

determiné la actividad GGT.

La acivicina disminuye la actividad GGT de forma dosis-dependiente en
ambos tipos de células. Sin embargo se observé que la acivicina afecté en mayor
medida a la actividad enzimdtica de las células F21 que a las S4MH. Asi, con la
concentracién de 1 UM de acivicina —utilizada para los siguientes tratamientos
combinados— pudimos observar que en las células S4MH la actividad GGT
disminuyd 1.5 veces con respecto al control, mientras que en las células F21 esta

disminucién llegé a ser de 2.2 veces [Figura 33].
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Figura 33. Actividad GGT (mU GGT/mg proteina) de las células S4MH y F21 tratadas con acivicina
(0.5-10 uM).
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V. 1. 4. 2. 2. Estudio del efecto del BSO sobre la actividad de la enzima
GGT en las células S4MH y F21.

Las células fueron tratadas durante 6 horas con BSO (100 y 500 uM); una

vez finalizado el tratamiento, se determiné la actividad GGT.

En las células S4MH, el tratamiento con BSO (100 y 500 uM) disminuyé la

actividad de la enzima 2.2 y 3.7 veces respectivamente, con relacién al control.

Sin embargo, en las células F21 se produjo un incremento significativo de la
actividad GGT, que llega a ser 1.4 y 1.3 veces superior con las concentraciones de
100 y 500 uM de BSO, respectivamente, en comparacién con el control [Figura

34].
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Figura 34. Actividad GGT (mU GGT/mg proteina) de las células S4MH y F21 tratadas con BSO
(100 Y 500 puM).
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V. 1. 4. 2. 4. Estudio del efecto de la combinacién BSO+ATRA sobre la
actividad de la enzima GGT en las célulos S4MH y F21.

Las células fueron tratadas inicialmente con 100 uM de BSO durante 6
horas; una vez retirado el BSO del medio de cultivo, las células se expusieron a
ATRA (10 M) durante é horas. Pasado este tiempo se llevé a cabo la determinacion

de la actividad GGT.

En las células S4MH, el tratamiento combinado produjo una disminucién de
la actividad GGT de 2 veces con respecto al control, pero no se observaron

diferencias con respecto a los tratamientos aislados con ATRA o BSO.

En las células F21, el tratamiento combinado no modificé significativamente
la actividad GGT con respecto al control, sin embargo produjo una disminucién
significativa con respecto al tratamiento con BSO (1.4 veces) o ATRA (2.3 veces)

administrados de forma independiente [Figura 36].
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Figura 36. Actividad GGT (mU GGT/mg proteina) de las células S4MH y F21 tratadas con ATRA
(10 M)+BSO (100 puM).
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V. 1. 4. 3. Estudio del efecto producido por la AC sola y en combinacién con

ATRA y BSO, sobre la actividad de la enzima GGT en las células S4MH y F21.

V. 1. 4. 3. 1. Estudio del efecto de la AC sobre la actividad de la enzima
GGT en las células S4MH y F21.

Tras la exposicion de las células durante 1 hora a AC (0.002 uM), se

determiné la actividad GGT.

En las células S4MH, el tratamiento con AC disminuyé 1.9 veces la actividad
GGT, con respecto al control. Sin embargo, en las células F21, se produjo un

aumento de 1.8 veces de dicha actividad, con respecto al control [Figura 37].
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Figura 37. Actividad GGT (mU GGT/mg Proteina) de las células S4MH y F21 tratadas con AC
(0.002 uMm)
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V. 1. 4. 3. 2. Estudio del efecto combinado AC+BSO sobre la actividad de
la enzima GGT en las células S4MH y F21.

Los cultivos fueron tratados, en primer lugar, con BSO (100 uM) durante 6
horas. Una vez retirado el BSO del medio, las células fueron expuestas a AC (0.002

uUM) durante 1 hora.

En las células S4MH, el tratamiento combinado disminuyd 2 veces la
actividad GGT con respecto al control (p<0.01). Si bien esta disminucién de la
actividad GGT fue mayor que la producida por el tratamiento con AC sola, no
existen diferencias significativas entre los tratamientos con AC y la combinacién

AC+BSO.

En las células F21, el tratamiento con AC+BSO aumenté 2.1 veces la
actividad GGT con respecto al control. En este caso, también se produjo un
aumento significativo de la actividad GGT con respecto al tratamiento con AC sola

(p<0.05) [Figura 38].
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Figura 38. Actividad GGT (mU GGT/mg Proteina) de las células S4MH y F21 tratadas con AC
(0.002 uM)+BSO (100 puM).
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V. 1. 4. 3. 3. Estudio del efecto combinado AC+ATRA sobre la actividad de
la enzima GGT en las células S4MH y F21.

Los cultivos fueron tratadas con AC (0.002 uM) durante una hora; una vez

retirado el tratamiento, las células fueron expuestas a ATRA 10® M durante é horas.

En las células S4MH, el tratamiento combinado disminuyé 2.2 veces la
actividad GGT con respecto al control (p<0.01). No se encontraron diferencias

significativas entre el tratamiento combinado AC+ATRA y el de AC aislada.

En las células F21, el tratamiento combinado aumenté 2 veces la actividad
GGT con respecto al control (p<0.01), pero tampoco se encontraron diferencias

significativas con respecto al tratamiento con AC sola [Figura 39].
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Figura 39. Actividad GGT (mU GGT/mg Proteina) de las células S4MH y F21 tratadas con AC
(0.002 uM)+ATRA (108 M).
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V. 1. 4. 3. 4. Estudio del efecto combinado AC+BSO+ATRA sobre la
actividad de la enzima GGT en las célulos S4MH y F21.

Las células fueron tratadas inicialmente con BSO (100 uM) durante 6 horas;
una vez retirado el tratamiento se aradié AC (0.002 uM) durante 1 hora y
finalmente, tras eliminar la AC, las células fueron expuestas a ATRA (10® M) durante
6 horas. Una vez finalizado el tratamiento, se llevé a cabo la determinacién de la

actividad GGT.

En el caso de las células S4MH, la triple combinacién disminuyé 3 veces la
actividad GGT, con respecto al control. El efecto de la combinacién
AC+BSO+ATRA supone una disminucién significativa de la actividad con respecto
al tratamiento con AC sola y con las dobles combinaciones (AC+BSO y AC+ATRA)

que llegé a serde 1.6, 1.5y 1.4 veces, respectivamente.

En las células F21, la triple combinacién produjo un aumento de la actividad
GGT de 2.3 veces con respecto al control (p<0.01). Este tratamiento, asi mismo,
incrementé 1.3 veces dicha actividad con respecto al tratamiento con AC sola
(p<0.01), sin embargo, no se encontraron diferencias significativas con respecto a

los tratamientos de AC+BSO y AC+ATRA [Figura 40].
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Figura 40. Actividad GGT (mU GGT/mg proteina) de las células S4MH y F21 tratadas con AC
(0.002 uM)+BSO (100 uM)+ATRA (108 M).
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V. 1. 5. DETERMINACION DE METABOLITOS REACTIVOS DEL OXIGENO
(MROs) EN LAS CELULAS S4MH Y F21.

V. 1. 5. 1. MROs de las células S4MH y F21 controles

En primer lugar, se compararon los niveles basales de MROs entre las células

S4MH y F21. Dichos niveles son 1.3 veces superiores en las células S4MH que en

las células F21 (P<0.01) [Figura 41].
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Figura 41. MROs de las células S4MH y F21 controles.
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V. 1. 5. 2. 2. Estudio del efecto del ATRA sobre la produccién de MROs en
las células S4MH y F21.

El tratamiento durante é horas con ATRA 10 M produjo un incremento de la
produccién de MROs tanto en las células S4MH como en las F21 que llegd a ser de

2.2 y 2.8 veces, respectivamente, comparadas con el control [Figura 43].
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Figura 43. Niveles de MROs de las células S4MH y F21 tratadas con ATRA (108 M).
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V. 1. 5. 2. 3. Estudio del efecto de la acivicina y BSO sobre la produccién de
MROs en las células S4MH y F21.

En las células S4MH, el tratamiento con acivicina (1 uUM) no modificé la
produccién de MROs. Sin embargo el tratamiento combinado de acivicina (1 uM) y
BSO (100 uM) produjo un incremento de 2.9 de los niveles de MROs con respecto
al control, si bien no se observaron diferencias entre el tratamiento combinado

(acivicina+BSQ) y el tratamiento con BSO solo.

En el caso de las células F21, el tratamiento con acivicina incrementé 1.3
veces los niveles de MROs con respecto al control. El tratamiento combinado
(acivicina+BSQO) produjo un incremento de 1.4 veces con respecto al control, no
existiendo diferencias significativas entre el tratamiento combinado y el tratamiento

con acivicina sola [Figura 44].
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Figura 44. Niveles de MROs de las células S4MH y F21 tratadas con acivicina (1 uM) y BSO (100
uM).
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V. 1. 5. 2. 4. Estudio del efecto de la combinaciéon BSO+ATRA sobre la
produccién de MROs en las células S4MH y F21.

El tratamiento combinado de BSO (100 uM)+ATRA (10® M) produjo un
incremento de la produccién de MROs con respecto al control a las 12 horas, tanto
en las células S4MH como en las F21 (aumento de 6.5 y 7.4 veces,

respectivamente, p<0.0001) [Figura 45].
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Figura 45. Niveles de MROs de las células S4MH y F21 tratadas con BSO (100 uM)+ ATRA (108 M).
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V. 1. 5. 3. Estudio del efecto producido por la AC sola y en combinacién con

ATRA y BSO, sobre la produccién de MROs en las células S4MH y F21.

V. 1. 5. 3. 1. Estudio del efecto de la AC sobre la produccién de MROs en
las células S4MH y F21.

El tratamiento con AC (0.002 uM) aumenté la produccién de MROs 3.3
veces con respecto al control en las células S4MH (p<0.0001). Sin embargo, el
mismo tratamiento disminuyd 1.2 veces los niveles de MROS con respecto al control

en las células F21 (p<0.05) [Figura 46].
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Figura 46. Niveles de MROs de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002 uM).
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V. 1. 5. 3. 2. Estudio del efecto combinado AC+BSO sobre la produccién de
MROs en las células S4MH y F21.

El tratamiento combinado de AC (0.002 uM)+BSO (100 uM) produjo un
incremento en el nivel de MROs con relaciéon a los controles en ambos tipos
celulares. Sin embargo, dicho incremento fue significativamente superior en las

células S4MH (12.3 veces) (p<0.0001) que en las células F21 (1.2 veces, p<0.01).

En ambos tipos celulares el tratamiento de AC+BSO indujo un incremento

en la produccion de MROs con respecto al tratamiento con la AC sola [Figura 47].
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Figura 47. Niveles de MROs de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002 uM)+BSO (100
uM).
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V. 1. 5. 3. 3. Estudio del efecto combinado AC+ATRA sobre la produccién
de MROs en las células S4MH y F21.

En las células S4MH, el tratamiento combinado AC+ATRA disminuyé 1.2
veces la produccién de MROs con respecto al control (P=0.05) y 3.7 veces respecto
al tratamiento con AC (p<0.01). En las células F21, por el contrario, se produjo un
incremento de 1.4 veces en dichos niveles en comparacién al control y 1.5 veces

respecto al tratamiento con AC sola (P<0.01) [Figura 48].

75+

I CT
O
g I JAC
S BN AC+ATRA
[72]
o 504
@]
- ]
i
[0}
<
@ 25
<
O
ne
cC
o

Células S4MH Células F21

Figura 48. Niveles de MROs de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002 uM)+ATRA (108
M).

124



V.1. Resultados in vitro

V. 1. 5. 3. 4. Estudio del efecto combinado AC+BSO+ATRA sobre la
produccién de MROs en las células S4MH y F21.

La triple combinacion AC+BSO+ATRA produjo un incremento en la
producciéon de MROs en las células S4MH y F21 que fue de 1.5 y 1.9 veces
respectivamente, con relacién al control. Con respecto al resto de tratamientos, en
el caso de las células S4MH, el triple tratamiento produjo una disminucién en el
nivel de MROs con respecto a la AC sola (2.2 veces) y al doble tratamiento
ACH+BSO (8.2 veces), pero un incremento con respecto al doble tratamiento
AC+ATRA (1.7 veces). En las células F21, se produjo un incremento en la
produccién de MROs no sélo con respecto a la AC sola (2.1 veces), sino también
con respecto a los dobles tratamientos AC+BSO y AC+ATRA (1.5 y 1.4 veces,

respectivamente) [Figura 49].
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Figura 49. Niveles de MROs de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002 uM)+BSO (100
UM)+ATRA (10° M).
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V. 1. 6. DETERMINACION DE LA APOPTOSIS EN LAS CELULAS S4MH Y
F21.

En todos los casos, el porcentaje de células apoptéticas en los cultivos se

determiné a las 48 horas de iniciados los diferentes tratamientos.

V. 1. 6. 1. Apoptosis en las células S4MH y F21 controles.

En condiciones éptimas de cultivo, tanto las células S4MH como las F21

mostraron un porcentaje de células apoptéticas del 5%.

V. 1. 6. 2. Estudio del efecto del BSO, ATRA y acivicina solos y en

combinacién, sobre la apoptosis en las células S4MH y F21.

V. 1. 6. 2. 1. Estudio del efecto del BSO sobre la apoptosis en las células
S4MH y F21.

En las células S4MH, el tratamiento con 100 y 500 uM de BSO aumenté el

porcentaje de células apoptédticas hasta un 25% y 55%, respectivamente.

En las células F21, el tratamiento con 100 uM de BSO no modificé el
porcentaje de células apoptéticas respecto al control. Sin embargo, el tratamiento
con 500 uM de BSO produjo un incremento de 1.6 veces de este porcentaje con

respecto al control [Figura 50].
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Figura 50. Apoptosis de las células S4MH y F21 tratadas con BSO (100 uM y 500 uM)
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V. 1. 6. 2. 2. Estudio del efecto del ATRA sobre la apoptosis en las células
S4MH y F21.

El tratamiento con 10® M de ATRA no modificé la apoptosis de las células
S4MH; sin embargo, la concentracién superior de 10 M incrementé 2.3 veces el

porcentaje de células apoptdticas con respecto al control.

En las células F21, el tratamiento con 10® y 10¢ M de ATRA no modificé

significativamente el porcentaje de células apoptdticas [Figura 51].
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Figura 51. Apoptosis de las células S4MH y F21 tratadas con ATRA (108 My 10¢ M)
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V. 1. 6. 2. 3. Estudio del efecto de la acivicina sobre la apoptosis en las

células S4MH y F21.

Tanto en las células S4MH como en las F21, el tratamiento con acivicina
produjo un aumento de la apoptosis de forma dosis-dependiente. Ademds, se pudo
observar que el tratamiento con acivicina, afecté de forma mds significativa a las
células F21 que a las S4MH. Con la concentracién més baja de 1 uM, las células
F21 aumentaron 3.3 veces el porcentaje de células apoptdticas, mientras que las

S4MH no modificaron dicho porcentaje con el tratamiento [Figura 51].

0 Il samn
(%]
S 504 Il F21
o
5 404
<
»n 304
8
=)
T 20+
O
O\o 'Io-
o-

0 125510 25 0 1255 10 25
Acivicina (mM)

Figura 52. Apoptosis de las células S4MH y F21 tratadas con Acivicina (1-25 uM)
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V. 1. 6. 2. 4. Estudio del efecto de la acivicina +BSO sobre la apoptosis en

las células S4MH y F21.

En las células S4MH, el tratamiento combinado acivicina (1 uM)+BSO (100
UM) aumenté 4.5 veces la apoptosis con respecto al control (25% de células

apoptéticas) pero no modificéd el efecto producido por el tratamiento con BSO solo.

En las células F21, el tratamiento combinado aumenté 3.4 veces el nimero
de células apoptéticas con respecto al control y dicho efecto proapoptético fue

similar al producido por la acivicina sola (16% y 17% de células apoptdticas,

respectivamente) [Figura 53].
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Figura 53. Apoptosis Porcentaje células apoptéticas de las células S4MH y F21 tratadas con acivicina
(1uM)+BSO (100 uM)
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V. 1. 6. 2. 5. Estudio del efecto de la combinaciéon BSO+ATRA sobre la
apoptosis en las células S4MH y F21.

En las células S4MH, el tratamiento con BSO (100 uM)+ATRA (108 M)

aumenté el porcentaje de células apoptéticas con respecto al control y al
tratamiento con ATRA solo (aumento de 5 y 4.4 veces respectivamente) pero no

produjo modificaciones con respecto al tratamiento de BSO solo.

En las células F21, el doble tratamiento BSO+ATRA también aumenté la

apoptosis celular con respecto al control, y a los tratamientos con BSO y ATRA solos

(1.4, 1.6 y 1.4 veces respectivamente) [Figura 54].
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Figura 54. Apoptosis de las células S4MH y F21 tratadas con BSO (100 uM)+ATRA (105M)
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V. 1. 6. 3. Estudio del efecto producido por la AC sola y en combinacién con

ATRA 'Y BSO, sobre la apoptosis en las células S4MH y F21.

V. 1. 6. 3. 1. Estudio del efecto de la AC sobre la apoptosis en las células

S4MH y F21.

El tratamiento con AC (0.002 uM) no modificé significativamente el
porcentaje de células apoptéticas tanto en las células S4MH como en las F21,

siendo de 7.3% y 6%, respectivamente [Figura 55].
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Figura 55. Apoptosis de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002 uM).
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V. 1. 6. 3. 2. Estudio del efecto combinado AC+BSO sobre la apoptosis en
las células S4MH y F21.

El tratamiento combinado AC (0.002 uM)+BSO (100 uM) incrementé la
apoptosis en las células S4MH con respecto al control y a la AC sola (incremento de

6y 4.3 veces, respectivamente) (P<0.01).

Asi mismo, en las células F21, la adicion de BSO al tratamiento con AC
incrementé el porcentaje de células apoptdticas con respecto al control y al

tratamiento con AC sola (1.4 y 1.2 veces, respectivamente, P<0.05) [Figura 56].
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Figura 56. Apoptosis de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002 uM)+BSO (100 uM).
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V. 1. 6. 3. 3. Estudio del efecto combinado AC+ATRA sobre la apoptosis en
las células S4MH y F21.

En las células S4MH, el tratamiento combinado de AC (0.002 uM) + ATRA
(10° M) aumenté la apoptosis celular respecto al control y con respecto al

tratamiento con AC sola, siendo dicho incremento de 1.9 y 1.5 veces,

respectivamente.

En el caso de las células F21, el tratamiento AC+ATRA, produjo un
incremento de 1.9 y 1.6 veces en el porcentaje de células apoptéticas con respecto

al control y a la AC sola, respectivamente [Figura 57].
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Figura 57. Apoptosis de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002 uM)+ATRA (108 M).
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V. 1. 6. 3. 4. Estudio del efecto combinado AC+BSO+ATRA sobre la
apoptosis en las células S4MH y F21.

La triple combinacién produjo en las células S4MH, un aumento significativo
del nimero de células apoptdticas con respecto tanto al control (9 veces) como a la

AC sola (7 veces) y a las dobles combinaciones de fdrmacos AC+BSO y AC+ATRA

(1.6 y 4.8 veces respectivamente)

Asi mismo, dicho tratamiento también produjo el mismo efecto en las células
F21, pero de menor intensidad. Se produjo un aumento en el porcentaje de células
apoptdticas de 2.5 veces con respecto al control, 2 veces con respecto a la AC sola

y 1.7 y 1.3 veces con respecto a las dobles combinaciones AC+BSO y AC+ATRA,

respectivamente [Figura 58].
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Figura 58. Porcentaje células apoptéticas de las células S4MH y F21 tratadas con AC (0.002
UM)+BSO (100 uM)+ATRA (108 M)
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V. 2. Resultados in vivo

V. 2. 1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD TUMORIGENICA DE LAS
CELULAS S4MH Y F21

Para conocer la diferente capacidad tumorigénica de las lineas S4MH y F21,
se determiné la evolucion del peso de los tumores inducidos en las ratas mediante
la inyeccién subcutdnea de ambos tipos celulares. Todas las ratas desarrollaron
tumores en el lugar de la inoculacién. Como muestra la figura 59, en el dia 26
postinoculacién el peso de los tumores inducidos por las células S4MH es 6 veces
superior al producido por las células F21 (4.5 = 0.9 g y 0.7 = 0.1 g,

respectivamente).
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Figura 59. Evolucién del peso de los tumores inducidos por las células S4MH y F21.
Para observar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la capacidad
tumorigénica de las células S4MH y F21, se realizaron las siguientes experiencias:

1.-  Estudio de la capacidad tumorigénica de las células previamente

tratadas in vifro con BSO y ATRA.

2.- Estudio del efecto del tratamiento in vivo con BSO y ATRA, administrados
de forma aislada y en combinacién con ciclofosfamida (CY), sobre el desarrollo del

tumor y las metdstasis de las células S4MH y F21.
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V. 2. 2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS APLICADOS IN VITRO A LAS
CELULAS S4MH Y F21 SOBRE SU CAPACIDAD TUMORIGENICA

V. 2. 2. 1. Capacidad tumorigénica de las células S4MH y F21 tratadas in
vitro con BSO.

Las células fueron tratadas in vitro con 100 y 500 uM de BSO durante 6
horas e inoculadas en los animales transcurridas 18 horas desde la retirada del
farmaco, determindndose secuencialmente el peso tumoral inducido hasta el dia 26

postinoculacién.

El tratamiento con BSO redujo la capacidad tumorigénica de las células
S4MH [Ratio Tratamiento/Control (T/C) 57%; p<0.05], con independencia de la

concentracién del fdrmaco utilizada (100 y 500 uM).

En el caso de las células F21, el tratamiento con 100 uM de BSO produjo un
aumento del 200% de la capacidad tumorigénica con respecto a la del grupo
control. De este modo, mientras el peso tumoral medio del grupo control fue de
0.75 = 0.1 g, el del grupo tratado alcanzé un peso medio de 1.44 = 0.3 g. Sin
embargo, el tratamiento con 500 uM de BSO disminuyé el potencial tumorigénico
de las células F21 en la misma medida que en las células S4MH (T/C del 57%)
[Figura 60].
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Figura 60. Capacidad tumorigénica de las células S4MH y F21 tratadas con BSO (100 y 500 uM).
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V. 2. 2. 2. Capacidad tumorigénica de las células S4MH Y F21 tratadas in
vifro con ATRA.

Las células S4MH y F21 fueron inoculadas en los animales tras 72 h de
tratamiento con 10®% y 10° M de ATRA; se valoré la modificacién de la capacidad

tumorigénica inducida por dicho tratamiento hasta el dia 26 postinoculacién.

Ninguna de las concentraciones de ATRA utilizadas modificé la capacidad

tumorigénica de las células S4MH con respecto al control.

Por el contrario, en las células F21, el tratamiento previo con 10% M de
ATRA aumenté un 260% su capacidad tumorigénica. Asi, mientras el peso tumoral
medio del grupo control fue de 0.6 + 0.1 g el dia 26 postinoculacién, en el grupo
tratado el peso medio fue de 1.5 = 0.5 g. Sin embargo, el tratamiento previo de
las células con 10° M de ATRA no modificé la capacidad tumorigénica de las

células F21 [Figura 61].
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Figura 61. Capacidad tumorigénica de las células S4MH y F21 control y tratadas con ATRA (102 y
10°¢ M).
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V. 2. 3. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS IN VIVO CON CY, BSO Y ATRA
SOBRE LA ENFERMEDAD TUMORAL DE LAS CELULAS S4MH Y F21.

V. 2. 3. 1. Efecto del tratamiento con ciclofostamida (CY) sobre el desarrollo
del tumor y las metéstasis ganglionares de las células S4MH Y F21. Valoracién de

la toxicidad.

La CY fue administrada de forma i.p. los dias 4° y 9° del ciclo de tratamiento

(dias 15 y 20 de evolucién tumoral) (ver anexo ).

V. 2. 3. 1. 1. EHecto de la CY sobre la evolucién tumoral y metastatica de las
células S4MH y F21.

El tratamiento in vivo con CY produjo una disminucién dosis-dependiente del
tamafio tumoral en ambas lineas celulares. Sin embargo, esta disminucién fue mds
acusada en el caso de las células S4MH (T/C 31% y 18% con las concentraciones
de 50 y 75 mg/kg respectivamente) que en las células F21 (T/C 69% y 54%,
respectivamente). De hecho, mientras el factor de retardo del crecimiento (FRC) de
las células S4MH tratadas con 50 y 75 mg/kg de CY fue de 2.2 y 4.4,
respectivamente, en el caso de las células F21 fue tan solo de 0.45 y 0.86

respectivamente.

El tratamiento con CY, independientemente de la dosis empleada, también
redujo el desarrollo metastdtico, expresado mediante las modificaciones del peso
ganglionar total (PGT). Esta disminucién, evidenciada por la reduccién del PGT, fue
mds importante en las células S4MH (85% con respecto al control con la

concentracién de 50 mg/kg) que en las células F21 (33%) [Tabla 3].
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Tabla 3. Desarrollo tumoral y metastético de las células S4MH y F21 tras el tratamiento con CY (50 y
75 mg/kg).

Células S4MH Células F21
Capacidad Capacidad Capacidad Capacidad
Tumorigénica Metastética Tumorigénica Metastatica
Tratamiento VRTe  T/C(%)> FRCe PGTd VRT T/C(%) FRC PGT
CcT 27 .41 3.87 £0.69 6.2 0.015+0.0002

CY50 mg/kg 8.67* 31 217 0.57 +0.05* 4.28* 69 0.45 0.01 +0.002*

CY75mg/kg 5.05* 18 4.44 0.42 £ 0.06* 3.33* 54 0.86  0.009 +0.002*

a Volumen relativo de tumor, b Tratado/Control, ¢ Factor de Retardo del Crecimiento, d Peso Ganglionar Total
* p<0.05 respecto al grupo control

V. 2. 3. 1. 2. Evaluacién de la toxicidad asociada a los tratamientos

Para determinar la dosis de CY que produce una toxicidad tolerable en los

animales, se utilizaron 2 dosis (50 y 75 mg/kg).

V. 2.3.1.2. 1. Estudio de pardmetros hematolégicos

La administraciéon de ambas dosis de CY utilizadas produjo una disminucién
significativa de todos los valores hematoldgicos analizados. Esta disminucion fue
mucho mds acusada en el caso de los leucocitos (reduccién de 1.9 y 4.5 veces con

las dosis de 50 y 75 mg/kg, respectivamente) que en los valores de la serie roja

[Tabla 4].

Tabla 4. Pardmetros sanguineos de los animales tratados con CY

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Tratamiento Leucocitos Hematies Hemoglobina Hematocrito
(x103/ml) (x108/ml) (o/dl) (%)
Control 13.71£0.36 7.61+0.19 149+04 43.93 +£0.51

CY50mg/kg 7.26*+1.74 6.79*+0.06 13.68*+£0.01 39.26*+0.9

CY75mg/kg 3.03*+0.3 6.29*+0.42 12.27*+£0.65 35.56*+2.45

* p<0.05 respecto al grupo control
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V. 2. 3. 1. 2. 2. Modificacién del Peso del Animal (MPA)

El tratamiento con ambas dosis de CY produjo una disminucién del peso de
los animales con respecto al control (p<0.005). El efecto de la administracién de 50
mg/kg de CY se observé a partir del dia 18 de evolucién (pérdida méxima de 5%),
mientras que con la dosis de 75 mg/kg dicha pérdida de peso se evidencié desde el
inicio del tratamiento (dia 15 de evolucién tumoral), con una pérdida méxima del

6% [Figura 62].
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Figura 62. Modificacién del Peso Animal (MPA) de los animales tratados con 50 y 75 mg/kg de CY.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en relacién al desarrollo
tumoral y de las metdstasis ganglionares, asi como de la valoracién de la toxicidad
con las dosis de CY utilizadas, se decidié utilizar la dosis de 50 mg/kg de CY para

su combinacién terapéutica con los otros fdrmacos.
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V. 2. 3. 2. Efecto del tratamiento con BSO: influencia sobre el desarrollo
tumoral y de las metéstasis ganglionares de las células S4MH y F21. Valoracién de

la toxicidad.

El tratamiento con BSO (50 o 100 mg/kg) se administré por via i.p., de

forma continua durante 15 dias, desde el dia 12 al 26 postinoculaciéon tumoral.

V. 2. 3. 2. 1. Efecto del BSO sobre el desarrollo tumoral y de las metdstasis

inducidos por las células S4MH y F21.

En cuanto al desarrollo tumoral, el BSO disminuyé de forma dosis
dependiente la tumorigénesis en las células S4MH (T/C 44% y 37% con la dosis de
50 y 100 mg/kg, respectivamente), siendo el FRC de 1.3 y 1.7 con las
concentraciones de 50 y 100 mg/kg, respectivamente. Sin embargo, en las células
F21, mientras con la dosis superior de 100 mg/kg no se observaron diferencias
significativas con respecto al control (T/C 101%), la dosis inferior de 50 mg/kg

produjo un aumento del tamafio tumoral (T/C 207%) con respecto al control.

En relacién a la capacidad metastética, el tratamiento con BSO produjo el
mismo efecto. Asi, en el caso de las células S4MH se observé una disminuciéon
dosis-dependiente de la afectacién ganglionar (26 y 48% con las concentraciones
de 50 y 100 mg/kg, respectivamente). En cambio, en las células F21, la dosis

superior no produjo variaciones con respecto al control, mientras que la dosis

inferior de BSO la aumenté un 53% [Tabla 5].
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V. 2. Resultados in vivo

Tabla 5. Desarrollo tumoral y afectacién ganglionar de las células S4MH y F21 tratadas con BSO
(50 y 100 mg/kg).

Célulos S4MH Células F21
Capacidad Capacidad Capacidad Capacidad
Tumorigénica Metastética Tumorigénica Metastética
Tratamiento VRTe T/C(%)> FRCe PGTd VRT T/C (%) FRC PGT
cT 27.41 - 3.87 £0.69 6.2 - --- 0.015 £ 0.0002
BSO 50 mg/kg 11.94* 44 1.3 2.85 + 0.005* 12.87* 207 --- 0.023 +0.003*
BSO 100 mg/kg 10.15* 37 1.7 2.01£0.18* 6.28 101 --- 0.015 +0.005

a Volumen relativo de tumor, b Tratado/Control, ¢ Factor de Retardo del Crecimiento, d Peso Ganglionar Total
* p<0.05 respecto al grupo control

V. 2. 3. 2. 2. Estudio de la toxicidad asociada a los tratamientos

V. 2. 3.2.2. 1. Valoracién de pardmetros hematolégicos

El tratamiento con BSO (50 mg/kg y 100 mg/kg) no produjo modificaciones
significativas con respecto al control en ninguno de los pardmetros hematolégicos

analizados [Tabla 6].

Tabla 6. Pardmetros sanguineos de los animales tratados con BSO

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Tratamiento Leucocitos Hematies Hemoglobina Hematocrito
(x103/ml) (x10¢/ml) (g/dl) (%)
Control 13.71£0.36 7.61£0.19 149+04 43.93 £0.51

BSO 50 mg/kg 14.23 +1.4 7.34+0.63 14.25+0.62 42.43+2.74

BSO 100 mg/kg 12.67 £1.51 7.69+0.21 1435+049 43.25x+1.5
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V. 2. Resultados in vivo

V. 2. 3. 2. 2. 2. Modificacién del Peso del Animal (MPA)

El tratamiento con BSO (50 y 100 mg/kg) no modificé de forma significativa

el peso de los animales tratados en relacién al grupo control [Figura 63].
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g 100=
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= 954 —=— CONTROL
—=— BSO 50 mg/kg
—m— BSO 100 mg/kg
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Figura 63. Modificacién del Peso del Animal (MPA) tras el tratamiento con BSO (50 y 100 mg/kg).
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V. 2. Resultados in vivo

V. 2. 3. 3. Efecto producido por el ATRA sobre el desarrollo tumoral y de las

metdstasis ganglionares de las células S4MH y F21. Valoracién de la toxicidad.

Los animales fueron tratados con 5 mg/kg de ATRA de forma i. p. durante 15

dias (dias 12 al 26 postinoculacién tumoral).

V. 2. 3. 3. 1. EHecto del ATRA sobre el desarrollo tumoral y de las metdstasis
ganglionares de las células S4MH y F21.

El tratamiento con ATRA produjo efectos contrarios sobre el desarrollo
tumoral en las células S4MH y F21. Asi, mientras se redujo a mds de la mitad el
tamano tumoral (T/C 46%) en las células S4MH, con el consiguiente retardo en el

crecimiento tumoral (FRC 1.2), en las células F21 el tratamiento duplicé el tamafo

del tumor (T/C 200%).

De manera similar, el tratamiento con ATRA disminuyd la diseminacion
ganglionar un 80% con respecto al control. Por el contrario, en las células F21

dicho tratamiento indujo un incremento del 193% en la afectacién ganglionar

[Tabla 7].

Tabla 7. Capacidad tumorigénica y metastdtica de las células S4MH y F21 tratadas con ATRA (5
mg/kg).

Células S4MH Células F21
Capacidad Capacidad Capacidad Capacidad
Tumorigénica Metastdtica Tumorigénica Metastética
Tratamiento VRTe T/C(%)P FRCe PGTd VRT T/C (%) FRC PGT
o) 27.41 - --- 3.87 £0.69 6.2 --- --- 0.015 +0.0002
ATRA 12.63* 46 1.18 0.8+0.11* 12.37* 200 --  0.029 +0.003*

a Volumen relativo de tumor, b Tratado/Control, ¢ Factor de Retardo del Crecimiento, d Peso Ganglionar Total

* p<0.05 respecto al grupo control
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V. 2. 3. 3. 2. Estudio de la toxicidad asociada a los tratamientos

V. 2. 3.3.2. 1. Valoracién de pardmetros hematolégicos

No se apreciaron diferencias significativas en los pardmetros hematolégicos

analizados al comparar los valores obtenidos en los animales control con los

tratados con ATRA [Tabla 8].

Tabla 8. Pardmetros sanguineos de los animales tratados con ATRA

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Tratamiento  Leucocitos Hematies ~ Hemoglobina  Hematocrito
(x103/ml) (x106/ml) (g/d) (%)

Control 13.71+£0.36 7.61£0.19 14.9+04  43.93+0.51

ATRA 12.67 £1.51 7.69+021 14.35+0.49 43.25+%1.5

V. 2. 3. 3. 2. 2. Modificacién del Peso del Animal (MPA)

La administracién de ATRA no modificé significativamente el peso de los
animales tratados con respecto a los valores obtenidos en el grupo control [Figura

64].
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Figura 64. Modificacion del Peso de los Animales (MPA) tratados con ATRA (5 mg/kg) y su
comparacién con los animales control.
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V. 2. 3. 4. Efecto producido por el tratamiento combinado BSO+ATRA sobre
el desarrollo tumoral y de las metdstasis ganglionares de las células S4MH y F21.

Valoracién de la toxicidad.

Los animales recibieron un tratamiento diario continuo (desde el dia 12 hasta

el dia 26 postinoculacién tumoral) con BSO (50 mg/kg) y ATRA (5 mg/kg).

V. 2. 3. 4. 1. Efecto de la combinacién de BSO+ATRA sobre el desarrollo

tumoral y las metéstasis ganglionares de las células S4MH y F21.

El tratamiento combinado de BSO+ATRA produjo una disminuciéon del
crecimiento de los tumores en ambas lineas celulares. Esta reduccién fue mds

acusada en las células S4MH que en las F21, siendo el indice T/C 37% y 79% vy el

FRC 1.7 y 0.3, respectivamente para cada una de las lineas celulares.

La combinacién de ambos fdrmacos produjo una disminucién del 45% de la
afectacién ganglionar de las células S4MH con respecto al control. En el caso de las
células F21, este tratamiento combinado no produjo modificaciones en el PGT con
respecto al control. De este modo se pudo observar que en las células F21 la
combinacién BSO+ATRA revirtié el efecto estimulador del desarrollo tumoral y de
las metdstasis ganglionares inducido por la administracién aislada de ambos

agentes [Tabla 9].
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Tabla 9. Desarrollo tumoral y afectacién ganglionar de las células S4MH y F21 tratadas con BSO

(50 mg/kg)+ATRA (5 mg/kg).

Células S4MH Células F21
Capacidad Capacidad Capacidad Capacidad
Tumorigénica Metastética Tumorigénica Metastitica
Tratamiento VRTe T/C(%)b FRCe PGTd VRT T/C (%) FRC PGT
CcT 27.41 3.87 £0.69 6.2 - 0.015 +0.0002
BSO 11.94* 44 1.3 2.85+0.005* 12.87* 207 0.023 £0.003*
ATRA 12.63* 46 1.18 0.8+0.11* 12.37* 200 0.29 £0.003*
BSO + ATRA  10.15*f 37 1.7 2.13+0.57* 492t 79 026 0.016+0.004t

a Volumen relativo de tumor, b Tratado/Control, ¢ Factor de Retardo del Crecimiento, d Peso Ganglionar Total

* p<0.05 respecto al grupo control

1 p<0.05 con respecto a los tratamientos con BSO o ATRA solos

V. 2. 3. 4. 2. Estudio de la toxicidad asociada a los tratamientos

V. 2.3.4.2. 1. Valoracién de pardmetros hematolégicos

Como se puede observar en la tabla 8, el tratamiento con BSO+ATRA no

produjo modificaciones significativas en ninguno de los valores hematolégicos

analizados [Tabla 10].

Tabla 10. Pardmetros sanguineos de los animales tratados con BSO+ATRA

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Tratamiento Leucocitos Hematfes Hemoglobina Hematocrito
(x103/ml) (x106/ml) (g/dl) (%)
Control 13.71£0.36 7.61£0.19 14.9+0.4 43.93 £0.51
BSO 1423+1.4 7.34 £0.63 14.25 +0.62 42.43 +2.74
ATRA 12.67 £1.51 7.69£0.21 14.35+0.49 43.25+1.5
BSO + ATRA 13.65+2.49 7.32+0.42 13.5+0.8 41.2 +£2.45
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V. 2. Resultados in vivo

V. 2. 3. 4. 2. 2. Modificacién del Peso del Animal (MPA)

El tratamiento combinado BSO+ATRA no modificé significativamente el peso

de los animales tratados con respecto a los del grupo control [Figura 65].
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Figura 65. Variacién del MPA de los animales tratados con BSO (50 mg/kg) +ATRA (5 mg/kg).
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V. 2. Resultados in vivo

V. 2. 3. 5. Hecto producido por la combinacién de CY+BSO sobre el
desarrollo tumoral y de las metdstasis ganglionares de las células S4MH y F21.

Valoracién de la toxicidad.

Para realizar el tratamiento combinado, la CY (50 mg/kg) se administré i.p.
los dias 4° y 9° del ciclo de tratamiento (dias 15 y 20 de evolucion tumoral) y el
BSO (50 mg/kg) se administré i.p. de forma continua durante 15 dias a partir del
dia 12 de evolucién tumoral. En los dias en los que llevé a cabo la administracién

de los dos farmacos, se administré en primer lugar la CY y una hora después el

BSO (50 mg/kg).

V. 2. 3. 5. 1. Efecto de la combinacién de CY+BSO sobre el desarrollo

tumoral y la afectacién ganglionar de las células S4MH y F21.

El tratamiento combinado de CY+BSO inhibié el desarrollo tumoral tanto en
la linea S4MH (T/C 25%) como en la F21 (T/C 34%) dando lugar a un FRC de 3.1
y 1.9, respectivamente. La adicién de BSO al tratamiento con CY aumenté el efecto
inhibidor del desarrollo tumoral respecto al tratamiento con CY sola (reduccién del

tamanio tumoral de 1.3 y 2 veces en las células S4MH y F21, respectivamente).
Asimismo, el tratamiento con CY+BSO disminuyé la capacidad metastdtica

un 97% y 27% en las células S4MH y F21, respectivamente, en comparacién con

los controles [tabla 11].

153
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Tabla 11. Desarrollo tumoral y afectacién ganglionar de las células S4MH y F21 tratadas con CY (50
mg/kg)+BSO (50 mg/kg).

Células S4MH Células F21
Capacidad Capacidad Capacidad Capacidad
Tumorigénica Metastética Tumorigénica Metastética
Tratamiento VRTe  T/C(%)P FRCe PGTd VRT T/C(%) FRC PGT
CT 27.41 --- 3.87 £0.69 6.2 --- 0.015 £ 0.0002
cY 8.67* 31 217 0.58 £ 0.05* 4.28* 69 0.45 0.01 £ 0.002*
BSO 11.94* 44 1.30 0.85+0.005* 12.87* 207 - 0.023 £0.003*

CY +BSO  6.62*t 25 3.15 0.13+0.09* 2.13* 34 1.91 0.011 £0.001*

a Volumen relativo de tumor, b Tratado/Control, ¢ Factor de Retardo del Crecimiento, d Peso Ganglionar Total
* p<0.05 respecto al grupo control

1 p<0.05 respecto al grupo tratado con CY sola

V. 2. 3. 5. 2. Estudio de la toxicidad asociada a los tratamientos

V. 2.3.5.2. 1. Valoracién de pardmetros hematolégicos

El tratamiento combinado de CY+BSO disminuyé de forma significativa
todos los valores de los pardmetros sanguineos analizados respecto al control,
siendo esta reduccién mds acusada en la serie blanca (reduccién de 2.2 veces en el
nimero de leucocitos; p<0.05). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los valores obtenidos en los animales tratados con CY sola y los

de los animales tratados con CY+BSO [Tabla 12].
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Tabla 12. Valores de pardmetros hematolégicos de los animales tratados con CY+BSO.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Tratamiento Leucocitos Hematies Hemoglobina Hematocrito
(x103/ml) (x108/ml) (g/dl) (%)
Control 13.71+£0.36 7.61+£0.19 14.9+0.4 43.93 £0.51
CcYy 7.26 +1.74* 6.79 £0.06* 13.68+£0.01* 39.26 +0.9*
BSO 1423 +1.4 7.34£0.63 14.25+0.62 42,43 +2.74

CY + BSO 6.11+£0.36* 6.67 £0.08* 13.13+0.07* 38.27 £0.15*

* p<0.05 respecto al grupo control

V. 2. 3. 5. 2. 2. Modificacién del Peso del Animal (MPA)

El tratamiento combinado CY+BSO ocasioné una disminucién significativa
del peso de los animales (reduccién mdaxima de un 5% el dia 21 postinoculacién)
con respecto al grupo control. Sin embargo, al igual que ocurre en los valores
hematolégicos, el tratamiento CY+BSO no modificéd significativamente el peso de

los animales con respecto a la CY sola [Figura 64].
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Figura 66. Variacién del MPA de los animales tratados con CY (50 mg/kg)+BSO (50 mg/kg).
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V. 2. Resultados in vivo

V. 2. 3. 6. Efecto producido por la combinacién de CY+ATRA sobre el
desarrollo tumoral y de las metdstasis ganglionares de las células S4MH y F21.

Valoracién de la toxicidad.

Para llevar a cabo la combinacién terapéutica, la CY (50 mg/kg) se
administré i.p. los dias 4° y 9° del ciclo de tratamiento (dias 15 y 20 de evolucién
tumoral) y el ATRA (5 mg/kg) i.p. de forma continua partir del dia 12 de evolucién
tumoral durante 15 dias. Los dias en los que se administraron los dos fdrmacos, se

llevé a cabo en primer lugar la administracién de la CY y una hora después, la del

ATRA (5 mg/kg).

V. 2. 3. 6. 1. Efecto de la combinacién de CY+ATRA sobre el desarrollo

tumoral y de las metdstasis ganglionares de las células S4MH y F21.

El tratamiento combinado CY+ATRA produjo una reduccién del desarrollo
tumoral tanto en las células S4MH como en las F21 (T/C 29% y 69%,
respectivamente) en comparaciéon al control. Este efecto fue mayor en las células
S4MH (FRC 2.4) que en las células F21 (FRC 0.4). Sin embargo, en ambos casos la
adiciéon de ATRA no modificé significativamente el desarrollo de los tumores con

respecto al tratamiento con CY sola.

La afectacién ganglionar también se redujo en ambas lineas celulares
cuando fueron tratadas con dicha combinacién (reduccién de 98% y 33% en las
células S4MH y F21, respectivamente). Al comparar el efecto del tratamiento
combinado con el de la CY sola, se observé que disminuyé 9 veces la capacidad

metastdtica de las células S4MH (p<0.05), no existiendo modificaciones en el caso

de las células F21 [Tabla 13].
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Tabla 13. Desarrollo tumoral y afectacién ganglionar de las células S4MH y F21 tratadas con CY (50
mg/kg) +ATRA (5 mg/kg).

Células S4MH Células F21
Capacidad Capacidad Capacidad Capacidad
Tumorigénica Metastética Tumorigénica Metastética
Tratamiento VRTe T/C(%)b FRCe PGTd VRT T/C(%) FRC PGT
CcT 27.41 3.87 +£0.69 6.2 0.015 +0.0002
cY 8.67* 31 217 0.576 + 0.05* 4.28* 69 0.45 0.01 +0.002*
ATRA 12.63* 46 1.18 0.8+0.11* 12.37* 200 0.29 + 0.003*

CY + ATRA  8.03* 29 2.43  0.064 +£0.009* 4.28* 69 0.45 0.01 +0.003*

a Volumen relativo de tumor, b Tratado/Control, ¢ Factor de Retardo del Crecimiento, d Peso Ganglionar Total
* p<0.05 respecto al grupo control

V. 2. 3. 6. 2. Estudio de la toxicidad asociada a los tratamientos

V. 2. 3. 6.2. 1. Valoracién de pardmetros hematolégicos

El tratamiento combinado CY+ATRA produjo una reducciéon significativa
respecto al control, tanto en el nimero de leucocitos como en el resto de los valores
de la serie roja estudiados, no existiendo diferencias significativas respecto al

tratamiento con CY sola [Tabla 14].

Tabla 14. Valores de los pardmetros sanguineos de los animales tratados con CY+ATRA

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Tratamiento Leucocitos Hematfes Hemoglobina Hematocrito
(x103/ml) (x10¢/ml) (g/dl) (%)
Control 13.71 £0.36 7.61 £0.19 149 +04 43.93 £0.51
CcY 7.26 +1.74* 6.79 £0.06* 13.68+0.01* 39.26 +0.9*
ATRA 12.67 £ 1.51 7.69+021 1435+049 4325%15

CY + ATRA 7.06 £0.46* 6.07 £0.37* 11.86+0.85"  34.6+2.08*

* p<0.05 respecto al grupo control
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V. 2. 3. 6. 2. 2. Modificacién del Peso del Animal (MPA)

El tratamiento  CY+ATRA disminuyé significativamente el peso de los
animales (reduccién maxima de un 3% el dia 26 postinoculacién) con respecto al
grupo control. Sin embargo, no existen diferencias significativas respecto al

tratamiento con CY sola [Figura 67].
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Figura 67. Variaciones del MPA de los animales tratados con CY (50 mg/kg)+ATRA (5 mg/kg).
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V. 2. 3. 7. Efecto producido por la combinacién de CY+BSO+ATRA sobre el
desarrollo tumoral y de las metdstasis ganglionares de las células S4MH y F21.

Valoracién de la toxicidad.

La triple combinacién de BSO (50 mg/kg)+ATRA (5mg/kg)+CY (50 mg/kg)
se administré i.p. durante 15 dias de la siguiente manera: BSO y ATRA se
administraron de forma diaria y continua durante 15 dias, a partir del dia 12 de
evolucién tumoral y la CY se administré sélo los dias 4° y 9° del ciclo de

tratamiento (dias 15 y 20 de evolucién tumoral).

En los dias en los que coincidia la administracién BSO+ATRA, se administrd
en primer lugar el BSO vy transcurridas 8 horas se realizé la administracion de ATRA.
Cuando se realizé la triple combinacién (CY+BSO+ATRA), se administré en primer

lugar la CY, transcurrida una hora se administré el BSO y pasadas 8 horas se

administrd el ATRA.

V. 2. 3. 7. 1. Efecto de la combinacién de CY+BSO+ATRA sobre el

desarrollo tumoral y de las metdstasis ganglionares de las células S4MH y F21.

La triple combinacion de CY+BSO+ATRA produjo la méxima disminucién
del desarrollo tumoral con respecto a los demdés tratamientos (p<0.05), tanto en las
células S4MH como en las F21, siendo los T/C del 10% y 25%, respectivamente, en
comparacién al control. El FRC indica el mayor beneficio terapéutico obtenido, con

valores de 8.6 y 3.0 para las células S4MH y F21, respectivamente.

Esta combinacién terapéutica también produjo la mayor disminucién en la
afectaciéon ganglionar respecto al resto de los tratamientos (p<0.05) en el caso de
las células S4MH. Se observé una disminucién del PGT de 99.7% y 33% en las

células S4MH y F21, respectivamente, en comparacién al control [Tabla 15].
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Tabla 15. Desarrollo tumoral y afectacién ganglionar de las células S4MH y F21 tratadas con CY (50
mg/kg)+BSO (50 mg/kg)+ATRA (5 mg/kg).

Células S4MH Células F21
Capacidad Capacidad Capacidad Capacidad
Tumorigénica Metastatica Tumorigénica Metastética
Tratamiento VRTe T/C(%)> FRCc PGTd VRT T/C (%) FRC PGT

cT 27.41 - 3.87 £0.69 6.2 - --- 0.015+0.0002
CcYy 8.67* 31 217 0.576 £0.05* 4.28* 69 0.45 0.01 £0.002*
CY + BSO 6.62* 25 3.5 0.126+0.09*  213* 34 1.91 0.011+0.001*
CY + ATRA 8.03* 29 2.43 0.064 +0.009* 4.28* 69 0.45 0.01 £0.003*

CY + BSO + ATRA  2.86*t 10 8.62 0.012+£0.005*t 1.55*t 25 3.0 0.01=+0.001*

a Volumen relativo de tumor, b Tratado/Control, ¢ Factor de Retardo del Crecimiento, d Peso Ganglionar Total
* p<0.05 respecto al grupo control

1 p<0.05 respecto al grupo tratado con CY sola y a las combinaciones CY+BSO y CY+ATRA

V. 2. 3.7. 2. Estudio de la toxicidad asociada a los tratamientos

V.2.3.7.2. 1. Valoracién de pardmetros hematolégicos

El triple tratamiento de CY+BSO+ATRA produjo una disminucién
generalizada de los valores en los pardmetros hematolégicos analizados con
respecto al grupo control. Asi, se produjo una reduccién de 2.2 veces en el nGmero
de leucocitos, y variaciones en el recuento de hematies, valor de la hemoglobina y
del hematocrito (1.5, 1.5 y 1.6 veces menor, respectivamente), con relacién al
control. Sin embargo, este tratamiento no modificé los pardmetros hematolégicos ni

con respecto al tratamiento con CY sola ni con respecto a los dobles tratamientos

CY+BSO y CY+ATRA [Tabla 16].
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Tabla 16. Valores de los pardmetros sanguineos de los animales tratados con CY+BSO+ATRA .

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Tratamiento Leucocitos Hematies Hemoglobina Hematocrito
(x103/ml) (x106/ml) (g/dl) (%)
Control 13.71+£0.36 7.61+£0.19 149 +0.4 43.93 £0.51
CcY 726 £1.74* 6.79 £0.06* 13.68+£0.01* 39.26 +0.9*
CY + BSO 6.11 £0.36* 6.67 £0.08* 13.13+0.07* 38.27 £0.15*
CY + ATRA 7.06 £0.46* 6.07+0.37* 11.86+0.85* 34.6 £2.08*
CY + BSO + ATRA  6.07 £0.32* 4.91 +0.83* 9.75+£1.55*  28.1+3.7*

* p<0.05 respecto al grupo control

V. 2. 3.7.2. 2. Modificacién del Peso del Animal (MPA)

La triple combinacién terapéutica produjo una disminucién significativa del

peso de los animales con respecto al grupo control. La pérdida méxima de peso fue

de 7%, no existiendo diferencias respecto al tratamiento con CY sola [Figura 68].
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Figura 68. Variaciones del MPA de los animales tratados con CY (50 mg/kg)+BSO (50

mg/kg) +ATRA (5 mg/kg).
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VI. Discusién

Como se ha expuesto en la introduccién, el RMS metastdtico es un tipo de
céncer muy agresivo y de dificil tratamiento. Aunque las terapias utilizadas han
mejorado la eficacia en estos Gltimos afos, gracias a los grupos de investigacion
cooperativa de los diferentes paises, la probabilidad de supervivencia a los 5 afios
no supera el 25%. Por otro lado, en los otros grupos menos agresivos y con mejor
pronéstico, puesto que el RMS afecta sobre todo a nifios de corta edad, seria
interesante la bUsqueda de terapias complementarias que permitan disminuir las
dosis tanto de quimio como de radioterapia, y asf evitar las grandes secuelas que
estos tratamientos producen a lo largo de su vida y, en el caso de la aplicacién de

técnicas quirrgicas masivas, evitar la amputacién de miembros.

Para poder mejorar estas expectativas, en los Ultimos afios se estén
desarrollando trabajos que estudian terapias adyuvantes a la quimio y radioterapia
que buscan nuevas dianas para el tratamiento de los sarcomas. Asi, en la
actualidad, se estdn estudiando diferentes estrategias como: la utilidad de la
aplicacién de transplantes autélogos de células hematopoyéticas a pacientes
sometidos a terapias de altas dosis (Ek ET, 2006; Hale GA, 2005); la posibilidad
terapéutica del inhibidor del receptor del factor de crecimiento tipo insulinico
(Scotlandi K, 2005); bisqueda de nuevos genes dianas sobreexpresados en el RMS
(Bortoluzzi S, 2005) y la recuperacién de la funcién del gen supresor de tumores

p53, el cual estd defectuoso en un porcentaje alto de sarcomas (Ganjavi H, 2005).

En nuestro caso, con el objetivo de profundizar en la bisqueda de nuevas
terapias, hemos estudiado los efectos que produce la utilizacién de moduladores
biologicos implicados en la regulacién del comportamiento tumoral (como es la
aplicacién de retinoides y moduladores de GSH) en combinacion con la
quimioterapia clésica, en el tratamiento del RMS metastético. Para ello, hemos
utilizado dos lineas celulares de RMS de rata procedentes de un mismo tumor
inducido quimicamente. Estas células tumorales tienen distinto grado de
diferenciacién y una capacidad proliferativa y metastdtica diferente. Mientras que la
linea celular S4MH tiene un bajo grado de diferenciacién, alta capacidad

proliferativa y metastdtica, la linea celular F21, por el contrario, tiene un grado de
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diferenciacién moderado, una capacidad proliferativa dos veces inferior a la de las
células S4MH y una capacidad metastdtica muy baja. Dichas diferencias entre
ambas lineas celulares pueden ser objetivadas a través de la diferente expresion de
miogenina, claramente evidenciable en el caso del tipo celular mds diferenciado

F21 y apenas inexistente en el caso de las células S4MH.

Otra diferencia importante entre ambas lineas celulares en su metabolismo
de GSH. Asi, si bien al inicio del cultivo ambos tipos celulares tienen niveles
similares de GSH, a medida que transcurre el tiempo de cultivo, los niveles de GSH

de la linea celular més proliferativa y menos diferenciada, niGS ia ceular mdos dif r n; Rldtktdey
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Los estudios que hemos llevado a cabo con este agente modulador para el
tratamiento de las dos lineas de RMS metastdtico, muestran resultados diferentes
dependiendo del tipo celular. El tratamiento in vitro con BSO produce en las células
S4MH una disminucién dosis-dependiente de los niveles de GSH, lo que dio lugar a
una inhibicién significativa de la proliferacién celular, en consonancia con el efecto
quimiosensibilizante del BSO descrito en la bibliografia (O'Dwyer PJ, 1996; Knoll N,
2005; Byun SS, 2006). Sin embargo, este mismo tratamiento aplicado a las células
F21, produjo un efecto protumoral cuando se utilizé una concentracién mds
moderada de BSO. Es decir, la concentracién de 100 uM de BSO no produjo
modificaciones en cuanto a los niveles de GSH en las primeras horas, pero se
observé un incremento de estos niveles a las 72 horas de cultivo. Este efecto indujo
la proliferacién celular, observandose también un incremento de la tasa proliferativa
a las 72 horas de cultivo. Cuando se utilizé la concentracién superior de 500 UM, el
comportamiento de las células F21 fue similar al de las células S4MH, si bien las
células F21 tienen una capacidad de recuperacién tanto de los niveles de GSH

como de la proliferacién superior a la de las células S4MH.

El tratamiento con BSO permitié también observar diferentes efectos sobre la
morfologia celular. Nuestro grupo habia demostrado previamente, que el
tratamiento inhibidor de la sintesis del GSH debido al tratamiento con BSO,
produce alteraciones en la disposicién de la actina del citoesqueleto, lo que explica
el fenotipo que adoptan las células S4MH tratadas con BSO (Calle Y, 2000). Sin
embargo, la morfologia de células F21 no se ve afectada por el BSO, manteniendo

su caracteristica forma de huso, tipica de una célula miogénica diferenciada.

Estos diferentes efectos del BSO demostrados in vitro, se observaron también
in vivo. Cuando se inocularon ambos tipos celulares pretratados con 100 uM de
BSO, se duplicé la capacidad tumorigénica de las células F21 y, por el contrario, se
observé una disminucién de dicha capacidad en el caso de las células S4MH. El
pretratamiento de las células con 500 uM de BSO tuvo similares efectos en ambos
tipos de células. Asimismo, cuando el BSO fue administrado intraperitonealmente,

se observé una disminucién tanto de la capacidad tumorigénica como metastdtica
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de las células S4MH, lo que se relaciona con la inhibicién de la adhesion que
produce la disminucién de los niveles de GSH debido al tratamiento con BSO

(Fiaschi T, 2006; Calle Y., 2000; Kletsas D, 1998). Por el contrario, se produjo un

incremento significativo de estos dos pardmetros en el caso de las células F21.

Estos hechos permiten observar que, en condiciones normales, aunque
ambos tipos celulares parten de niveles similares de GSH y la linea S4MH mds
proliferativa es capaz de aumentar sus niveles de GSH con respecto a las células
F21, éstas Ultimas son capaces de mantener e incluso aumentar sus niveles de GSH

en respuesta a dosis moderadas de BSO, hecho que no ocurre en el caso de las

células SAMH.

Estos resultados pueden ser explicados en base a las diferencias existentes en
la actividad de la enzima GGT entre los dos tipos celulares. Esta enzima posee una
gran relevancia en el suministro y recuperacién de GSH en las células tumorales. Es
capaz de reincorporar del medio extracelular metabolitos esenciales y limitantes
para la sintesis de GSH intracelular, haciendo a las células més resistentes a las
terapias antitumorales. De hecho, esta enzima, es considerada por varios autores
como un marcador temprano de transformacién neopldsica, y las células tumorales
que lo expresan activamente se consideran poseedoras de un fenotipo resistente. La
GGT se encuentra aumentada en varios tipos de tumores, entre los que se
encuentran los RMS, lo que protege a las células tumorales en condiciones de estrés
oxidativo (Pompella A, 2006). Hay referencias contradictorias en cuanto a la
relacién entre la capacidad de expresién de la enzima GGT y el grado de
diferenciacién celular (Hanigan MH, 1999; Groves RW, 1991). Nuestros resultados
en cuanto a la diferente actividad observada entre las células S4MH y F21 se
encuentra en consonancia con los estudios que relacionan directamente altos
niveles de GGT con el grado de diferenciacion (el Yaagoubi M, 1995; Prezioso JA,
1993; Durham JR, 1997.
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El estudio de la actividad GGT de las células S4MH y F21, permitié observar
que las células F21 tienen una actividad significativamente superior que las células
S4MH. Ademés, la inhibicion de la enzima y-GCS producida por el BSO,
incrementa la actividad GGT en las células F21 como respuesta al bloqueo de la
via principal de sintesis de GSH. De esta manera, las células F21 mediante la
utilizaciéon de la enzima GGT, son capaces de realizar un “by-pass” de la via
catalizada por la enzima y-GCS, mantener e incluso incrementar los niveles de GSH
y la proliferacion celular, ante la exposiciéon a dosis moderadas de BSO. Hay
estudios previos que también muestran un aumento de la actividad GGT tras el
tratamiento con BSO (van Klaveren RJ, 1997). Sin embargo, la baja actividad de la
GGT en las células S4MH, no les permite mantener los niveles de GSH cuando son
tratadas con BSO, puesto que no pueden recuperar los metabolitos precursores del
GSH del medio extracelular para su sintesis “de novo”. El déficit de GSH y el estrés
oxidativo producidos en las células S4MH tratadas con BSO, pueden ser las causas
de la disminucién, casi por completo, de la actividad de la enzima GGT vy del
aumento de la muerte celular por apoptosis observado en estas células. En este
sentido, hay numerosos estudios que demuestran el papel que tiene la enzima GGT
en el suministro de metabolitos extracelulares para la sintesis de GSH cuando las
células se someten a un estrés oxidativo, asi como en la prevencién de la muerte
celular por apoptosis (Graber R, 1995; del Bello B, 1999). De hecho, en nuestro
caso, cuando las células F21 fueron tratadas con acivicina (inhibidor irreversible de
la enzima GGT) previamente a la exposicién al BSO, las células no fueron capaces
de responder al tratamiento, es decir, no recuperaron los niveles de GSH, disminuyé
sensiblemente  su capacidad proliferativa, se indujo estrés oxidativo vy,

consecuentemente, aumenté la apoptosis celular.

Como se puede observar, las células F21, a pesar de poseer menor
capacidad tumorigénica y metastdtica, gracias al perfil de expresiéon de la enzima
GGT, son capaces de responder frente al tratamiento con BSO, aumentando su
agresividad. Sin embargo, este mismo tratamiento es quimiosensibilizante en el caso
de las células S4MH, pudiendo ser un candidato para su utilizacién como fdrmaco

en el RMS metastdtico.
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En base al diferente grado de diferenciacién que presentan las células S4MH
y F21, en este estudio nos planteamos conocer el efecto antitumoral que los
retinoides pueden ejercer sobre el rabdomiosarcoma vy la influencia del grado de

diferenciacién en dicho efecto.

Los retinoides ejercen un efecto diferenciador sobre numerosos fipos de
células tumorales. Inicialmente, los retinoides se han aplicado como terapia
antitumoral en la leucemia promielocitica, con resultados sorprendentes en cuanto a
remisién tumoral, en algunos casos completa. En la actualidad existen también
ensayos clinicos de su aplicacién para el tratamiento del cdncer de cervix (como
radiosensibilizador), cdncer de préstata, mama, piel, pulmén, endometrio y

neuroblastoma.

Estos derivados de la vitamina A se absorben en el tracto digestivo a nivel del
intestino delgado, se acumulan en el higado, se oxidan y se introducen por difusién
pasiva en el medio infracelular en diferentes tejidos del organismo. ActGan
principalmente a través de receptores nucleares dependientes de ligando (RAR, RXR),
con los que se unen a secuencias especificas del ADN (RAREs), en regidnes
promotoras, modulando la expresién de gran cantidad de genes. Ademds, algunos
autores sugieren la existencia de otros factores, ademds de la presencia de los
receptores en las células, que determinan epigenéticamente la accién de los
retinoides sobre su capacidad diferenciadora (Liv L, 2004, Fazi F, 2005). En nuestro
caso, hemos estudiado la influencia del grado de diferenciacién y del metabolismo

del GSH en la respuesta a los retinoides.

En este estudio, hemos utilizado el derivado natural mds activo de la vitamina
A, el 4cido transretinoico (ATRA), uno de los retinoides clésicos mds utilizados en
terapia, con resultados més contrastados y el que se estd utilizando actualmente en
los estudios experimentales para el tratamiento del RMS (Crouch GD, 1991).

En primer lugar, analizamos la capacidad diferenciadora del ATRA sobre las
células S4MH y F21. Como se pudo observar a través del marcaje con miogenina,
ambos tipos celulares son capaces de responder al tratamiento con ATRA, si bien el
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efecto es mds acusado en el caso del tipo celular menos diferenciado, S4MH, la
cual ademds modificé significativamente su morfologia, adoptando una forma

fusiforme muy parecida a la variante mds diferenciada y menos tumorigénica F21.

Los retinoides producen un efecto sobre el metabolismo oxidativo celular,
induciendo la produccién de metabolitos reactivos del oxigeno (MROs) (Castro OS,
1996). La presencia de estos metabolitos tiene diferentes efectos dependiendo de la
dosis. Cuando los niveles de MROs son bajos pueden estimular la proliferacién
celular y proteger a la célula frente a los mecanismos apoptéticos. Sin embargo,
cuando se producen niveles moderados o altos de MROs, se produce un dafo
celular (dafio en el ADN, oxidacién de proteinas, inactivacién enzimdtica) que
puede dar lugar a un incremento en la apoptosis en Gltimo término (Valko M, 2006;
Hirai Y, 2006). Asimismo, los retinoides también tienen un efecto directo sobre los
mecanismos que regulan la apoptosis celular, como se ha visto en la induccién de
la caspasa 8 (proteina que forma parte de la cascada apoptdtica) y el gen
proapoptdtico p53, y la disminucion de la expresién del gen antiapoptétic Bel-2
(Pasquali D, 1999). Este efecto revierte la alteracién que muestran muchas células

tumorales en cuanto a los mecanismos de regulacién del proceso apoptético.

En este estudio hemos observado efectos diferentes del ATRA dependiendo
del grado de diferenciacién celular y del metabolismo del GSH de las células S4MH
y F21. En la linea celular poco diferenciada S4MH, el tratamiento con ATRA produjo
un efecto antiproliferativo asi como una disminucién de los niveles de GSH
intracelular. Asi mismo, en las experiencias in vivo, dicho tratamiento redujo
significativamente tanto la capacidad tumorigénica como metastdtica de las células
S4MH. En el caso de las células més diferenciadas F21, este mismo efecto solo se
pudo observar cuando se utilizé la dosis mds alta de ATRA. A dosis moderadas, en
estas células se produjo un incremento de la proliferacién celular y de los niveles de

GSH, lo que in vivo se tradujo en una mayor capacidad tumorigénica y metastética.

Algunos estudios refieren que podria existir una relacién entre los retinoides y

el metabolismo del GSH, de hecho se ha observado una disminucién de los niveles
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de GSH cuando las células son previamente tratadas con ATRA (Caliaro MJ, 1997).
Es mds, se ha demostrado que los niveles intracelulares de GSH modulan la
respuesta celular a los retinoides y que la induccién de la disminucion de dichos
niveles producen una mayor sensibilizacion de las células a los retinoides (Miyatake
JI, 1998). De hecho, hay estudios que sugieren que el sistema redox del GSH podria
actuar de forma sinérgica con el ATRA para potenciar el efecto de otras drogas
antiproliferativas.  Ademds, algunos autores han demostrado que células
preincubadas con compuestos tidlicos no responden ante los efectos
antiproliferativos del ATRA. También se ha sugerido que el ATRA podria inhibir la
enzima glutation-S-transferasa (GST) (Kulkarni AA, 1995), lo que potenciaria la

accién de drogas citostéticas.

Estos datos plantean la existencia de un papel relevante del GSH y sus
enzimas relacionados en los efectos producidos por el tratamiento con retinoides.
De hecho, como se puede observar, los resultados obtenidos cuando las células han
sido tratadas con ATRA, son muy similares a los observados cuando se ha utilizado
el BSO (Castro B, 2002). Oftros autores han relacionado los efectos producidos por
ambos moduladores biolégicos, por ejemplo, en la despigmentacién de la piel
(Kasraee B, 2003). En este estudio, estos efectos similares podrian ser debidos a una

alteracién en el estado redox de las células tumorales.

En el caso de las células poco diferenciadas, S4MH, la disminucién de los
niveles de GSH producida por el BSO es debida al bloqueo de la enzima y-GCS. En
el caso del ATRA, la disminucion del GSH puede ser secundaria a un mayor
consumo debido al efecto que tiene este modulador en la induccién de la
formacién de metabolitos reactivos del oxigeno (MROs). Las células S4MH, como
ocurre en el caso del BSO, no son capaces de reponer el GSH oxidado mediante la
accién de la enzima GGT; de hecho, el tratamiento con ATRA produce una
disminucién de la actividad de la enzima en estas células tumorales. En las células
mds diferenciadas F21, este tratamiento aumenta de la misma forma los niveles de
MROs, pero estas células son capaces de responder al consumo secundario a este
efecto del GSH, mediante un incremento en la actividad de la enzima GGT. El
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tratamiento de las células F21 con las dosis mds bajas de ATRA produce un
incremento significativo de la actividad de la GGT, lo que permite incrementar los
niveles intracelulares de GSH y, en consecuencia, la proliferacién celular por encima

de los niveles del control, al igual que ocurre con el BSO.

Estos resultados sugieren que un mecanismo de resistencia al tratamiento
con ATRA puede estar mediado por la enzima GGT. En aquellas células con un alto
nivel de expresién de la GGT, el estrés oxidativo (aumento de los MROs) producido
por el ATRA y la consecuente reduccién de los compuestos tidlicos, pueden ser
revertidos por una répida recuperacién de los niveles de GSH intracelular mediada
por la actividad de la GGT. Ademds, si la induccién de MROs es baja o moderada
como ocurre con la dosis baja de ATRA empleada, el incremento de la actividad de
la GGT como respuesta al estrés generado, puede producir una senal de
supervivencia e incrementar la proliferacién celular, como han sugerido también
ofros autores (Le Bras M, 2005). Este efecto puede ser mejor observado in vivo,
donde la accesibilidad a los metabolitos que conforman el GSH es mds limitante,
por lo que existe mdés dependencia de enzimas suministradoras de los mismos, como
es el caso de la GGT. Las células F21 aumentan su capacidad tumorigénica y
metastética, tanto si han sido pretratadas con dosis moderadas de ATRA 'y
posteriormente inoculadas en el animal, como si el ATRA se administra
intraperitonealmente una vez inducido el tumor. Sin embargo, el tratamiento con
ATRA de los tumores producidos por las células S4MH, disminuye su capacidad
tumorigénica y metastdtica, produciéndose un indice de FRC de 1.2, lo que indica

una eficacia terapéutica de este fratamiento.

El mecanismo de accién del ATRA para la induccién de su efecto en las
células S4MH, parece ser dosis-dependiente. Asf, la exposicién a bajas dosis de
ATRA, produce una disminucién de su capacidad proliferativa posiblemente debido
a una parada en el ciclo celular (como ocurre en otros modelos tumorales) (El-
Metwally, 2006; Emionite L, 2003) y no debido a una induccién de la apoptésis
celular. Sin embargo, cuando la dosis de ATRA aumenta, los MROs alcanzan niveles

moderados-altos, observdndose un aumento en el porcentaje de células
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apoptéticas. Las células F21 son capaces de compensar los MROs producidos por
las dos concentraciones de ATRA utilizadas, no observdndose un aumento
significativo de la apoptosis. Ademds se ha demostrado que la actividad de la
enzima GGT es capaz de activar factores de transcripcién, como es el caso del
factor de transcripcién NF-kB (Accaaoui MJ, 2000), el cual media en las respuestas
celulares frente al estrés oxidativo y controla la expresion de diversos genes entre los
que se encuentran algunos inhibidores del proceso apoptético (Baeuerle PA, 1994).
Este puede ser uno de los motivos por los que el tratamiento con ATRA en las

células F21 no refleja un incremento en la apoptosis celular.

Estos resultados sugieren la relevancia que puede tener determinar la
respuesta metabélica de las células tumorales frente a las terapias antitumorales, y
no solo tener en cuenta la modificacién de los niveles de GSH en condiciones
basales para abordar un tipo de tratamiento. Asi, aunque en condiciones basales,
los niveles de GSH de las células S4MH son superiores, cuando estas células son
tratadas con moduladores como el BSO o el ATRA, no presentan la maquinaria
necesaria para obtener la respuesta metabélica que las permita seguir proliferando
y mantener su capacidad tumorigénica. Sin embargo, las células F21, que cuentan
con niveles basales de GSH mds bajos, son capaces de responder ante estos
moduladores, mediante un incremento de la enzima GGT y, a dosis moderadas de
estos agentes, no solo mantienen sus niveles proliferativos sino que llegan a

aumentar su capacidad tumorigénica con respecto a las células control.

Por otro lado, la capacidad de respuesta de las células tumorales al ATRA
varia dependiendo del tipo tumoral. Los diferentes tumores presentan distintos
perfiles de expresién de los receptores nucleares del ATRA, y la respuesta al
tratamiento dependerd de su presencia y del tipo de isoformas que contienen las
células. Ademds de la presencia de los receptores, otros factores pueden determinar
la respuesta de las células al tratamiento, por lo que, de nuevo, es necesario
determinar previamente el tipo de tumor y su grado de diferenciacién, para prever la
respuesta que tendrd el tratamiento que se propone. Es decir, seria relevante

|II

determinar el “perfil tumoral” de cada sujeto, para evitar efectos adversos de los
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moduladores empleados en la terapia antitumoral y asi aumentar la eficacia de los

mismos.

Hay muy pocas referencias acerca de ensayos terapéuticos previos que
utilicen de forma combinada el ATRA y el BSO. Sin embargo, algunos trabajos
sobre la despigmentacién producida por la citotoxicidad de ciertos agentes
quimicos, muestran un mecanismo de accién similar para el BSO y el ATRA, ya que
proponen que ambos agentes acttan a través de la inhibicién de la enzima y-GST,
produciendo una disminucién de los niveles de GSH celulares y una sensibilizacién

frente a la accién de drogas (Kasraee B, 2003).

Una vez determinado, en nuestro modelo experimental, los efectos
producidos por el BSO —a través de la inhibicién de la enzima y-GCS—y el ATRA —a
través de los mecanismos que regulan la proliferacién, apoptosis, produccién de
MROs y diferenciacién, entre otros—, nuestro siguiente objetivo ha sido determinar el
efecto antitumoral que podria tener la combinacién de los dos moduladores sobre
las células de RMS metastdtico y estudiar la posibilidad de su aplicacién terapéutica.
Asi, hemos utilizado conjuntamente el BSO (para disminuir los niveles de GSH de
las células tumorales) y el ATRA (para inducir la diferenciacién y actuar sobre la
capacidad proliferativa  de las células tumorales) para conseguir una
quimiosensibilizacién efectiva para la posterior aplicacién de ofras terapias

antitumorales cldsicas (agentes alquilantes).

En las células S4MH, el tratamiento combinado produjo una disminucién
tanto de los niveles de GSH como de la proliferacién celular con respecto al control,
similar al producido por el BSO. Sin embargo, este tratamiento aumenté de forma
significativa los niveles de MROs de estas células con respecto a los tratamientos
utilizados de forma independiente, que igualmente no pudo ser compensado por la
GGT, la cual disminuye su actividad con respecto al control. Consecuentemente, se
pudo observar un incremento del porcentaje de células apoptdticas sobre todo con

respecto al tratamiento aislado con ATRA.
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En las células F21, la adicion de BSO al tratamiento con ATRA revirtié el
aumento, tanto de los niveles de GSH como la proliferacién celular, observado
cuando se utilizan los moduladores solos, demostrando la relevancia que el
metabolismo del GSH tiene sobre la accién del ATRA. Con el tratamiento
combinado, estas células, son capaces de mantener los niveles de GSH con
respecto al control y, aunque inicialmente disminuyen su tasa proliferativa, a las 72
horas de cultivo ya han recuperado totalmente la capacidad proliferativa del control,
hecho que no llega a ocurrir en el caso de las células S4MH. Sin embargo, este
tratamiento incrementé la produccién de MROs, que no pudieron ser compensados
por la enzima GGT, la cual se mantuvo al nivel del control, no observéndose el
incremento producido por el BSO o el ATRA. Estos efectos indujeron un incremento

en la apoptosis celular con respecto al control.

Cuando el tratamiento de ATRA+BSO fue administrado intraperitonealmente
en los animales previamente inoculados con las células S4MH y F21 se pudo
observar un efecto sinérgico de los dos moduladores. En las células S4MH, el
tratamiento combinado produjo una disminucién del volumen relativo de tumor
(VRT) de 2.7 veces con respecto al control, el cual dio lugar a un T/C de 37%,
inferior al obtenido con el BSO o el ATRA y se consiguié un FRC de 1.7, lo que
indica un incremento muy significativo de este indice terapéutico con respecto a los
tratamientos solos. Ademds, esta combinacién terapéutica también disminuye la
capacidad metastdtica de las células S4MH con respecto a los tratamientos de BSO
o ATRA utilizados de forma independiente. En las células F21, al igual que en los
experimentos in vitro, el tratamiento combinado revierte el incremento de la
capacidad tumorigénica y metastdtica producida por el BSO o el ATRA. Es mds, la
doble combinacién disminuye 1.3 veces el VRT con respecto al control, dando un
T/C del 79%. Sin embargo no se obtuvieron diferencias en cuanto a la capacidad

metastdtica de las células F21 con respecto al control.

Como se puede observar, los efectos del tratamiento BSO+ATRA observados
in vitro en ambos tipos celulares, se ven incrementados cuando los moduladores se
administran in vivo. Como hemos sefialado anteriormente, en este caso las células
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tumorales no se encuentran con el ambiente propicio para su crecimiento, como
ocurre cuando se mantienen en condiciones de cultivo sin carencias de nutrientes.
En la situacién in vivo, las células tienen que potenciar sus mecanismos de
supervivencia y proliferacién, y es posible, que los mecanismos que son capaces de
inducir in vitro, no sean suficientes para sobreponerse al ambiente hostil del tejido

en el que se asientan.

Por otro lado, hemos comparado los resultados obtenidos con el tratamiento
BSO+ATRA con el producido por la CY, un agente alquilante clésico utilizado en
las combinaciones terapéuticas indicadas para el tratamiento del RMS metastdatico,
junto con la vancomicina y la adriamicina D (terapia VAC). Tanto en las células
S4MH como F21, el tratamiento con CY disminuye su capacidad metastdtica con
respecto a la combinacién de los moduladores. En las células F21, la combinacién
de estos moduladores revirtié el efecto prometastdtico que se producia cuando se
aplicaban de forma aislada, pero no se encontraron diferencias con respecto al
grupo control; sin embargo, en el caso de las células S4MH se produjo una
disminuciéon de la capacidad metastdtica de 1.8 veces con respecto al control. Con
relaciéon a la capacidad tumorigénica, las células F21 no mostraron diferencias
respecto al tratamiento con CY, mientras que en las células S4MH disminuyé dicha
capacidad cuando se aplicé el agente alquilante, con respecto al tratamiento
BSO+ATRA. Como se observé en los ensayos in vitro, las células S4MH se vieron
més afectadas por el tratamiento con el agente alquilante que las células F21. Estas
Oltimas aumentaron la actividad GGT 1.8 veces con respecto al control, lo que les
permitié recuperar antes tanto sus niveles de GSH como su actividad proliferativa,
llegando a los niveles del control en ambos parédmetros. Sin embargo, las células
S4MH no llegaron a recuperar su capacidad proliferativa en ningdn momento de la

experiencia.

Sin embargo, la combinacién de los moduladores muestra una ventaja
terapéutica con respecto a la CY. Aunque este tratamiento disminuye en mayor
medida los pardmetros antitumorales, presenta una toxicidad asociada a su

administracién, lo que se demuestra por una disminucién significativa de los
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pardmetros hematolégicos analizados, asi como en el peso de los animales.

Cuando se administran ambos moduladores, no se observa una disminucién de los

linfocitos, ni de los pardmetros de la serie roja, ni tampoco se produce una
p | p p

modificacién significativa del peso de los animales con respecto al grupo control.

Teniendo en cuenta los efectos producidos tanto por la utilizacién de los
moduladores como de la CY y la ausencia de efectos téxicos cuando se utilizé el
tratamiento combinado BSO+ATRA, nos planteamos una combinacién terapéutica

en busca de sinergias en la accién antitumoral de los moduladores y la CY.

Existen referencias sobre combinaciones terapéuticas de la CY con ambos
moduladores por separado. El BSO ha sido utilizado como estrategia
quimiosensibilizadora a este agente alquilante, sobre todo en el tratamiento de
tumores de ovario (Ayhan A, 1996), sarcomas uterinos (Szantho A, 2003) y céncer
de mama (Chen G, 1995). La combinacién CY+ATRA se ha utilizado en menor
medida, en particular en el tratamiento de la leucemia promielocitica. El ATRA,
aparte de los conocidos efectos sensibilizadores y antitumorales per se, en la terapia
con CY tiene un efecto adyuvante mediante la activacién de los macréfagos tisulares
(Goettsch W, 1992). Ademds, estudios recientes proponen una mediacién del ATRA
en el aumento de la citoxicidad producida por la CY, a través de una disminucién
de lo actividad de las enzimas aldehido deshidrogenadas. Estas enzimas son
capaces de convertir a la CY en un metabolito inactivo y su expresion esté

directamente relacionada con un incremento de la resistencia de las células

tumorales a la CY (Moreb JS, 2005 y 2006).

Si comparamos el efecto producido por el tratamiento CY+BSO, en ambos
tipos celulares, podemos observar que si bien el efecto sobre la capacidad
tumorigénica es mayor en las células S4MH que en las F21 con respecto al control
(disminucién del VRT de 3.15 y 1.9 veces respectivamente), el efecto de la adicién
del BSO a la CY es mds acusado en el caso de las células F21. Estas células
disminuyeron 2 veces su capacidad tumorigénica con respecto al tratamiento con
CY sola, mientras que en el caso de las células S4MH esta disminucién fue de 1.3
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veces. A pesar de que tratamiento produjo un incremento en la actividad GGT en
las células F21, estas no pudieron contrarrestar sus efectos, observdndose un
incremento tanto de la produccién de MROs como de la apoptosis con respecto al
tratamiento con CY o BSO solos. Estos hechos se manifiestan en mayor medida in
vivo, donde ademds el BSO se suministra de forma continua durante todo el ciclo

de tratamiento y se produce una exposicién a las defensas tisulares (Petrulio CA,

2006).

Por ofro lado, cuando se adicioné ATRA al tratamiento con CY, no se
encontraron diferencias en la capacidad tumorigénica de ambas lineas celulares,
con respecto al tratamiento con CY sola. Sin embargo, se observé una disminucién
de 9 veces de la capacidad metastdtica en las células S4MH, no encontrdndose
diferencias en el caso de las células F21. Esta accién sobre el desarrollo metastdtico
del ATRA ha sido estudiada por diferentes autores, los cuales han demostrado que
las células tumorales tratadas con este agente disminuyen su capacidad invasiva, la
expresion de metaloproteinasas de matriz extracelular (Berbow U, 1999), la
expresion de moléculas de adhesion (cadherinas, Nwankwo JO, 2002) y sus
receptores (integrinas, Segnupta S, 2000) y produce la reorganizacién de la actina
del citoesqueleto, lo que disminuye la capacidad de adhesion e invasiéon y la

motilidad de las células tumorales (Donald CD, 2001).

Si comparamos los efectos producidos por las dobles combinaciones
CY+BSO y CY+ATRA podemos observar que, si bien el tratamiento con CY+BSO
es el que produce un mayor efecto sobre la capacidad tumorigénica en ambos tipos
celulares, la combinacién CY+ATRA es mds efectiva en cuanto a la disminuciéon de
la capacidad metastética. Ademds, otro hecho importante, es que estos tratamientos
no aumentaron la toxicidad con respecto a la CY sola, como muestran los andlisis

del perfil hematolégico y el peso de los animales.

Teniendo en cuenta los efectos de estos dobles tratamientos, y para utilizar
las ventajas de cada uno de ellos, llevamos a cabo un estudio sobre la accién de un

triple tratamiento utilizando simultdéneamente los moduladores y el agente
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alquilante. La administracién de CY+BSO+ATRA dio lugar al mayor beneficio
terapéutico en los dos tipos celulares. Los tratamientos in vitro revelaron la mayor
disminucién de la capacidad proliferativa con dicha triple terapia, incluso en las
células F21, que si bien incrementaron de nuevo su actividad GGT, dicho
incremento no fue suficiente para contrarrestar este tratamiento, observandose un
aumento tanto de los MROs como de la apoptosis celular. La triple administracién
in vivo, permitié igualmente observar la mdxima disminucién de la capacidad
tumorigénica, que en el caso de las células S4MH fue de 9 veces con respecto al
control y de 3, 2.3 y 2.8 con respecto a la CY y a los dobles tratamientos CY+BSO
y CY+ATRA, respectivamente. En las células F21, dicha disminucién fue también
considerable, siendo de 4 veces con respecto al grupo control, y de 3, 1.4 y 3 veces
con respecto al tratamiento con CY, CY+BSO y CY+ATRA, respectivamente.
Ademds, este tratamiento fue capaz de disminuir 300 veces la capacidad
metastética de las células S4MH. Ademds el indice FRC, que indica un beneficio
terapéutico del fdrmaco a partir del valor 1, llegé a sus niveles méximos con esta

triple combinacién, siendo de 8.6 en las células S4MH y de 3 en el caso de las F21.

Por otro lado, si bien este triple tratamiento produjo una toxicidad
hematolégica con respecto al grupo control, los niveles de leucocitos no disminuyen
significativamente con respecto al tratamiento con CY sola, ni con respecto a las
dobles combinaciones CY+BSO y CY+ATRA. De la misma manera, los andlisis de
la modificacién del peso de los animales, muestran una disminucién del peso similar
a la producida por el tratamiento con CY sola, con una méxima pérdida de peso a

lo largo de la experiencia de tan solo el 7%.

Estos resultados sugieren que moduladores como el BSO o el ATRA,
combinados con los citostdticos clésicos, pueden ser de gran utilidad en el
tratamiento del RMS metastdtico. Sin embargo, seria conveniente, la realizacién de
un estudio individualizado de las células que componen el tumor, de forma que se
defina el “perfil tumoral del sujeto”. Para el establecimiento del perfil, se deberian
estudiar pardmetros celulares como el grado de diferenciaciéon de las células que
componen el tumor (el cual hemos visto que es de gran relevancia para determinar
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la respuesta al tratamiento, en base a la expresién de la enzima GGT), la capacidad
metabdlica del GSH intracelular (lo que permitird al tumor responder en mayor o
menor medida a las terapias antineopldsicas) y la capacidad de respuesta frente al
ATRA (determinada por la expresién de los receptores nucleares del ATRA, y por

factores que regulan epigenéticamente, la funcionalidad de dichos receptores).

En consecuencia, el ATRA y la modulacién del GSH pueden tener diferentes
efectos dependiendo del grado de diferenciacién celular en un mismo tipo tumoral,
lo que depende del metabolismo del GSH en cada tipo celular, més que de sus
niveles basales. Por este motivo, es necesario un andlisis previo de la respuesta
celular frente a los moduladores biolégicos, antes de su aplicacién como alternativa

terapéutica.
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1.

En las células de rabdomiosarcoma de rata S4MH y F21, la respuesta al
tratamiento con dosis moderadas de ATRA varia dependiendo del grado de
diferenciacién de cada tipo celular, lo que se evidencia por: a) una
disminucién de los niveles intracelulares del GSH y de la proliferacién celular
en la linea celular menos diferenciada S4MH; b) un aumento de dichos

niveles y de la proliferacién en el caso de la linea celular mds diferenciada

F21.

Los efectos derivados de la inhibicién de la sintesis de glutation con dosis
moderadas de BSO, dependen del grado de diferenciacién de dichas células
derivadas de un mismo tipo tumoral, de modo similar a lo que sucede con el

tratamiento con ATRA.

Esta respuesta estd mediada por el nivel de expresién de la enzima gamma-
glutamiltranspeptidasa en cada tipo celular. Ante la presencia de ATRA o
BSO, las células F21 son capaces de aumentar el nivel de expresién de esta
enzima, lo que les permite contrarrestar el efecto antitumoral de estos
agentes, e incluso aumentar su capacidad tumorigénica. Por el contrario, las
células S4MH mantienen un nivel bajo de expresién de la enzima, no siendo

capaces de evitar los efectos de dichos moduladores biolégicos.

El mantenimiento adecuado de los niveles de GSH en las células F21,
reduce el efecto prooxidativo inducido por dosis moderadas de ATRA o BSO,
evitando un aumento de la apoptosis en dicha linea celular. Sin embargo, en
las células S4MH, estos agentes aumentan la formacién de MROs vy la

apoptosis celular.
En los estudios in vivo, la combinacién terapéutica ATRA+BSO produce un

efecto antitumoral similar al ejercido por la ciclofosfamida, sin que se pueda

objetivar un aumento de la toxicidad con respecto a los grupos controles.
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6.

186

la combinacién ATRA+BSO+CY produce un efecto antitumoral
significativamente superior al obtenido tras el tratamiento con CY sola, sin un

aumento de la toxicidad con respecto a la administracién aislada de dicho

agente alquilante.
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ESQUEMA DE LAS PAUTAS DE LOS TRATAMIENTOS In Vitro

Para la determinacién de los niveles de GSH, proliferacién y apoptosis

6h
BSO
24 h 48 h 72 h
ATRA - B ]
24 h 48 h 72 h
6h
BSO+ATRA [ - e —(— |
24 h 48 h 72 h
10 h
Acivicina Il
24 h 48 h 72 h
10h 6h
Acivicina+BSO I
24 h 48 h 72 h
1h
AC I3
24 h 48 h 72 h
6h1h
BSO+AC
24 h 48 h 72 h
6h1h
BSO+AC+ATRA I ) e
24 h 48 h 72 h

Para la determinacién de la actividad GGT y los MROs
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X. Anexo |

ESQUEMA DE LAS PAUTAS DE LOS TRATAMIENTOS In Vivo
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BSO mm 0: dfa de inoculacién celular
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