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ABREVIATURAS, ACRONIMOS E SIGLAS

A

Abl1: Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
ADP: Adenosine diphosphate

AIP1: Actin-interacting protein 1

AKT/PKB: Protein kinase B

Amp: Amplificacion

ALS: Anti lymphocyte serum

APC: Anaphase Promoting Complex

ARF: ADP ribosylation factor

ATG: Anti thymocyte globulin

ATM: Ataxia telangiectasia mutated

ATP: Adenosine triphosphate

ATR: Ataxia Telangiectasia Related

ATRX: Alpha thalassemia/mental retardation syndrome
X-linked

ATS: Anti thymocyte serum

=

B23/NPM1: Nuclophosmin 1

BAI1: Brain-specific angiogenesis inhibitor 1

BARDI1: BRCAI associated RING domain 1

BAX: Bcl-a associated X protein

Bcel-2: B cell Lymphoma 2

b-Myb (MYBL2): Myeloblastosis proto-oncogene like 2
bp: Base pair

BRCAT1: Breast cancer 1

BRCAZ2: Breast cancer 2

BRG1: Brahma-related gene-1
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c-Abl: Abelson tyrosine kinase

CAK: Cyclin-dependent kinase Activating Kinase
CBP/p300: CREB binding protein

CCND2: G1/§-specific cyclin D2

Cdec: Cell division control protein

Cdc2: Cell division control protein 2

Cdc6: Cell division control protein 6

Cdc7: Cell division control protein 7

Cdc20: Cell division control protein 20

Cdc25: Cell division control protein 25

Cdh1: Cadherin-1

Cdk: Cyclin-dependent protein kinase

Cdk1: Cyclin-dependent protein kinase 1

Cdk2: Cyclin-dependent protein kinase 2

Cdk3: Cyclin-dependent protein kinase 3

Cdk4: Cyclin-dependent protein kinase 4

Cdk6: Cyclin-dependent protein kinase 6

Cdk7: Cyclin-dependent protein kinase 7

CdkS8: Cyclin-dependent protein kinase 8
Cdk10: Cyclin-dependent protein kinase 10
Cdk11: Cyclin-dependent protein kinase 11
CDKN: Cyclin-dependent kinase inhibitor
CDKN2A: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
CDKN2B: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B
CDKN2C: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C
Cdtl: Chromatin licensing and DNA replication factor 1
Chk2: Checkpoint kinase 2

Cip (CDKN1A/ p21): Cyclin-dependent kinase inhibitor
CKI: Cyclin-dependent kinase inhibitor protein
CP110: Centriolar coiled-coil protein of 110 kDa
CTD: Carboxi terminal domain



DAB: 3,3 diaminobenzidina tetrahydrochloride
DAPI: 4’ 6-diamidino-2-phenylindole

DDR: DNA damage response

Del: Delecion

DMBT1: Delated in malignant brain tumors 1
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA: Deoxyribonucleic acid

DSB: Double strands breaks

DUBSs: Deubiquitinating enzymes

E2FS: E2 transcription factor 5

EF1: Elongation factor 1-alpha

EGFR: Epidermal growth factor receptor

ERK 1/2 kinase: Extracellular Regulated Kinase 1/2
ERBB2: Erb-B2 receptor tyrosine kinase 2

Ets: E26 transformation-specific

F
Fas: F'S-7 associated surface antigen
FBS: Fetal Bovine Serum
Fgf4: Fibroblast growth factor 4
FOXOL1: Forkhead box protein 1
FOXO3: Forkhead box protein 3
G

GADDA4S5: Growth arrest and DNA-damage-inducible
protein 45

GAP: GTPase-activating protein

GDP: Guanosine diphosphate

GEF: Guanine nucleotide exchange factor

GFAP: Glial fibrillary acidic protein
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v-H2AX: Gamma H2A histone family member X
GM130: Golgi matrix protein

GRASP65: Golgi reassembly-stacking protein of 65 kDa
Grb2: Growth factor receptor-bound protein 2

GSC: Glioma stem cells

GTP: Guanosine triphosphate

GTPasa: Guanosine triphosphatase

hBRM: Human Brahma-related protein
HDAC1: Histone deacetylase 1
HDM2: Human Double Minute 2
HDMX: Human Double Minute X
HIF-1: Hypoxia inducible factor 1
HIRA: Histone Cell Cycle Regulator
HMG-1: High --mobility group protein
HOXA: Homeobox A Cluster

IDH: Isocitrate dehydrogenase

IGF-BP3: Insulin-like growth factor binding protein 3
INK4: Inhibidor of Kinasa 4

iPS: Induced pluripotential stem cells

JAMM: Jab1/MPN/Mov34 metalloprotease

Kb: Kilobases
Kip (CDKN1B/p27): Cyclin-dependent kinase unhibitor
Ku70: Lupus Ku antigen protein p70



Lats1: Large tumor suppressor kinase 1

MAP: Mitogen-activated protein

MAPI1B: Microtubule Associated 1B

MAP4: Microtubule Associated 4

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

MARCKS: Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate
MAT1: Menage a trois

MCMs: Minichromosome maintenance proteins
MCM2: Minichromosome maintenance protein 2
MCM4: Minichromosome maintenance protein 4
MDM2: Mouse Double-Minute 2

MDM4: Mouse Double-Minute 4

MEA: Mouse Embryo Astrocytes

MEK 1/2 Kinase: Mitogen-activated Kinase %

MJD: Machado-Joseph disease proteins

MMHCC: Mouse Model of Human Cancer Consortium
Mps1/TTK: Monopolar spindle 1 kinase

mRNA: Messenger ribonucleic acid

mSds3: mSin3-associated protein
Muncl8a:Mammalian uncoordinated 18a

Mut: Mutacion

NCI: National Cancer Institute

NF1: Neurofibromin 1

NF-kB: Nuclear Factor kappa-beta

NIR2/PITPNM1: Phosphatidylinositol tranfer protein
membrane associated 1

NK: Natural killer

NLS: Nuclear Localization Signal

NOS: Not otherwise specified
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NOXA: Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
NP-40: Nonidet™ p 40

NPAT: Nuclear protein ataxia-telanctasia

NSC: Neural stem cells

Nudel: Nuclear distribution protein like

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
OTU: Ovarian Tumour proteases
OTUDS: Ovarian Tumour proteases deubiquitinase 5

PBS: Phosphate buffered saline

PDGF: Platelet-derived growth factor

PDGFRA: Platelet-derived growth factor receptor alpha
PDK2: 3-Phosphoinositide-Dependent Kinase

Perp: p53 apoptosis effector related to PMP22

PI3K: Phosphoinositol-3-kinase

PI3KCA: Phospatidylinosotol 4,5-biphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha

PIK3R1: Phophoinositide 3-kinase regulatory subunit 1
PML: Promyelocytic leukemia protein

PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride

PP1: Protein Phosphatase type 1

P-TEFb: Positive-Transcription Elongation Factor b
PTEN: Phosphatase and tensin homolog

Puma p53 upregulated modulator of apoptosis

R

R2/RRM2: Ribonucleotide reductase regulatory subunit M2
RIla/PKA: Protein kinase A

Rab: Ras brain

Raf: Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
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Ran: Ras-related nuclear protein

Rap: Ras proximate 1

Ras: Ras sarcoma

Rb: Retinoblastoma gene

Rerg: Ras-related and estrogen-regulated growth inhibitor
Rheb: Ras homolog enriched in brain

Rho: Ras homologous protein

RIPA: Radioimmunoprecipitation assay buffer

RNA: Ribonucleic acid

RNPS1: RNA-binding protein with serine-rich domain 1
ROS: Reactive Oxygen Species

RTK: Receptor tyrosine kinase

R-Ras: Ras-related protein

SCF-Fbxw?7: SkpI-Cull-F-box protein

SCID: Severe combined immunodeficiency

SD: Standard deviation

SDS: Sodium dodecyl sulfate

She: Src homology 2 domain containing

Skp2: S-phase kinase-associated protein 2

Smad: Sma and mad protein

SNC: Sistema nervioso central

SOS: Son of Sevenless

Sox2: Sex determining region Y-box 2

SPF: Specific Pathogen Free

SPRY2: Sprouty RTK Signaling Antagonis 2

Src: Sarc (sarcoma)

Stat: Signal Transducer and Activator of Transcription
SUMO: Small ubiquitin-like modifier Protein
SUV39H1: Suppresor of Variegation 3-9- homolog 1
SVA0T: Simian Vacuolating Virus 40 Tag
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TAP: Tumor angiogenesis factor

TBS-T: Tris-buffered saline, 0,1% Tween 20™
TCGA: The Cancer Genome Atlas

TERT: Telomerase reverse transcripte

TFH II: Transcription initiation Factor Il H
TGF-beta: Transforming Growth Factor beta
TICs: Tumor initiating cells

TNF: Tumor necrosis factor

Tspl: Thrombospondin 1

Ub: Ubiquitina
UCHs: Ubiquitin-C terminal Hydrolases
USPs: Ubiquitin-Specific Proteases

W

WAF1(CDKN1A/ p21): Cyclin-dependent kinase unhibitor
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RESUMO

Segundo a clasificacion da OMS o glioblastoma multiforme esta
incluido no grao IV sendo o mais agresivo e o mais frecuente dos que
afectan ao SNC, con resultado fatal e tendo unha esperanza de vida
media, aproximada, de 15 meses. Sébese que tanto neste tipo de
tumores como nos de baixo grao, a via dependente do supresor de
tumores p53 atopase a miudo alterada, suxerindo que a inactivacion de
p53 ¢ un evento temperan na gliomaxénese.

Neste estudo determinouse o papel que tanto p53 coma retinoblastoma
(Rb) desenvolven na evoluciéon de astrocitomas de baixo grao a
glioblastomas. Para iso, avaliouse tanto a desregulacion do ciclo
celular coma a dos mecanismos de reparacion do dano no DNA,
fendmenos que derivan na transformacion celular.

A ausencia de p53 impide a activacion da resposta ao dano ao DNA
(DDR) e a inducion de apoptose dependente de p53, polo que as
células manteran dito dano ao DNA. Combinando esta falta de p53
coa ausencia de Rb, prodicese un crecemento descontrolado das
células, que presentan unha taxa de crecemento moi elevada,
inducindo a sua transformacion e a tumoroxénese. Asi mesmo,
observouse a presenza da activacion do programa de desdiferenciacion
asociado a hiperactivacion dunha ruta oncoxénica, semellante ao que
se observa ao longo dos programas de reprogramacion de células
diferenciadas a células indiferenciadas.
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INTRODUCCION

O control da evolucion do ciclo celular e a stia regulacion ven do
equilibrio que existe entre a accion dos xenes que codifican proteinas
que regulan a replicacidon, o crecemento celular e aqueloutros que
inhiben o crecemento. Ao primeiro grupo pertencen os denominados
proto-oncoxenes, na sua forma normal (oncoxenes cando perden o
control da sua activacion por mutacion) e poden clasificarse en
familias ou grupos, atendendo & ruta ou ao receptor sobre o que
actian. O segundo grupo son os chamados xenes supresores de
tumores e codifican proteinas que inhiben o crecemento celular.

As mutaciéns no grupo dos oncoxenes provocan a inestabilidade
xenomica e a perda de control no crecemento celular que atopamos
nas distintas etapas dos procesos tumorais. Dentro deles, hai duas
familias que destacan pola sua elevada taxa de mutacion nos distintos
tipos tumorais humanos. Por unha banda, a familia ras, cuxos
membros participan nos sinais de transducion celular. A activacion de
ras desencadea crecemento, proliferacion, diferenciacion e
supervivencia celular e unha sobreexpresion cando actia como
oncoxene leva & senescencia celular por estrés oncoxénico. Por outro
lado, a familia myc, que codifica o factor de transcricion Myc, que
promove a proliferacion celular. Ademais, asbciase coa
inmortalizacion das células por inducion dunha subunidade catalitica
da telomerasa. Tal e como acontecia con ras, myc oncoxénico provoca
a apoptose celular como control de proliferacion.

En contraposiciéon aos oncoxenes, actuan os xenes supresores de
tumores. Posto que codifican proteinas que inhiben o crecemento
celular, de presentar algunha mutacioén, poden perder a sua funcion
podendo chegar a colaborar cos oncoxenes no desenvolvemento do
proceso tumoral. Dentro deste grupo de xenes protectores, compre
destacar algun deles como RB, que codifica pRb quen controla a
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entrada da célula na fase S do ciclo de division, ou p53, encargado de
deter o ciclo no caso de detectar danos non reparados no DNA.
Salientar tamén BRCA1 e BRCA2 que colaboran coa reparacion do
DNA, PTEN, que regula a ruta Akt/PI3K ou PML que regula a
senescencia celular, colaborando con p53.

O estudo dos xenes supresores de tumores iniciouse Co
retinoblastoma, tumor que aparece a unha idade moi nova, e que
permitiu observa-la distribucion dese tipo de tumores segundo sexan
hereditarios ou non hereditarios. Da mesma maneira, observouse que
en ambolos dous casos precisaba da presenza dun segundo evento
oncoxénico para que ditos tumores trocaran a malignos. Estes estudos
iniciais fixeron do retinoblastoma un paradigma para o estudo deste
tipo de xenes supresores de tumores (Knudson A.G., 1985).

Por outra banda, o xene p53 atopase mutado en madis do 50% dos
tumores humanos (Levine A.J., 1997). Segundo a base de datos feita
por Hollstein e colaboradores en 1994, as mutacions de pS3 aparecen
en mais de 50 tipos celulares e tisulares. Ademais, estas alteracions
adoitan ir asociadas a unha maior agresividade tumoral, o que non ¢
de estrafar polo grande nimero de puntos de control sobre os que p53
actiia directamente. Comprobouse tamén que estes tumores poden
presentar resistencia 4 quimioterapia, dificultando o seu tratamento
farmacoloxico (Buttitta F. et al., 1997; Levine A.J. and Oren M.,
2009). A mitdo, a mutacidon ou perda de p53 vai acompaifiada doutras
lesion oncoxénicas coas que cooperard no desenrolo tumoral (Eischen
C.M. et al., 1999; Chen Z. et al., 2005).

Segundo estudos recentes del TCGA publicados a través do seu portal
de datos, a ruta de p53 presenta alteracions nun 33% (172/517) dos
tumores cerebrais de grao baixo estudados, mentres que no caso dos
glioblastomas multiformes a porcentaxe sube ata o 73% (420/574) das
analises realizadas (Gao et al., 2013; Cerami et al., 2012; Brennan
C.W. etal. (TCGA), 2013).
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1.- OS GLIOBLASTOMAS COMO MODELOS TUMORAIS

Historicamente, segundo a clasificacion da OMS (Kleihues P. ef al.,
2002), os tumores cerebrais cataldoganse segundo o tipo celular do que
proceden (astrocitos, oligodentrocitos ou células ependimais) e en
catro grupos (en escala de I a IV) segundo o seu grao de malignidade
tendo en conta criterios histoloxicos. Desta maneira, os tumores de
tipo I, son de caracter benigno e poden ser tratados con cirurxia. Os
tumores de tipo II son de grao de malignidade baixo e poden levar a
diferentes situacions clinicas pero non son resecables. Os tumores de
tipo III son de cardcter maligno e provocan a morte en poucos anos.
Os de grao IV son tumores altamente malignos, xeralmente resistentes
4 quimioterapia ¢ letais en 9-12 meses. Ademais, o 70% dos tumores
de grao II convértense en grao III ou IV en 5-10 anos, adquirindo as
caracteristicas histoloxicas dos tumores de mais alto grao (taboa 1).
Novos criterios tentan completar esta clasificacion tendo en conta
parametros xenotipicos de forma que os distintos grupos antes
considerados poden chegar a ter mais similitudes do que nun principio
se cria. Desta maneira, os glioblastomas clasificanse segundo o estado
no que se atope o xene IDH atopandose claras diferencias que poden
determinar desde a orixe ata o prognostico da enfermidade,
destacando a importancia de ter en conta estes parametros xenéticos
(Louis, D. et al., 2016)

Esta catalogacion non ten que empezar necesariamente polos criterios
histoloxicos (Figura 1)
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CLASIFICACION
SEGUNDO
CRITERIOS fos tﬁ;ll‘_’l
HISTOLOXICOS
(OMS,2010)
Astrocitoma T
IDH <
mutado
Oligoastrocitoma -
IDH
wildtype
Oligodendroglioma -
IDH
ﬁ mutado
Glioblastoma N
IDH
wildtype

Outros
parametros
xenéticos

Perda de

ATRX -
Mutacién de
TP53

Co-delecion —=
1p/19q

R

NOVA
CLASIFICACION

(OMS,2016)

Astrocitoma difuso,
IDH mutado

Oligodendroglioma, IDH
mutado e 1p/19q co-
delecionado

Astrocitoma difuso, IDH
wildtype
Oligodendroglioma,
NOS

Glioblastoma, IDH
mutado

Glioblastoma, IDH
wildtype

Figura 1.- Diferencias entre a clasificacién baseada unicamente en criterios
histoloxicos e a que integra criterios de xenotipado celular. Hai tamén unha serie
de casos que, ben porque non se fixeron as probas xénicas, ou ben porque non
foron concluintes que se catalogan como “non especificadas doutra maneira” (NOS)
e poden ser Astrocitomas difusos, Oligodendrigliomas, Oligoastrocitomas ou

Glioblastomas.
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En calquera caso, e fronte ao que acontece con outros xenes
supresores de tumores que fican mutados nos astrocitomas de alto
grao, a mutacion ou perda da funcidén de p53 viuse tanto nos tipos de
grao mais baixo coma nos glioblastomas, con independencia do estado
de IDH, suxerindo que a inactivacion de p53 € un evento que acontece
cedo no proceso de gliomaxénese.

Taboa 1.- Relacion entre supervivencia, caracteristicas histoloxicas e lesions
xenéticas entre os distintos graos de tumores cerebrais

Astrocitomas |Astrocitomas Glioblastomas
de grao baixo | anaplasicos
Supervivencia [5-10 anos 3-4 anos 9-12 meses
Proliferacion  |+/- ++ +++
Invasion ++ ++ +++
Anxioxénese |- - +++
Necrose - - o
Lesions Mut. TP53 Mut. Rb Mut. TP53
xenéticas mais |Amp. y  Mut.|Amp. CDK4 Amp. y Mut. EGFR
frecuentes EGFR Del. CDKN2A|Mut. y Del. PTEN
Del. CDKN2A y|y CDKN2B  [Mut. PI3K
CDKN2B Del. PTEN Mut. RB1
Mut. IDH1 Mut. TERT Amp. SOX2
Mut. ATRX Amp. SOX2 Del. CDKN2A vy
Mut. PTEN Mut. IDH1 CDKN2
Mut. PI3KCA
Mut. NF1

Na taboa Mut:mutacion, Del:delecién e Amp:amplificaciéon (Resume actualizado
con datos provisionais do TCGA, www.cbioportal.org).

Pode ocorrer que a inestabilidade xenética que vai asociada 4 perda de
p53 sexa a responsable da transformacion a tumores de grao mais alto
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(Maher E.A. et al.,2001) e p53 pode ter un papel fundamental nese
aumento de malignidade como semella mostrar a presenza de
subpoboacions de tumores de grao baixo nos glioblastomas de grao IV
(Sindransky D. et al., 1992).

Dentro dos glioblastomas, e en funcion da situacion de IDH, vironse
diferencias importantes na evolucion do tumor e as caracteristicas do
mesmo (taboa 2).

Taboa 2.- Caracteristicas diferenciais que presentan os glioblastomas
clasificados segundo tefian IDH mutado ou non. Non inclie os glioblastomas NOS

Glioblastoma, Glioblastoma,
IDH mutado IDH wildtype
(Primario) (Secundario)
Lesion precursora Non identificada Astrocitoma difuso
De novo Astrocitoma anaplasico
Porcentaxe de casos | 90% 10%
Idade @ media  do|62 anos 44 anos
paciente
Vida media 4 meses 15 meses
Necrose Estendida Limitada
Mutacions mais | Promotor de TERT Promotor de TERT
habituais (72%) (26%)
TP53 (27%) TP53 (81%)
ATRX (Excepcional) |ATRX (71%)
PTEN (24%) PTEN (Excepcional)
Amplificacions mais| EGFR (35%) EGFR(Excepcional)
frecuentes
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No estudo levado a cabo polo Cancer Genome Atlas Research
Network (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2008)
mapearonse as alteracions xenéticas mais frecuentes no xenoma do
glioblastoma, detectdndose substitucions de nucleodtidos, delecions e
amplificacions focais nas principais rutas.

Identificaronse importantes eventos xenéticos en glioblastomas
humanos que inclien:

— desregulaciéon do ciclo celular e proliferacion aumentada das
células do glioblastoma. As mutacions frecuentes nos xenes
reguladores do ciclo, especialmente nos que controlan a
transicion da fase G1 a fase S, converten as células tumorais en
especialmente susceptibles a unha division celular inapropiada.

— alteracion da ruta de Rb. Por estimulacion mitoxénica da
cascada das MAPK formanse complexos Ciclina-Cdk
activados que levan a unha fosforilacion de Rb, favorecendo a
entrada na fase S e a perda de control do ciclo celular
(Weinberg R.A., 1995). Un 74% dos glioblastomas presentan
algunha alteracion nesta ruta (The Cancer Genome Atlas
Reseach Network, 2008).

— alteracion da ruta de p53. A sua actividade funcional pode estar
anulada pola hiperactivacion mitoxénica das rutas PI3K e
MAPK (Furnari F.B., Fenton T. and Bachoo R.M., 2007). A
perda de p53 prodicese tamén por mutacidons puntuais ou por
perda do cromosoma 17p na progresion de glioblastomas
secundarios (Louis D.N., 1994).

— alteracions nas rutas de sinalizacion mitoxénicas, incluindo
MAPK e PI3K/PTEN/AKT. Mentres que as células normais
precisan a activacion das rutas mitoxénicas, como MAPK y
PI3K, as células tumorais reducen a dependencia da
estimulacion exdxena de sinais de crecemento, levando a cabo
a division celular a través dunha activacion constitutiva destas
vias (Furnari F.B., Fenton T. and Bachoo R.M., 2007).
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— alteracion da via de sinalizacion do factor de crecemento por
amplificacion ou activacién mutacional do xene do receptor da
tirosina quinasa, asi como EGFR, PDGF e a cooperacion e
coactivacion de RTKs. Nas células tumorais atopanse
activadas as rutas mediadas por receptor pola sobreexpresion
tanto de ligandos coma de receptores, amplificaciéon xendmica
e/ou a mutacion do receptor podendo estar constitutivamente
activada, inclusive en ausencia de ligando (Furnari F.B.,
Fenton T. and Bachoo R.M., 2007).

2.- O CICLO CELULAR

A division celular é o mecanismo esencial polo que unha célula xa
existente chega a dividirse. En organismos unicelulares dita division
supon a xeracion dun novo individuo. Con todo, en organismos
pluricelulares, estas divisions permiten a supervivencia dos tecidos
renovables.

As células eucariotas desenvolveron un complexo armazén de
regulacion proteica, chamado sistema de control do ciclo celular, que
permite guiar a progresion a través do ciclo celular. O nucleo deste
sistema ¢ unha ordenada serie de interruptores que inician 0s eventos
principais do ciclo, incluindo a duplicacion cromosomica e a
segregacion (Alberts B. et al., 2014).

A funcién basica do ciclo celular ¢ a de duplicar de forma exacta o
contido de DNA dos cromosomas ¢ segregalo en copias precisas en
duas células fillas xeneticamente iguais. A duplicacion dos
cromosomas ocorre durante a fase S, que ocupa aproximadamente a
metade da duracion do ciclo celular en células eucariotas. A
segregacion dos cromosomas ¢ a division celular ocorre na fase M.
Durante a devandita fase, tefien lugar dous procesos importantes: a
divisién nuclear ou mitose, durante a cal os cromosomas copiados
anteriormente son separados nun par de ntcleos fillos, e a division
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citoplasmatica ou citocinese, na que a célula dividese a si mesma en
duas. No final da fase S, as moléculas de DNA de cada par de
cromosomas son entrelazadas e mantéfiense fortemente unidas por
ligazdéns proteicas especificas. Na mitose tempera, existe unha fase
chamada profase na que as duas moléculas de DNA son gradualmente
desligadas e condensadas nun par de unidades chamadas cromatidas
irmas.

Moitas células requiren mais tempo para crecer e dobrar a sua
cantidade de proteinas e organelas do que precisan para duplicar os
seus cromosomas e dividirse. Para permitir ese crecemento, estas
células dispofien das chamadas fases gap. Existe unha primeira fase
gap, chamada G1, entre as fases M e S, e unha segunda, denominada
G2, entre a fase S e a mitose. Deste xeito, o ciclo habitual das células
eucariotas dividese de catro fases secuenciais: G1, S, G2 e M. G1, S e
G2 tomadas xuntas denominanse interfase. As fases gap son mais que
simples fases de crecemento celular. Proporcionan 4 célula o tempo
necesario para analizar a contorna asegurandose que as condicions son
as adecuadas para iniciar a entrada na fase S e a mitose. A fase G1 ¢
especialmente importante neste sentido, a stia duraciéon pode variar
segundo as condicions externas e os sinais extracelulares doutras
células. Se as condicions externas son desfavorables, as células poden
atrasar a sua evolucion na fase G1 e entrar nun estado de parada
chamado GO0, no cal pode permanecer mesmo anos antes de continuar
coa proliferacion. Se as condicions externas son favorables, as células
en fase G1 tempera ou en GO, progresan ata un punto proximo ao final
da fase G1 chamado punto de restricion. A partir deste punto, as
células estdn comprometidas na replicacion do DNA, ainda que os
sinais extracelulares que estimulan o crecemento celular e a division
desaparezan.
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2.1.- Sistema de control do ciclo celular

O sistema de control do ciclo celular funciona como un
temporizador programado de forma estrita, de maneira que controla
que cada fase do ciclo tefia lugar nun tempo determinado. A pesar de
que inicialmente se estudou en células embrionarias e nese caso, 0
devandito sistema ¢ independente dos eventos que controla, de
maneira que contina operando ainda no caso que estes eventos
ocorran de maneira incorrecta, na maioria das células, con todo, no
caso de que determinados sensores detecten algun erro nestes procesos
emiten sinais polas que o sistema de control atrasa a progresion do
ciclo. Este sistema funciona como unha serie de interruptores
bioquimicos, cada un dos cales inicia un evento especifico do ciclo
celular. Na maioria dos casos, funcionan cun sistema binario
(aceso/apagado) e de modo irreversible. Ademais, dispoén de sistemas
de control que lle permiten operar baixo gran cantidade de condicidns,
sendo un sistema que se pode adaptar especificamente a calquera tipo
celular e responder tanto a sinais intracelulares como extracelulares.
Na maior parte das células eucariotas, o sistema de control do ciclo
celular desencadea a progresion en tres puntos de transicion principais
tamén chamados checkpoints.

-0 primeiro deles € Start (ou punto de restricién) na ultima parte da
fase G1, onde as células inician a entrada no ciclo celular e o
duplicado cromosémico

-0 segundo ¢ o chamado checkpoint G2/M no que o sistema de
control desencadea os eventos mitdticos temperans

-0 terceiro ¢ a transicion metafase-anafase na que se estimula a
separacion das cromatidas irmas o que leva a finalizacion da mitose e
a citocinese.

O sistema de control bloquea a progresion en cada un destes puntos de
control no caso de detectar problemas tanto no interior como no
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exterior celular.
2.2.- Cdks

O tempo ¢ a orde dos procesos de replicacion cromosdmica,
segregacion e division celular en eucariotas esta controlado polas
quinasas dependentes de Ciclinas e contrarrestado polas fosfatasas. As
Cdks (familia de proteina-quinasas) en complexo coas suas
subunidades activadoras fosforilan as suas proteinas diana en residuos
aminoacidos especificos mentres que as fosfatasas reverten estas
modificacions (Morgan D.O., 2007).

A actividade destas Cdks ten lugar mediante cambios ciclicos na
fosforilacion de proteinas intracelulares que inician ou regulan a maior
parte dos eventos do ciclo celular. Estes cambios ciclicos na
actividade das Cdks estan controlados por unha serie de enzimas ¢
outras proteinas, entre as que destacan as Ciclinas, que deben o seu
nome a que se observou en moitos casos unha secuencia de sintese e
degradacion ao longo do ciclo celular. As subunidades Cdk estan
xeralmente presentes en altas concentracions na célula e esta modula a
dispoiiibilidade das subunidades de Ciclina como un modo de
controlar a actividade Cdk (Kapuy O. et al., 2009). Estes cambios nos
niveis de Ciclinas son o resultado da ensamblaxe e activacion dos
complexos Ciclina-Cdks. Os niveis de Ciclina estdn regulados por
controis tanto na stia sintese como na sta degradacion. As taxas de
sintese estan reguladas por factores de transcricion mentres que a
degradacion iniciase mediante ubiquitinacion das unidades de Ciclina
polo APC tamén chamado ciclosoma. Os cocientes de ubiquitinacion
poden estar modulados pola fosforilacion ou defosforilacion do APC e
as suas proteinas asociadas Cdc20 e Cdhl (Peters J.M., 2006). Con
todo, a pesar de que o APC, cuxa mision ¢ degradar Ciclinas e outras
proteinas durante a anafase, ¢ un compoiiente esencial na maquinaria
do ciclo celular, o seu requirimento pode ser obviado (Thornton B.R.
and Toczyski D.P.,, 2003). A degradacion da Ciclina non ¢
imprescindible nin tampouco suficiente para a saida irreversible da
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mitose. A unidireccionalidade da saida da mitose € consecuencia da
protedlise pero requirense uns niveis na retroalimentacion do sistema
para manter o ciclo celular nun novo estado estable (Lopez Avilés S.
et al., 2009).

As Ciclinas clasificanse en catro tipos, dependendo do paso do ciclo
na que se une a Cdks e a stia funcion. Todas as células eucariotas
necesitan tres destes catro tipos (figura 2):

- Ciclinas G1/S activan Cdks na Gl tardia e axudan na
progresion a través de Start resultando unha concomitancia na
entrada do ciclo celular. Os seus niveis caen na fase S.

- Ciclinas S tnense a Cdks na progresion a través de Start e
axudan estimulando a duplicacion cromosdmica.

- Ciclinas M activan Cdks que estimulan a entrada en mitose no
checkpoint G2/M.

- Na maioria das células, hai un cuarto tipo de Ciclinas, as
Ciclinas G1, que axudan na actividade das Ciclinas G1/S
mediante o control da progresion a través de Start na fase Gl
tardia (Alberts B. et al., 2014).

En principio, as células en mamiferos requiren a activacion secuencial
de, polo menos, catro das quinasas dependentes de Ciclina
(Cdk2,Cdk3,Cdk4 e Cdk6) para conducir o seu paso pola interfase, asi
como Cdkl procedente da mitose. Este modelo variouse por
evidencias recentes que mostran que a maioria das células proliferan
en ausencia das Cdks de interfase. Obtivéronse resultados similares
coa eliminacion das unidades activadoras das Cdks, como as Ciclinas
de tipo D e as de tipo E. Desta maneira, Cdk1 tnese a tédalas Ciclinas
dando como resultado a fosforilacién da proteina de retinoblastoma
pRb e a expresion de xenes regulados polo factor de transcricion E2F
(Santamaria D. et al., 2007).
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Figura 2. Representacion esquematica do papel dos distintos complexos
Ciclina-Cdk ao longo do ciclo.

Cdks son as subunidades cataliticas dunha gran familia de proteina-
quinasas heterodiméricas serina/treonina cuxos membros mellor
caracterizados participan no control da progresion do ciclo celular. Hai
11 xenes que codifican Cdks e outros 9 que codifican proteinas
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similares a Cdks cunha estrutura primaria cuxas proteinas activadoras
das Cdks no ciclo celular son moléculas que son sintetizadas e
degradadas durante cada ciclo e que se denominan Ciclinas (tdboa 3).
Con todo, a pesar de utilizar esta denominacion para designar a esta
familia de quinasas, non todos os activadores de Cdks son sintetizados
e destruidos dunha forma ciclica.

Taboa 3.- Complexos Ciclina-Cdk.

Complexo Ciclina- Ciclina Cdk
Cdk
G1 Cdk Ciclina D (D1,D2y Cdk4, Cdk6
D3)
G1/S Cdk Ciclina E Cdk2
S Cdk Ciclina A Cdk2, Cdkl1 (Cdc2)
M Cdk Ciclina B | Cdk1 (Cdc2)
2.3.- Fase G1-S

A progresion en G1 estd regulada por un complexo mecanismo que
depende, polo menos, de tres Cdks (Cdk4, Cdk6 e Cdk2) e os seus
reguladores (Sherr C.J and Roberts J.M., 1999; Malumbres M. and
Barbacid M., 2001). Tres ciclinas do tipo D (Ciclina D1, D2 e D3)
actian en células de mamiferos. As Ciclinas D inense as suas parellas
cataliticas, as quinasas dependentes de Ciclina Cdk4 e Cdké6, e
fosforilan membros da familia do pRb (Sherr C.J. and Roberts J.M.,
1999). Inicialmente, os sinais mitoxénicos inducen a sintese das
Ciclinas tipo D e posibilita o pregamento e transporte adecuado de
Cdk4 e/ou Cdk6 ao nucleo. Complexos activos de Cdk4 ou Cdk6 e
Ciclinas tipo D fosforilan aos membros da familia da proteina do
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retinoblastoma (Rb) que inclie pRb, pl107 e p130. Estas proteinas
contefien multiples sitios de fosforilacion por Cdks (por exemplo,
pRb ten 16), ainda que s6 algins poden ser reconecidos polos
complexos Cdk4-CiclinaD e/ou Cdk6-CiclinaD. Os Unicos substratos
que se sabe que son fosforilados por estes complexos son Smad3,
Cdtl e Marcks, o substrato miristilado rico en alanina da quinasa C
( Malumbres M. and Barbacid M., 2001). Os ratos knock-out para as
Ciclinas D, para Cdk4 e para Cdk6 proporcionan evidencias xenéticas
de que a principal funciéon das Ciclinas D no desenvolvemento
embrionario ¢ a de activar Cdk4 e Cdk6. Estes estudos demostran que
¢ posible que as propiedades destas moléculas vaian ligadas 4 sta
especificidade tisular e/ou 4 sta activacion diferencial durante o
desenvolvemento e convértenas en posibles dianas terapéuticas polo
papel fundamental que tefien tanto no inicio do proceso tumoral como
na proliferacion do mesmo (Ciemerych M.A. and Sicinski P., 2005).
As Ciclinas tipo E, as cales se cre son necesarias para a activacion da
Cdk2 contribuindo 4 finalizacion da fase G1, son unha das dianas
transcricionais fundamentais do complexo Rb-E2F, no que participa a
proteina pRb para modular a actividade dos factores de transcricion. A
pesar de que Rb estd fosforilado inicialmente a través das quinasas
Cdk4-CiclinaD e/ou Cdk6- CiclinaD, a stia inactivacion irreversible a
leva a cabo Cdk2-CiclinaE. Crese que este proceso prodiicese para
facer que as células sexan independentes dos sinais mitoxénicos e
corresponde co punto de restricion (Indicado como R en figura 2;
Malumbres M. and Barbacid M., 2001). O punto de restricion foi
definido (Pardee A. B., 1989) como o estadio dentro de G1 mais alo
do cal as células estin comprometidas para avanzar 4 fase S. Hai tres
criterios que se usan para definir este punto; 1) as células non necesitan
soro para continuar 4 fase S, ii) as células non son sensibles &
inhibicion mediante o factor de crecemento transformante beta, iii) as
células non son sensibles ao inhibidor de sintese proteica
ciclohexamida. En resumo, ¢ o punto mais al6é do cal as células non
responden a sinais inhibitorias € non precisan sinais estimuladoras
para progresar &4 fase S (Herrera R.E ef al., 1996). En efecto, as
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células que presentan unha perda de funcion das pocket proteins (pRb,
p107 e p130) non tefien un punto de restricion funcional xa que poden
dividirse en ausencia de mitdéxenos, presentan unha reducién na
capacidade de diferenciacion e unha perda de resposta a senescencia, o
que pode proporcionar a razén fundamental para da sua relevancia
recorrente nos tumores humanos (Dannenberg, J. H. ef al., 2000). Un
dos reguladores fisioloxicos deste evento pode ser a Ciclina C. Viuse
que un complexo de Ciclina C con Cdk3 estimula a fosforilacion de
pRb durante a transicion GO/G1 e que esta fosforilacion ¢ necesaria
para que as células saian de GO de maneira correcta. De modo que a
entrada na fase G1 ¢ analoga a fase S, ainda que participan complexos
Ciclina-Cdk diferentes. Recentemente comprobouse que a Ciclina C ¢
un dos reguladores fisioloxicos do transito GO/G1, debido a que os
seus niveis de mRNA alcanzan os seus niveis mais altos durante a
saida da fase GO. Observouse que se forma un complexo Cdk3-Ciclina
C durante dita saida estimulando a fosforilacion de pRb durante a
transicion GO/G1 e que esta fosforilacion € necesaria para que as
células saian de GO de forma efectiva (Ren S. and Rollins B. J., 2004).
Posto que a expresion de Ciclina C precede as das Ciclinas de tipo D,
propuxose que a inactivacion das proteinas do tipo Rb durante a fase
G1 tempera inflaa na stia fosforilacion secuencial por Cdk3-Ciclina C
e despois por Cdk4-CiclinaD e/ou Cdk6-CiclinaD (Ren S. and Rollins
B. J., 2004). Cdk3 debe ter tamén un papel independente de Rb porque
un mutante dominante negativo leva 4 célula a arresto celular en
presenza do antixeno SV40 T, unha proteina que ¢ conecida por
inactivar a familia das pocket proteins ( Hofmann F. and Livingston
D.M., 1996). Entre as funcidéns do complexo Cdk2-Ciclina E, ademais
da fosforilacion das proteinas do grupo de Rb, crese que se atopa a de
colaborar no inicio da replicacion do DNA, xa que se observou que
unha vez que as células entran na fase S deben silenciarse o devandito
complexo para evitar unha nova replicacion do DNA. Este requisito
acadase, en parte, pola rapida degradacion da Ciclina E por unha
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ubiquitin-ligasa (SCF-Fbxw?7), seguida da sf@ia escision polo
proteosoma. Ademais, sabese que este complexo participa na
fosforilacion doutros substratos como proteinas involucradas na
modificacion de histonas (NPAT, tamén cofiecida como p220, HIRA,
CBP/p300), replicacion de DNA (Cdtl), reparacion de DNA (BRCAL,
Ku70) e duplicacién e maduracion do centrosoma (CP110, Mpsl,
nucleofosmina, tamén cofiecida como B23). Por outra banda, participa
na fosforilacion do seu propio inhibidor, p27%P!  facilitando a
degradacion do mesmo polo proteosoma (Hwang H. C. and Clurman
B.E., 2005). Durante a fase S producese unha acumulacion de Ciclina
A xa que mediante a inactivacion de Rb iniciase a transcricion do seu
correspondente xene, asi como doutros como o da Ciclina B, ainda
que neste caso, a sintese non ¢ tan evidente ata a transicion G2-M.
Propuxose que unha vez Cdk2 separase da Ciclina E, interacciona coa
Ciclina A recentemente sintetizada. Os complexos resultantes (Cdk2-
Ciclina A) participan na fosforilaciéon de numerosas proteinas como
reguladores de Ciclina A (pRb), factores de transcriciéon (E2F1, B-
Mybs), proteinas que intervefien na replicacion do DNA (Cdc6),
reparadores do DNA (BRCA1) modificadores de histonas (HIRA),
proteinas que cooperan na protedlise mediada por ubiquitina (Cdc20)
e checkpoints de ciclo celular (p53, p21 Cipl, MDM2). En tédolos
casos, proteinas que se cre que son requiridas para unha adecuada
finalizacion e saida da fase S ( Sherr C. J. and Roberts J.M., 1999).

2.4.- Fase G2-M

Cara ao final da fase S, as Ciclinas tipo A asocianse con Cdkl1. Os
complexos Cdk2-Ciclina A e Cdkl-Ciclina A comparten gran
cantidade de substratos como as proteinas que participan na
replicacion de DNA, como son MCMs, Cdc7 ou R2, asi coma outras
proteinas involucradas no control da progresion do ciclo celular, como
Rb, p53, BARD1 e BRCA2. Descofiécese se os complexos Cdk2—
Ciclina A e Cdkl-Ciclina A xogan un papel fundamental durante a
transicion da fase S & G2. Con todo, durante a fase G2, as Ciclinas
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tipo A son degradadas por protedlise mediante ubiquitinacion mentres
as Ciclinas tipo B son sintetizadas de forma activa. Como
consecuencia, Cdkl unese as Ciclinas tipo B, unha asociacion que se
cre ¢ esencial para a activacion da mitose (Malumbres M. and
Barbacid M., 2001). Cdk1 unese de forma preferente a diias isoformas
de Ciclina tipo B, Bl e B2. O papel da Ciclina B3 ¢ ainda
descofiecido. Ainda que alguns estudos parecen indicar que se asocia
principalmente a Cdkl, tamén se suxeriu que pode desenvolver a stua
funcion unindose a Cdk2. A Ciclina B3 pode interactuar coa Cdk2,
ainda que ten un pobre efecto sobre a actividade quinasa da histona
H1. Estableceuse que Cdk2 pode ser parella da Ciclina B3 porque se
viu o resultado da interaccion Cdk2-Ciclina B3 en multitude de
sistemas, ainda que todos fallan na activacioén da actividade quinasa
de Cdk2 asociada 4 histona H1. Por outra banda, a expresion forzada
da Ciclina B3 pode inducir unha retencion da célula na anafase e
mesmo mais en G1. A pesar de que o mecanismo polo que isto sucede
descofiécese, pode suxerir que este arresto en Gl poderia estar
asociado coa capacidade da Ciclina B3 de valorar os niveis de Cdk2,
permitindo a acumulacion de cantidades suficientes de complexos
Cdk2- Ciclina E ou Cdk2- Ciclina A. Descofiécese como a Ciclina B3
participa na saida da anafase ( Nguyen T. B. et al., 2002).

Pénsase que os complexos Cdk1—Ciclina B regulan gran cantidade de
procesos tanto durante a transiciéon G2-M como durante a progresion a
través da mitose (Nigg, E.A., 2001). Estes complexos poden fosforilar
mais de 70 proteinas nas células de mamiferos. Con todo, a lista de
substratos alternativos de Cdk1-Ciclina B debe ser moito mais ampla,
xa que se identificaron ata 200 substratos de Cdkl en fermentos, a
maioria dos cales dependen de Cdkl para fosforilarse in vivo
( Ubersax J.A. et al., 2003).

Os complexos Cdk1-Ciclina B participan tamén en diferentes procesos
reguladores e estruturais, especialmente a través de fosforilacions
proteicas, como a condensaciéon de cromosomas (interacciona con
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histonas, HMG-I e Rlla), fragmentacion do aparello de Golgi (a través
de Nir2, p47, GM130 e GRASP65) e ruptura da ldmina nuclear (por
fosforilacion de diferentes laminas, receptor de lamina B e do
complexo do poro nuclear). Outros substratos inclien algunhas
proteinas de uniéon a microtubulos (dineina, MAP4, MAP1 B, tau),
proteinas implicadas na replicacion (MCM2, MCM4, ribonucledsido
reductasa R2), translacion (quinasa S6, EF-1), prote6lise dependente
de ubiquitina (Cdc20, Cdhl) e outras proteinas reguladoras
involucradas na progresion mitotica e na saida da mitose (fosfatasas
Cdc25, actopaxina Latsl). Por altimo, a inactivacion dos complexos
Cdk1-Ciclina B ¢ necesaria para unha adecuada saida da mitose. Esta
inactivacion ¢ levada a cabo pola degradacion das Ciclinas tipo B via
ubiquitinacion pola ruta proteolitica regulada polos complexos
promotores da anafase ( Harper J. W. et al., 2002).

2.5.- Papel bioloxico de outras Cdks

A Ciclina dependente de quinasa 5 (Cdk5) ¢ un membro da

familia das Cdks que participa na regulacion do ciclo celular. A pesar
de que as Cdks requiren a union as proteinas activadoras Ciclina, no
caso de Cdk5 actia dunha maneira unica dentro da familia; por unha
banda, non se lle cofiece unha funcién no ciclo celular e, a pesar de
que se expresa en diversos tipos de tecidos, leva a cabo a sua accion
unicamente no sistema nervioso. Por outra banda, as stas proteinas
activadoras son p35 e p39, que son estruturalmente diferentes &
Ciclina e tefien un patron especifico de expresion neuronal. Con todo,
tamén puido verse que se une a Ciclinas de tipo E e tipo D, ainda que
os complexos que se forman non tefien actividade quinasa
( Kesavapany S. et al., 2004).
Os complexos Cdk5-p35 e Cdk5-p39 fosforilan numerosos substratos
involucrados na regulacion da transcricion (mSds3, Stat3, p53),
funciébn neural (tiroxina hidroxilasa, Nudel, Amphiphysin 1,
Munc18a), migracion (Doublecortin,  Disabledl) e transmision
sinaptica (Synapsinl, PSD-95; Cruz J. C. and Tsai L. H., 2004).
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Cdk7 forma parte, xunto a Ciclina H e MAT1, do complexo quinasa
activador de quinasas dependentes de Ciclina (CAK) que ¢
responsable da fosforilacion e activacion de Cdkl, Cdk2, Cdk4 e
Cdk6 e a regulacion do ciclo celular. Ademais, xunto con outras 6
subunidades, CAK tamén forma parte do factor de transcricion xeral
TFHII, onde estd involucrado na liberacion do promotor e na
progresion da transcricion desde o preinicio ao estado inicial (Lolli G.
and Johnson L. N., 2005).

En mamiferos, Cdk8 e Ciclina C son compofientes do complexo da
holoenzima RNA polimerasa II onde actian como unha proteina
quinasa que fosforila o dominio carboxi-terminal (CTD) da
subunidade maior da RNA polimerasa II. O complexo Cdk8-Ciclina C
tamén se atopa en numerosos complexos de proteinas similares a
mediadores, que se viu que in vitro son capaces de frear a transcricion
xa activada dun modo independente ao CTD. Puido verse tamén que
Cdk8-Ciclina C pode regular a transcricion por sinalizaciéon de
subunidades de Cdk7-Ciclina H do factor xeral de iniciaciéon da
transcricion ITH (TFIIH). Cdk8 fosforila a Ciclina H nos seus
dominios amino-terminal e carboxi-terminal, o cal reprime a
capacidade de TFIIH de activar a transcricion e a actividade quinasa
de CTD. A fosforilacion da Ciclina H por Cdk8 ten un efecto negativo
no crecemento da célula (Akoulitchev S. et al., 2000).

Cdk9, que se activa mediante as Ciclinas de tipo T e de tipo K, xera
factores de elongacion de transcricion positiva (P-TEFb). Estes P-
TEFb regulan positivamente a elongacion transcricional por
fosforilacion do dominio C terminal da RNA polimerasa II (Garriga J.
and Grana X., 2004).

Cdk10 ¢ unha quinasa afin a Cdc2 que est4 involucrada na regulacion
da fase G2-M durante o ciclo celular porque, tanto o mutante
dominante negativo como o antisentido de Cdk10, frean o ciclo en
G2-M, ainda que non se sabe moito das proteinas que interactian con
esta quinasa contribuindo 4 sua funcién na célula.

34



Cdk10 interacciona co dominio N-terminal do factor de transcricion
Ets2, que funciona como regulador da expresion de Cdkl. O factor
Ets2 contén un dominio de transactivacion altamente conservado,
chamado dominio Pointed. O dominio Pointed estd implicado nas
interaccions entre proteinas e requirese que estea intacto para a stia
unién a Cdk10 (Kasten M. and Giordano A., 2001).

A producion de mRNAs en todos os organismos vivos € un proceso
extremadamente complicado que incliie gran cantidade de actividades
cataliticas como son a transcricion, nivelacion, escision e empalme,
poliadenilacion e exportacion. Todos estes procesos son controlados
por un amplo grupo de proteinas que forman complexos moi
dindmicos que interaccionan co DNA e co pre-mRNA para coordinar
estas actividades. As fosforilacions xogan un papel fundamental na
regulacion da formacion, activacion e inactivacion destes complexos.
Identificouse un crecente nimero de proteina-quinasas que son
capaces de levar a cabo a fosforilacion de proteinas involucradas na
producion de mRNA. Cdkll tnese 4 Ciclina L e interactia co
principal precursor dos factores de empalme do mRNA, RNPS1 e
9G8. O complexo Cdkl1-Ciclina L tamén interacciona coa RNA
polimerasa II, xogando un papel na produciéon de transcritos e a
regulacion do procesado de RNA (Loyer P. et al., 2005).

3.- LA SUPERFAMILIA RAS

Tanto os organismos unicelulares como os multicelulares responden a
sinais expresados por outras células. A organizacion celular e a
sinalizacion estan fortemente influenciadas pola superfamilia Ras, de
pequenas proteinas de union a GTP, as cales mantefien un centro de
unidon a GTP conservado tanto no que se refire 4 sia estrutura como ao
seu mecanismo, a pesar das diferenzas nas secuencias e na funcion.
Estas proteinas de union a GTP comparten unha actividade enzimatica
comun, producindo GDP por hidrolise de GTP (figura 3;Vermellas
AM.etal,2012).

A superfamilia Ras de pequenas guanosinas trifosfatasas (GTPasa)
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inclie ao redor de 150 membros en humanos. Est4 dividida en cinco
familias principais: Ras, Rho, Arf/Sar, Ran ¢ Rab en funciéon da sta
secuencia e as suas similitudes funcionais. As proteinas de union a
nucledtidos de guanina regulan gran cantidade de procesos, como a
sintese de proteinas, variados procesos de transporte € crecemento
celular e diferenciacion. Actian como interruptores moleculares e
temporizadores do ciclo entre os estados inactivo, de uniéon a
guanosina difosfatasa (GDP), e activo, unido a guanosina trifosfatasa
(GTP). Estudos recentes mostran que o propio sistema interruptor
conserva un modulo fundamental pero que os seus reguladores e
efectores son variados tanto nas suias estruturas como nos seus modos
de interaccion (Vetter LR. and Wittinhofer A., 2001).

ACTIVO PO, INACTIVO

RAS
GDP

Figura 3. Equilibrio entre as formas GTP e GDP. GEFs e GAPs regulan a
cantidade relativa de cada unha das formas.

Estas proteinas comparten unha serie de elementos de union a
GDP/GTP empezando pola rexion N-terminal. G1, GXXXXGKS/ T;
G2, T; G3, DXXFQ/ H/ T; G4, T/ NKXD e G5, C/ SAK/ L/ T. Estes
elementos forman un dominio G de, aproximadamente, 20 kDa que
tefien unha estrutura e unha bioquimica conservada, compartida por
todalas proteinas da superfamilia Ras, asi como por outras GTPasas.
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Identificouse unha secuencia consenso que define a unha proteina
como proteina de unién a GTP. Esta secuencia consenso inclie os
elementos GXXXXGK, DXXG ¢ NKXD con espazos de 40 a 80
aminoacidos entre a primeira e a segunda secuencia e entre a segunda
e a terceira (figura 4; Dever T.E. et al., 1987).

Switch I  Switch IT
(3238 (59-6)

10 ——17 35 —57 60 116 119 145 147
GXXXXGKST T  DXXXG NTKXD S/CAK/L/'T
Gl G2 G3 G4 GS

[_] Dominio G (5-166)

|:| Motivos G

] Dominio efector principal (32-40)

|:| Secuencia diana da membrana (167-188/189)

Figura 4. Estrutura do dominio funcional da superfamilia Ras.
3.1.- La familia Ras

A familia de oncoproteinas Ras (Ras sarcoma) estd composta por 36
membros da superfamilia de Ras e foron obxecto de intensos estudos
debido, en gran parte, ao seu papel fundamental en oncoxénese
humana (Repansky G.A. et al., 2004). Estas proteinas serven como
nodos activados de sinalizacion en resposta a diversos estimulos
extracelulares, interactuando con diversos efectores da cascada os
cales regulan desde as redes de sinalizacion citoplasmatica ou o
control de expresion xénica & regulacion da proliferacion celular, a
diferenciacion e a supervivencia.

A ruta de sinalizacién mellor caracterizada de Ras € a activacion de
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Ras polo factor de crecemento epidérmico tirosina quinasa RasGEF
Sos (figura 5; Repasky G.A. et al., 2004). Unese a Ras activado e
promove a translocacion da quinasa serina/treonina Raf & membrana
plasmatica, onde fosforilacions posteriores promoven a activacion
total da quinasa Raf. Raf fosforila e activa a quinasa especifica
MEK1/2, que & sua vez, fosforila e activa a MAP quinasa ERKI1/2.
ERK activado se trasloca ao nucleo onde fosforila factores de
transcricion da familia Ets, os cales activan os promotores da resposta
a Ets.

- 5 @)
& 0,0

N

rrrrerrrrrrfryrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrreT

[EEsERunnNan uuuuuuiuuu
-
B

(@)

2y

Figura 5. Ruta de activacion Raf/MAPK/ERK.
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Viuse que a transformacion inducida por Ras ¢ eficiente a condicion
de que se atopen activados diversos efectores directos agregados a
MAP quinasa Ras e vese inhibida cando se produce a inactivacion da
ruta PI3-quinasa. Relacionouse o reordenamento da actina coa
capacidade dos mutantes de Ras de activar a PI3-quinasa. A
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capacidade Ras activado de estimular PI3K ademais de Raf é, por
tanto, importante na transformacion de células de mamiferos e
esencial na reorganizacion do citoesqueleto inducida por Ras
(Rodriguez Viciana ef al., 1997).

Outras proteinas da familia Ras, como son Rap, R-Ras, Ral ou Rheb
tamén regulan redes de sinalizacién. Por ultimo, ainda que son
bioquimicamente similares a Ras, moitas proteinas da familia parecen
actuar como supresores de tumores, mais que como oncoxenes durante
o desenvolvemento tumoral (como Rerg, Noey2 e D-Ras; Colicelli J.,
2004).

4.- P53

O xene P53 foi descrito por primeira vez en 1979 e foi o primeiro
xene supresor de tumores identificado. Posteriormente, viuse que a
proteina p53 atdpase alterada na maioria dos cancros humanos, e que
na metade destes casos, esta alteracion débese a unha mutacién no
xene de p53, ainda que tamén pode deberse a causas indirectas, como
pode ser a elevacion dos niveis de inhibidores de p53, como MDM?2,
ou por unha diminuciéon das moléculas que actian favorecendo a
activacion da via p53, como p14“*F (Hayon I. L. and Haupt E.,2002).
O supresor de tumores p53 regula o crecemento celular en funcion dos
estimulos extracelulares que recibe, como son os de crecemento e
supervivencia, da intensidade dos sinais de estrés e doutros factores
como poden ser o tipo celular, o estado oncoxénico da célula,
destacando o balance Rb/E2F ou o nivel de expresion de p53 e a sta
interaccion con proteinas especificas celulares. En funcion destes
factores p53 pode inducir tanto o arresto do crecemento celular, que
impide a replicacion de DNA danado, como a morte celular
programada (apoptose), que elimina células defectivas (Sionov R.V.
and Haupt E., 1999).

4.1.- Estrutura de pS3
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En humanos, o xene de p53 atdpase situado no brazo curto do
cromosoma 17 (17p13). O xene ten aproximadamente 22000 bp e
organizase en 11 exdns que codifican un mRNA de 2.2 kb. A traducion
comeza no exon 2 (figura 6)

R {W [« s 16 [7 5o Hwl v HHEW—

Figura 6. Esquema da estrutura do xene p53 humano.

A proteina p53 ¢ un polipéptido de aproximadamente 400
aminoacidos (393 en humanos). Atépase en forma de tetrameros e
unese directamente a0 DNA (Friedman P., Chen X., Bargonetti J. and
Prives C., 1993).

Esta presenta, polo menos, dous dominios de oligomerizacion
autonomos: un dominio forte de tetramerizacion, que € a rexion C-
terminal, e un dominio débil, que ¢ a rexion central de union ao DNA
(figura 7). Estes dominios son fundamentais na formacion dos
tetrdmeros e na asociacion de tetrameros na proteina wild type (Wang
P.etal., 1994).

Actua como factor de transcricion que pode levar a cabo a sta accion
ben activando ou ben inhibindo a transcricion de gran nimero de
xenes, incluindo p21™*¥', GADD45, 14-3-3c, bax, Fas/APOI,
KILLER/DRS, PIG3, Tspl, IGF- BP3 e outros (o-Deiry W.S., 1998).
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Figura 7. Esquema da estrutura da proteina p53.

A actividade de p53 en células normais debe estar altamente
controlada xa que ten efectos inhibitorios sobre o crecemento celular.
Hai maultiples mecanismos que regulan a actividade de p53 debido a
importancia de restrinxir a sia actividade en condicions de ausencia
de estrés oncoxénico. A pesar de que pode estar regulada por factores
como NF-kB ou HOXA, o principal mecanismo de control da sua
actividade vén dado polos seus niveis. De ai a importancia da
regulacion da estabilidade da proteina.

4.2.- Estabilizacion de p53

p53, a mitdo chamado “gardian do xenoma”, exerce as suas
capacidades como supresor tumoral coordinando un circuito regulador
que monitora e responde a unha gran variedade de sinais de estrés,
incluindo o dano ao DNA, eventos oncoxénicos anormais, erosion
telomérica e hipoxia (Horn H. F. and Vousden K.H., 2007; Vousden

41



C. G. LOPEZ DEL CASTILLO

K.H. and Lane D.P., 2007). p53 ¢ un factor de transcricion secuencia-
especifico e responde a eses eventos de estrés mediante a regulacion
da progresion do ciclo celular, apoptose, reparacion do DNA,
senescencia, metabolismo celular ou autofaxia (Kruse J. P. and Gu W.,
2009). Certos estudos suxiren que unha actividade pouco
convencional de p53, como a regulacion metabolica e a funcion
antioxidante, son fundamentais na supresion de tumoroxénese
espontanea en fase tempera (Li T. et al., 2012).

Co obxecto de coordinar a gran variedade de procesos celulares, p53
precisa unha refinada e complicada regulacion que consiste en
numerosos moduladores, tanto positivos como negativos. En
homeostase, o nivel de p53 mantense baixo e a funciéon de p53 ¢
reprimida por reguladores negativos HDM2 (en ratos o seu ortdlogo ¢
mdm2) e HDMX (en ratos mdmX; Kruse J. P. and Gu W., 2009).
Baixo condiciéns de estrés, con todo, pS3 ¢ estabilizado, desaparece a
represion, e € activado nunha seccion especifica do seu promotor.

Un dos principais mecanismos polos que a actividade de p53 ¢
regulada ¢ a través do control da estabilidade proteica. Viuse que se
realiza a través da degradacion dependente do proteosoma seguido de
ubiquitinacion (Dai C. and Gu W., 2010). A través dunha serie de
pasos, multiples copias dun pequeno péptido chamado ubiquitina son
engadidos a p53. Estas cadeas de ubiquitina actian como marcador
facendo posible que p53 sexa detectado pola maquinaria de
degradacion de proteinas. A proteina MDM2 ten actividade ligasa E3
e ¢ un dos enzimas involucrados na marcaxe de p53 con ubiquitina.
Este proceso estd suxeito a ciclos de retroalimentacion, de modo que
pS53 tnese & rexion reguladora do xene de MDM2, estimulando a stia
transcricion. A siia vez, a proteina inese a p53 e favorece a unién de
grupos ubiquitina que provocan a sua degradacion. Ao diminuir os
niveis de p53, diminte tamén a transcricion de MDM2, polo que a
degradacion de p53 seria menor € os seus niveis volverian aumentar
(Vogelstein B., Lane D. and Levine A. J., 2000).
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MDM2 ¢ fundamental na regulacion de p53 en ausencia de factores
exoxenos, de tal maneira que se observou que a eliminacion de
MDM2 en ratos provoca letalidade embrionaria por apoptose. Dita
letalidade vese revertida en caso de eliminacion de p53, obténdose
embriéns normais e viables, ainda que cunha maior tendencia a
desenvolver tumores pola ausencia de p53 (Jones S. N., Roe A.E.,
Donehower L.A. and Bradley A., 1995).

Ademais de regular a estabilidade de p53 por ubiquitinacion, Mdm?2
interacciona coa rexion N-terminal de p53 que contén o dominio
transcricional principal (Momand J., Zambetti G. P, Olson D.,
George D. and Levine A. J., 1992). Debido a esta interaccion, interfire
na actividade de p53 impedindo que se una a coactivadores
transcricionais, como p300/CBP (Wadgaonkar R. and Collins T.,
1999).

Polo visto anteriormente, a regulacion dos niveis de Mdm2 ¢
fundamental para a regulacion de p53, xa que interaccionan e
regulanse mutuamente. Unha diminucion nos niveis de Mdm2
provoca a estabilizacion de p53 e o inicio da sta funciéon como factor
transcricional.

Describironse numerosas ubiquitin-ligasas con MDM2 xogando un
papel predominante tanto no control dos niveis basais de proteina p53
nas células sen estrés como restablecendo devanditos niveis tras a
resposta a unha situacion de estrés (Grossman S. R. ef al., 2003; Haupt
E. et al.,1997; Kubbutat M. H. ef al. 1997; Shi D. et al., 2009; Chen
D. et al., 2005).

Unha das causas de inhibicion da expresion de Mdm?2 son os sinais de
estrés oncoxénico, como radiacion ultravioleta, hipoxia ou substancias
citotoxicas; neste caso, reducense os niveis de mRNA de MDM2, e
por tanto da proteina, por unha ruta independente de p53, provocando
un incremento dos niveis de p53. A proteina p53 atdpase entdén
activada e actuando como factor transcricional o que lle permite levar
a cabo as suas funcidns iniciando a apoptose ou o arresto celular
(Freedman D.A., Wu L. and Levine A. J., 1999).

Por outra banda, Mdm?2 pode ser fosforilado por diversos residuos en
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duas rexions concretas, o dominio N-terminal de unién a p53 ¢ a
rexion central acidica, que participa no transporte nicleo-citoplasma,
na union de p19*** e na ubiquitinizacion de p53 (Hai T. J. and Meek
D. W.,, 2000). A fosforilacion de MDM2 pode ocorrer de maneira
dependente de ATM e actuar en distintos lugares. Asi, pode interferir
na union de MDM2 con p53 por fosforilacion na rexién amino-
terminal ou ben, impedir a ubiquitinizacion de p53 por actuar no
dominio carboxi-terminal (Khosravi R. ef al., 1999).

A ubiquitinacion proteica ¢ un proceso reversible e describironse
moitas familias enzimaticas con capacidade  desubiquitinadora
incluindo o OTU, as proteasas ubiquitin-especificas (USPs), a
hidrolasa ubiquitin C-terminal (UCHs), MJD e as metaloenzimas
Jabl/MPN/ Mov34 (JAMM) (Nijman S.M. et al., 2005). As enzimas
desubiquinadoras (DUBs) demostraron un papel na escision da
ubiquitina desde os precursores traslacionais e no mantemento dos
niveis de ubiquitina libre na célula. Por iso, estas actividades poden
antagonizar as funciéns da ubiquitinacion na célula (Komander D.,
Ciague M. J. and Urbé S., 2009).

OTUDS pertence a unha subfamilia de 14 DUBs caracterizada por ter
un dominio OTU. Observouse que OTUDS xoga un papel
fundamental na resposta de p53 ao estrés por dano xendmico xa que
interacciona directamente con p53, formando un complexo e
controlando o seu ubiquitinacion. E requirida para permitir a rapida
activacion da transcricion e a apoptose dependentes de p53 en resposta
ao dano do DNA por estrés ( Luo J. et al., 2013).

Ademais, pequenas modificacions nas ubiquitinas (SUMO-1) ou a
accion de proteinas como pl9**f, poden tamén favorecer a
estabilizacion de p53 ao impedir unha ubiquitinizacion eficaz. Tamén
pode producirse a formacién de complexos de MDM?2 con proteinas
como pl9**F ou pRb, que levan consigo o inicio da transcricion
dependente de p53 (Buschmann T. et al., 2000).
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4.3.- Activacion da ruta de p53

p53 activase en resposta a unha variedade de sinais de estrés
celular como é o dano ao DNA, a activacién de oncoxenes, € a
deplecion de nucledtidos (Mandinova A. and Le S. W., 2011; Vousden
K. H. and Prives C., 2009). Como un auténtico factor de transcricion,
p53 transactiva os seus xenes diana en resposta a estes sinais de estrés,
resultando en arresto de ciclo celular, senescencia ou apoptose, o que
prevén a proliferacion de células danadas (Brooks C. L. and Gu W.,
2010).
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Figura 8. Activacion de p53 mediada por oncoxenes.
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A ruptura dunha molécula dunha cadea dobre de DNA pode ser
suficiente para provocar o incremento dos niveis de p53 (figura 8).
Ademais da elevada sensibilidade que esta ruta presentaba polo dano
no DNA, observouse que podia ser activada por outros sinais. De
feito, cofnécense polo menos tres rutas independentes polas que a via
de p53 pode estar activada:

- dano no DNA, como pode ser o causado por radiacion ionizante.
Neste caso, a activacion da via de p53 depende de duas proteina
quinasas, ATM e Chk2, que fosforilan os residuos Serl15 e Ser20 de
pS3. ATM actia en presenza de rupturas de dobre fio mentres que
Chk2 ¢, & sua vez, estimulada por ATM ( Hirao A. et al., 2000)

- sinais de proliferacion aberrantes, por expresion de oncoxenes como
Ras ou Myc. Neste caso, a activacion da via depende de p19°%,
debido & sua interaccion con Mdm2 (Sherr C. J. and Weber J. D.,
2000)

- a través de substancias quimioterapicas, radiacion UV e inhibidores
da proteina-quinasa. Neste caso, a activacion ¢ independente de ATM,
Chk2 ou ARF, pero si estan involucradas ATR e Casein-quinasa II
( Meek D. W., 1999).

4.4.- Consecuencias da activacion da ruta de p53

A activacion de p53 esta ben estudada e implica o recrutamento
directo dos tetrameros de p53 aos seus elementos resposta en presenza
dos promotores dos xenes diana (Kitayner M. et al., 2006). Foron
identificadas mais de 100 dianas transcricionais directas de p53 (Riley
T. et al., 2008).

Unha vez estabilizada e activada a proteina de p53, comeza a
desenvolver a stia funcion como factor transcricional, que pode ter un
efecto activador ou pode tamén reprimir transcricionalmente a
expresion dun gran nimero de xenes (Ho J. and Benchimol S., 2003).
Esta represion pode ocorrer de modo directo ou indirecto. Os
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mecanismos directos implican o recrutamento de p53 &s rexions
promotor dos xenes diana (Vousden K. H. and Prives C., 2009;
Bohlig L. and Rother K., 2011). Observouse que isto ocorre ben
mediante a union directa de p53 ao elemento de resposta ou ben
mediante a interaccion doutros factores de transcricion aos seus
respectivos lugares de union (Bohlig L. and Rother K., 2011).

A represion indirecta mediada por p53 viuse a través da activacion da
stia diana transcricional directa, p21 (Laptenko Ou. and Prives C.,
2006), que ¢ un membro da familia Ink4a/Cipl de inhibidores de
Ciclinas dependentes de quinasa (Cdk), inducindo a parada do ciclo
celular ao unirse e inhibir os complexos Cdk4-Ciclina D e Cdko6-
Ciclina D o que resulta nunha defosforilacion e activacion da proteina
retinoblastoma Rb, a cal secuestra ao factor de transcricion E2F
reprimindo a transcricion dos xenes involucrados no ciclo celular
(Sherr C. J. and Roberts J.M., 1999). O mecanismo de represion a
través de p21 implica o recrutamento dos complexos de represion
E2F4 a estes promotores diana. A inducién de pl16 tamén desregula as
dianas de represion de p53, o que implica a participacion da ruta
compartida Rb-E2F. Mostrase como en resposta da inducion de
ambolos dous, p53 e p21, os complexos E2F4 son especificamente
recrutados aos promotores desas dianas de represion de pS3 (Benson
E. K. etal., 2013).

En resumo, os xenes aos que modula p53 poden levar a cabo catro
tipos de funcidns:

- Regulacion do ciclo celular. Por estimulacion directa da expresion
de p21WAFCPL que como se viu anteriormente, ¢ un inhibidor das
Cdks. De feito, p21¥AFV/™! inhibe a actividade de Cdk4 e Cdk2 xa que
unha vez activado, unese tanto ao complexo Cdk4-Ciclina D como a
Cdk2-Ciclina E inhibindo a sta actividade quinasa. (Hei G. et al.,
2005). Ademais, outras proteinas como 14-3-36 ou Reprimo poden
interferir cos complexos Ciclina-Cdk provocando o arresto celular.
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- Apoptose. Gran cantidade dos xenes activados por p53 son
responsables do inicio da morte celular programada. Asi, BAX,
regulado transcricionalmente por p53, pertence & familia de Bcel-2 e ¢
mediador da apoptose inducida (Selvakumaran M. et al., 1994). Viuse
tamén que o xene pS3 AIP1 ¢ diana de p53. A proteina mitocondrial
p53 AIP1 induce apoptose por perda de Ay m, potencial da membrana
interna da mitocondria (Oda K. et al, 2000). Asi mesmo, unha
sobreexpresion da proteina mitocondrial NOXA induce apoptose (Oda
E. et al., 2000). Tamén os receptores TNF e Fas poden desencadear a
morte celular programada. Doutra banda, p53 pode provocar apoptose,
por estimulacion mitocondrial, que produce un exceso de especies
reactivas de osixeno (ROS) altamente toxicas (Volgestein B., Lane D.
and Levine A. J., 2000).

- Inhibiciéon da neovascularizacion. Durante o desenvolvemento
tumoral, prodicese un proceso de anxioxénese, crecemento de novos
vasos que permiten as cé€lulas oncoxénicas obter o osixeno e 0s
nutrientes que precisan para seguir crecendo. Neste punto, p53 actlia
impedindo esa nova vascularizacion xa que regula a transcricion de
xenes como Tspl e BAIL, que provocan a inhibiciéon da anxioxénese
(Nishimori H. et al., 1997; Van Meir E. G. ef al., 1994).

- Estabilidade xenética. p53 pode controlar a reparacion do DNA,
evitando a acumulacion de erros que poden conducir ao
desenvolvemento dun proceso oncoxénico, xa que regula a
transcricion de xenes como p53 R2, que codifica unha ribonucleétido-
reductasa capaz de promover a reparacion do DNA sometido a estrés
oncoxénico (Tanaka H. et al., 2000).
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5.-RB

Hai mais de 50 anos, observouse un tumor infantil que se manifestaba
de forma espontianea (Falls H. F. and Neel J.V., 1951), o
retinoblastoma, e, a pesar de ser pouco frecuente, a sua xenética
atipica ofreceu unha ferramenta coa que comprender a etioloxia
dalgiins cancros humanos. Barallouse a hipotese de que o
retinoblastoma fose o resultado de dias mutacions e que o fenotipo
tumoral non se manifestase a menos que ambalas copias do xene
estivesen danadas, fosen os eventos herdados ou espontidneos
(Knudson A. G., 1971). A clonacion do xene de retinoblastoma (RB;
Friend S. H. et al., 1986) e a identificacion das mutacions bialélicas de
RB nos tumores retinoblastoma serviron de apoio para a hipotese dos
dous eventos e validaron o concepto de xene supresor de tumores.
Numerosos tumores humanos presentan mutacions e deleciéns no
xene de Rb e a perda alélica herdada incrementa a susceptibilidade &
oncoxénese (Dunn J.M. et al., 1988).

5.1.- Pocket proteins

A proteina retinoblastoma (pRB) e os seus afins, p107 ¢ p130
configuran a familia de proteinas reguladoras do ciclo celular
chamadas pocket proteins (o termo pocket protein deriva da rexion
pocket de union, altamente conservada). Estas proteinas son cofiecidas
polo seu papel de contencion na transicion G1-S mediante a
regulacion dos xenes de resposta E2F. pRB e o par p107/p130 son
necesarios na represion de distintos conxuntos de xenes,
principalmente a través da sta interaccion selectiva cos xenes E2F que
se asocian a elementos especificos do promotor. Ademais de regular
os xenes E2F de maneira reversible, as pocket proteins contriblien ao
silenciamento dos devanditos xenes en células que experimentan
senescencia ou diferenciacion. Afectan tamén & transicion G1-S a
través de mecanismos independentes de E2F, como son a inhibicion de
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Cdk2 ou a estabilizacion de p27%', que estan implicados no control
da saida de GO.

Observouse que RB estaba mutado en multitude de tipos tumorais,
como cancro de pulmén (Harbour J. W. et al., 1988), mama (Le E.E.
et al., 1988) ou vexiga (Horowitz J.M. et al.,1989), e que a proteina
que codifica, pRb, estd amplamente expresada e regulada de maneira
importante e que ten un papel fundamental no ciclo celular (Le W. H.
et al., 1987, Buchkovich K. er al, 1989). Estudos posteriores
mostraron que pRb actia de forma conxunta coas stias diias proteinas
afins, p130 e pl07, regulando a proliferaciéon na maioria, senén en
todos, os tipos celulares (Harrington E.A. ef al., 1998; Smith E. J. et
al., 1998). Parece evidente que as pocket proteins son as participantes
principais dunha rede de regulacion de xenes que organiza a resposta
celular a sinais antimitoxénicas e cuxa desregulacion constitiie un dos
acenos de identidade do cancro (Hanahan D. and Weinberg R.A.,
2000).

5.2.- Estrutura de Rb

O xene humano RBI1 esta localizado no brazo longo do cromosoma 13
(13 gl4). Consta de 200 kb e organizase en 27 exons que codifican un
mRNA de 4,7 kb (figura 9). A proteina pRb ¢ un polipéptido de 110
kDa de peso e 928 aminoacidos. A lonxitude dos exons individuais
varia entre os 32 e os 1.889 bp. Por outra banda, os intréns varian de
tamafio entre as mais de 60 kb que mide o mais extenso e as 80 bp o
menor (Friend S. H. ef al., 1986; Hong F.D. et al., 1989). RB contén
dous dominios estruturados cofiecidos como o N-terminal € o dominio
Pocket, asi como un dominio C-terminal (RbC), duns 150 residuos.
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Figura 9. Estrutura do xene RB.

A transcricion de RB iniciase en multiples puntos e as secuencias que
rodean os sitios de iniciacion tefien un alto contido en G e C. Moitas
caracteristicas do promotor do xene RB1 lembran caracteristicas
asociadas cos xenes housekeeping, seguindo o seu patrén de expresion
ubicua (Hong F.D. et al.,1989).

A rexion carboxi-terminal é fundamental xa que contén o sinal de
localizacion nuclear (NLS) e os dominios responsables de HDACI1. O
NLS controla o transporte das proteinas Rb dende o citoplasma ao
nucleo; estd formado por dous grupos de residuos basicos separados
por un tramo de aminodacidos incluindo residuos de prolina (Dingwall
C. and Laskey R.A., 1991). O sinal de localizacion nuclear funciona
tamén para transportar as proteinas E2F4 e E2F5, as cales non
presentan o NLS.

A rexion carboxi-terminal ¢ tamén responsable da interaccién con
diversas moléculas: ¢ necesaria e suficiente para a formacion dun
complexo Rb-PPlc inhibindo a actividade catalitica do enzima
(Tamrakar S. and Ludlow J. W., 2000), presenta unha secuencia que
interacciona cos complexos Ciclina-Cdk (Adams P.D. et al., 1999),
unese fisicamente a Mdm2, de forma que esta inhibe a sta funcion de
regulacion do crecemento (Xiao Z. et al., 1995), combinase coa rexion
N-terminal de Skp2 interferindo na union de Skp2 con p27 e
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impedindo a ubiquitinacion desta ( Ji P. et al., 2004), inhibe a accidén
quinasa da tirosina quinasa nuclear c-Abl ao unirse 4 sua rexion C-
terminal (Welch P. J. and Wang J.E., 1995).

A familia das proteinas Rb mostran unha conformacion estérica
peculiar debido 4 rexion pocket, que ¢ responsable de moitas das
interaccidns proteina-proteina na homeostase do ciclo celular (Paggi
M.G. et al.,1996). A rexidn pocket esta caracterizada estruturalmente
por dous dominios funcionais conservados (A e B) separados por un
espazador (S), que varia en funcién da proteina. Membros da familia
E2F de factores de transcricion interactian cos dominios A ¢ B da
zona pocket (Puri N. et al., 1999), asi como proteinas que postan o
motivo LXCXE, como as oncoproteinas de moitos virus tumorais (Le
J. Ou. et al., 1998), as Ciclinas de tipo D (Weinberg R.A., 1995) e
HDAH.

5.3.- Activacion e inactivacion de RB. Consecuencias no
control do ciclo

Nun tecido normal, operan multiples sinais antiproliferativas para
manter a homeostase celular e tisular, entre as que se incltien distintos
inhibidores do crecemento que se atopan aloxados na matriz
extracelular e nas superficie das células proximas. Estes sinais
inhibitorios do crecemento, como ocorre coas activadoras, recibense
nos receptores transmembrana da superficie celular axustados a
circuitos de sinalizacion interna. Os sinais anticrecemento poden
bloquear a proliferacion por dous mecanismos diferentes. Por unha
banda, as células poden sair do ciclo proliferativo entrando en
quiescencia (G0), que abandonardn no futuro se os sinais
extracelulares o permiten, e, de forma alternativa, as células poden
verse obrigadas a renunciar ao seu potencial proliferativo de forma
permanente ao inducirse o seu paso a estados posmitoticos,
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xeralmente asociados 4 adquisicion de trazos especificos asociados a
diferenciacion (Hanahan D. and Weinberg R.A., 2011).

Gran parte dos circuitos que permiten a células normais responder os
sinais de crecemento asdcianse cun mecanismo de control do ciclo
celular que regula o transito da célula a través da fase G1 do ciclo. As
células rastrexan o seu ambiente externo nese momento €, en base aos
sinais detectados, deciden se proliferan, entran en repouso, ou
evolucionan a un estado posmitotico.

A nivel molecular, moitos, sendn todos, os sinais antiproliferativos son
canalizados a través da proteina retinoblastoma (pRb) e as stias dous
afins, p107 e p130. Cando se atopa nun estado hipofosforilado, pRb
bloquea a proliferaciéon mediante o secuestro e a alteracion da funcion
de factores de transcricion E2F que controlan a expresion de xenes
esenciais para a progresion de Gl 4 fase S (Weinberg R.A., 1995;
Nevins J. R., 1992).

Como pode verse na figura 10, os complexos formados entre as
pocket proteins e os membros da familia E2F modulan o
funcionamento dunha rede que controla o avance da division celular.
En concreto, regulase a transcricion dos xenes que controlan a entrada
en mitose e a progresion a través da mesma, e coordinan estes
programas do ciclo celular con mecanismos transcricionais a través
dos cales se dirixe o control dos checkpoints, a resposta ao dano no
DNA, a apoptose, a diferenciacion e o desenvolvemento (Ishida S. et
al., 2001; Muller H. et al., 2001; Polager S. et al., 2002; Ren B. et al.,
2002; Weinmann A.S. et al., 2002; Dimova D. K. et al., 2003). Por
tanto, a liberacion de E2Fs do seu complexo con Rb ten consecuencias
moito mais amplas que o simple aumento da proliferacion. Tamén
explica a propension das células tumorais a entrar en apoptose, a
presentar defectos na regulacion dos checkpoints, a ter unha resposta
alterada ao dano no DNA e a resistir os efectos dos axentes de
diferenciacion.

En caso de producirse a fosforilacion de Rb, libérase E2F permitindo
o avance do ciclo e, por tanto, a proliferacion celular.
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Alguns factores de sinalizacion como TGF-beta, actuan tratando de
impedir a fosforilacion que inactiva pRb. Para iso, pode actuar
suprimindo a expresion do xene c-myc, que regula a maquinaria do
ciclo en G1 (Pietenpol J.A. et al., 1990). Tamén pode favorecer a
sintese de inhibidores de Ciclinas dependentes de quinasa como
p15™* (Rich J. N. et al., 1999) e p21, o que diminue a actividade das
Cdk2, favorecendo a hipofosforilacion de pRb (Datto M. B. et al.,
1997).

FACTOR DE CRECEMENTO
ﬂ Proteina Rb
| RUTA DE RAS | fosforilada
Cdk/Ciclina @ @

Os xenes Transcricion
necesarios para a de xenes
fa::aislg:.lilt:: o Traducion
de mRNA

necesarias para
la fase S

Enzi
outrzlllsz;)T:tse?nas O . %
O

Figura 10. Ruta de activacion/desactivacion de Rb mediante a
unién a E2F segundo o seu grao de fosforilacion.
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A ruta de actuacion de pRb, que como se indica anteriormente, esta
controlada en parte tanto polo factor TGF-beta como por outros
factores extrinsecos, pode verse interrompida ou alterada de diversas
formas nos diferentes tipos tumorais (Fynan T.M. and Reiss M.,
1993):

- perda da capacidade de resposta a TGF ben por unha desregulacion
dos receptores TGF ou ben pola existencia de receptores
disfuncionais, como ocorre no receptor TGF-beta tipo II (Fynan T.M.
and Reiss M., 1993; Markowitz S. et al., 1995)

- eliminacion da proteina citoplasmatica Smad4, que intervén na ruta
de sinalizacion de TGF-beta actuando mediante ligandos nas suas
dianas, por delecién ou mutacién intraxénica (Miyaki M. and Kuroki
T., 2003).

- alteracion da funcion dos inhibidores de quinasa dependente de
Ciclina, p15™® ¢ p16™*** por mutacion do locus INK (Chin L. et
al., 1998; Caputi M. et al., 2005).

- perda da capacidade de resposta de Cdk4 as accions inhibitorias de
pl15™® debido a mutacions con alteracions de aminoacidos,
Arg24Cys, no seu dominio de interaccion INK4A/B, que non afectan,
con todo, & stia capacidade de unirse a Ciclinas. Os complexos Cdk4-
Ciclina D resultantes tefien entéon via libre para inactivar pRb por
hiperfosforilacion (Zuo L. et al., 1996)

- delecién ou mutacion do xene de RB perdéndose a proteina Rb
funcional, obxectivo final desta via. A perda da heterocigosidade dos
xenes supresores de tumores ¢ observada en gran variedade de
tumores celulares, incluindo retinoblastomas, osteosarcomas e
carcinomas de pulmoén ( Bignon E. J. and Rio P., 1993).

- interrupcion da funcién de pRb en certos tumores inducidos por
virus, os carcinomas cervicais en particular, debido ao seu secuestro
mediante oncoproteinas virais que se asocian a ela formando
complexos e desprazando a E2F, como ocorre coa oncoproteina E7 do
virus do papiloma humano tipo 16 ( Dyson N. et al., 1989). De modo
similar ocorre en linfomas non Hodgkin e linfoma de Burkitt
asociados a SIDA (Cinti C. et al., 2000; Lazzi S. et al., 2002).
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- desactivacion da expresion de integrinas e outras moléculas de
adhesion celular que envian sinais anticrecemento por parte das
células tumorais, favorecendo en cambio os que transmiten sinais de
crecemento; estes sinais anticrecemento baseadas en adherencia €
probable que tamén intervefian na ruta de pRb.

- sobreexpresion da Ciclina D1 que provoca unha fosforilacion
constitutiva de Rb e por tanto, perda da regulacion de E2F, presente en
numerosos tipos tumorais como adenomas paratiroideos, linfomas de
células B ou carcinomas de células escamosas (Hunter T. and Pines J.,
1994). Observouse que esta desregulacion pode aparecer tamén
noutras Ciclinas de G1 como D2, D3 e E asociadas a tumoroxénese
( Keyomarsi K. ef al., 1995).

O concepto e a importancia da perda dun supresor tumoral no cancro
quedan reflectidos no feito de que o papel de Rb como nodo de
control do circuito de regulacion da proliferacion celular vese
alterado, dun modo ou outro, na maioria dos cancros humanos
(Hanahan D. and Weinberg R.A., 2011; Malumbres M. and Barbacid
M., 2001).

5.4.- Outras funcions de Rb

Moitos dos aspectos da funcion de pRb no ciclo celular cofiécense
desde hai mais de 20 anos (Weinberg R.A., 1995). Por enton, sabiase
que pRb era unha proteina nuclear que se atopaba hipofosforilada en
repouso ou fase GO e que incrementaba o seu nivel de fosforilacion
durante o paso por G1, manténdose hiperfosforilada durante a mitose.
A represion exercida polas proteinas Rb require os dominios A ¢ B
conservados das pocket protein e parece implicar a asociacion doutras
proteinas ademais dos factores E2F. As proteinas Rb reprimen a
transcricion pola remodelacién da estrutura da cromatina a través da
interaccion con proteinas tales como hBRM, BRGI1, HDACI e
SUV39 HI (Shao Z. and Robbins P.D., 1995), que estan
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respectivamente involucrados na remodelacion do nucleosoma, a
acetilacion/desacetilacion de histonas e metilacion. Tanto BRG1 como
hBRM demostraron asociarse co pRB e estar implicadas na represion
mediada por pRb. Non se require unha interaccion fisica entre pRb e
BRGI1 para a detencion do crecemento e a represion transcricional
dos xenes diana de E2F inducidas polo pRB (Kang H. et al.,2004;
Cobrinik D., 2005).

A proteina Rb ten tamén un papel importante no proceso de
diferenciacion de multitude de tecidos. A evidencia mais convincente
da importancia de Rb na diferenciacion celular vén dada do estudo dos
ratos knockout para Rb, xa que presentan letalidade embrionaria na
semana 14 de xestacion debido a defectos no desenvolvemento do
sistema hematopoético e do Sistema Nervioso Central (Le E.E. et al.,
1992).
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OBXECTIVOS

O estudo das lesions xenéticas mais frecuentes nos glioblastomas dan
conta da importancia que ten a eliminacion funcional de p53 ¢ Rb no
desenvolvemento deste tipo de tumores. Baseandonos en estudos
previos realizados no noso grupo, nos que se analizaba a ausencia de
p53 (datos non publicados) e de Rb (Seoane M. et al., 2008),
quixemos ver se a falta de &mbolos dous xenes supresores de tumores
ten un efecto aditivo ou chega a haber un efecto sinérxico. En base a
isto, xurdiu o obxectivo deste traballo:

- Determinacion do papel de pS3 e Rb na evolucion dos astrocitomas
de baixo grao a glioblastomas.
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MATERIAL E METODOLOXIA

1.- RATOS MODIFICADOS XENETICAMENTE. CONDICIONS DE
ESTABULACION

As colonias de ratos estabuldronse baixo as condicions de aloxamento
e manexo establecidas no RD 53/2013, do 1 de febreiro, que recolle a
proteccion que deben ter os animais empregados en experimentacion.
O proxecto autorizado ten o nimero 15010/15/002.

Os animais mantivéronse no animalario do Centro de Investigacion en
Medicina Molecular e enfermidades Cronicas (CIMUS) de
Universidade de Santiago de Compostela, rexistrado co niimero de
REGA 150780275701 onde se mantiveron en condicions libres de
patoxenos (SPF) en microaisladores, con ciclos de luz/escuridade de
12 horas e alimentacion ad libitum.

A eutanasia realizouse por inhalacion de CO,

Os ratos empregados para os experimentos son das cepas FVB.129-
Trp53 tml Brn e FVB.129-Rb1tm2 Brn. Ditas cepas presentan unha
mutacion  condicional nos xenes endoxenos p53 e Rb,
respectivamente.

Dita mutacidon consiste na presenza de dous sitios loxP flanqueando,
no caso de p53, os exéns 2 a 10, e no caso de Rb, o exén 19. Estes
sitios loxP van permitir a eliminacion do DNA que haxa entre eles
empregando a recombinasa Cre, facilitando a perda da funcionalidade
destes xenes no momento desexado.

2.- CULTIVO PRIMARIO DE ASTROCITOS
Os astrocitos conséguense a partir de ratos neonatos, de tres dias de

idade, FVB.129-Trp53 tml Brn obtidos do NCI (Jonkers J. et al.,
2001) e ratos FVB.129-Rb1tm2 Brn obtidos do MMHCC (Marifio S.
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et al., 2000) previamente cruzados entre eles ata conseguir os
homocigotos. A extraccion das células, astrocitos knock-out
condicionais de p53 e Rb, realizase en condicions de esterilidade,
empregandose para iso os cerebros dos neonatos dunha mesma
camada. Posteriormente, as células obtidas son homoxeneizadas
mediante disgregacion e peneiradas a través dun filtro de 40 pm de
malla. Tras centrifugalas 5 minutos a 1000 g, as células son
resuspendidas en DMEM complementado cun 1% de glutamina
(Sigma) ao que engadimos un 10% de FBS (Invitrogen) e
posteriormente, son sementadas en placas de 10 cm de didmetro e
mantidas a 37° C e 5% de CO, (McCarthy K.D. and de Vellis J.,
1980). Despois de 24 horas, e tras lavalas con PBS para eliminar
restos celulares non fixados, mudase o medio de cultivo por medio
fresco e déixanse medrar as células por 7 dias.

3.- INFECCION RETROVIRAL

Empréganse células empaquetadoras de retrovirus Phoenix (cedidas
polo prof. Nolan; Grignani F. ef al., 1998) que previamente son
transfectadas mediante fosfato calcico (Sayer J.A. et al., 2004) cos
vectores retrovirais pPBABE-Puro, pBABE-Puro-HRas"'"?, PIG-Puro,
PIG-Cre. Seméntanse 2,5x10° células Phoenix en placas de 10 cm de
diametro. As 24 horas e 4s 48 horas da transfeccion cambiaselles o
medio e 4s 72 horas recéllese o sobrenadante coas particulas virais e
penéirase mediante un filtro de 0,45 um. O devandito sobrenadante
filtrado ¢ utilizado posteriormente para infectar os astrocitos p53Mov/fiox
previamente sementados. Engadese ao medio polibreno (Sigma)
nunha concentracion de 4 pg/ml.

Coa combinacion dos diferentes sobrenadantes infectantes,
obtivéronse 4 grupos de astrocitos infectados (p-BABE-Puro/PIG-
Puro, p-BABE-Puro-HRas"'?/PIG-Puro, p-BABE-Puro/PIG-Cre € p-
BABE-Puro-HRas"'?/ PIG-Cre), levando todos eles a resistencia a
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puromicina.

Tras 48 horas de incubacion das células no sobrenadante infectante, os
astrocitos infectados son secleccionados mediante tratamento con
puromicina 2 pg/ml durante 48 horas.

4.- ENSAIOS DE PROLIFERACION CELULAR

Seméntanse, por triplicado, 5x10° astrocitos, previamente
seleccionados, por pozo en placas de 24 pozos. As medidas de
proliferacion tomanse cada 48 horas a partir do primeiro dia tralo
cultivo. Despois de lava-las células con PBS, fixanse mediante unha
disolucion 1:3 de acedo acético e metanol, durante 15 minutos; a
continuacion, tinguense os astrocitos con cristal violeta (Sigma)
diluido ao 0,1% en PBS. Tras 30 minutos, procédese a realizar os
lavados necesarios para retirar o exceso de tinguidura. Por ultimo,
retirase con acedo acético ao 10% o colorante fixado 4 parede celular
e cuantificase no espectrofotometro a 590 nm de lonxitude de onda
( Squires M. S, Nixon P.M. and Cook S. J., 2002).

5.- ENSAIOS DE SENESCENCIA E APOPTOSE

Trala seleccion co antibidtico, seméntanse por triplicado 5x10°
astrocitos por pozo en placas de 24 pozos. O 6° dia tralo cultivo
cuantificase o numero de células senescentes. A  senescencia
determinase co kit de tinguidura de SA-B-galactosidasa (Cell
Signaling).

Para a cuantificaciéon de células apoptoticas utilizase o reactivo de
Hoechst 33258 (Sigma) e déixanse as células 30 minutos en
escuridade. Posteriormente, lavanse con PBS e realizanse as
microfotografias utilizando para iso un microscopio de fluorescencia
Olympus IX51 ( Daxhelet G.A. et al., 1989).
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6.- TRANSFORMACION CELULAR

Para os ensaios de transformacion celular utilizanse ratos
inmunodeficientes, concretamente Fox Chase SCID CB17/Icr-
Prkdcscid/lcrCrl, obtidos de Charles River (Brown A.R., DeWitt C.
L., Bosma M. J. Nisonoff A. J., 1980). Estes ratos presentan unha
deficiencia severa combinada que afecta aos seus linfocitos B e T,
ainda que mantefien funcionais as células NK, os macrofagos e os
granulocitos. Por este motivo, son susceptibles de desenvolver un
tumor ao inxectalos con células transformadas, sendo un modo de
confirmar dita transformacion.

Inxectamos no flanco do rato, de modo subcutaneo, 3x10° astrocitos,
previamente infectados e seleccionados.

7.- ESTUDOS BIOQUIMICOS

A extraccion de proteinas realizase o 6° dia dende o cultivo dos
astrocitos, unha vez seleccionados, mediante o tampon RIPA (1x PBS,
1% NP40, 0,5% deoxicolato sédico, 0,1% SDS, 10 mg/mL PMSEF,
40pg de aprotinina/mL, 100mM de  ortovanadato). Tras unha
incubacion de 30 minutos en xeo, sométese as cé€lulas a dous pulsos de
sonicacion de 3 segundos e centrifugase o extracto 10 minutos a
10000 g e 4°C e, tras descartar o sobrenadante, resuspéndese o pellet.
Para estes estudos bioquimicos utilizamos a técnica de Western-blot.
Realizamos a separacion proteica mediante un xel desnaturalizante de
poliacrilamida ao 12% utilizando para iso 50 pg. de proteina por pozo.
Para realizar a transferencia empregouse unha membrana de
nitrocelulosa (BioRad). O posterior bloqueo fixose con leite ao 5%
(leite en po desnatado) en TBS-T.

Para as determinacions que nos interesan, utilizanse os seguintes
anticorpos primarios: anti-p53 (1:1000,CM5, Novocastra), anti- Rb
(1:1000, G3-245, BD), anti-p19**" (1:1000, ab80, Abcam), anti-p16
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(1:1000, M-156, Santa Cruz), anti-p21 (1:1000, F-5, Santa Cruz),
anti-o-tubulina  (1:5000, Sigma), anti-H2AX  (1:500,Ser139,
Millipore), anti-Pan-RasV12 (1:500, Ab-1, Calbiochem).

As incubacion cos anticorpos primarios fixose durante toda a noite a
4%C e as concentracions de anticorpos empregadas foron as indicadas
polo fabricante.

As incubacidns cos anticorpos secundarios fixéronse durante unha
hora, despois de lavar a membrana. Empregéaronse anticorpos anti-IgG
de rato (1:1000, GE Healthcare) e anti-IgG de coello (1:5000, GE
Healthcare), en leite ao 5% en TBS-T.

8.- ENSAIOS DE INMUNOFLUORESCENCIA

Tras desparafinar e hidratar as mostras, realizase un pretratamento no
microondas a maxima potencia (800 W) durante 20 minutos en Buffer
Citrato. Tras lavar con PBS, bloquéase con peroxidasa ao 3% durante
10 minutos. A continuacion, inctibase cos anticorpos do noso interese.
O revelado posterior realizase con DAB (durante 10 minutos) para
despois realizar unha contratinguidura con Hematoxilina (durante 3
minutos). Por tltimo, deshidratamos as mostras e montamolas.

Para as determinacions que nos interesan os anticorpos utilizados son
Sox-2 (1:500, ref. 17320, Santa Cruz), GFAP (1:200, ref. 3670, Cell
Signaling), Hematoxilina (05-06004, BioOptica), Eosina (05-10003E,
BioOptica).

9.- ENSAIOS DE INMUNOCITOQUIMICA

Tras fixar as mostras en Formalina durante 30 minutos e lavalas con
PBS, permeabilizanse as células con Triton X-100 ao 1% en PBS
durante 1 hora. A continuacidn, inciibase cos anticorpos do noso
interese, tralo que se montan as mostras nun medio de montaxe acuoso
e DAPL

Para as determinacions que nos interesan os anticorpos utilizados son
Sox-2 (1:500, ref. 17320, Santa Cruz), GFAP (1:200, ref. 3670, Cell
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Signaling), Hematoxilina (05-06004, BioOptica), Eosina (05-10003E,
BioOptica).

10.- ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os experimentos repetironse un minimo de tres veces, empregandose
no caso de experimentos in vivo o nimero minimo de animais
imprescindibles para observar a reproductibilidade dos resultados ou
as posibles diferencias interindividuais se existiran, co obxectivo de
cumplir o principio das 3 R.

O calculo e a representacion dos resultados a efectos comparativos,
fixose empregando, para cada grupo, a media + SD.

A analise estatistica realizouse co software GraphPad. Aplicouse o test
de Mann-Whitney para a comparacion dos grupos nos estudos dos
niveis de senescencia e apoptose, o test ANOVA para o estudo da
proliferacion, o test Welch para o estudo da supervivencia libre de
tumor e o test Mantel-Cox para o estudo da variacion do volume do
tumor. En todos os casos,as diferencias observadas entre os grupos
considerabanse estatisticamente significativas cando o valor de p era
inferior a 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSION

1.-AUMENTO DA PROLIFERACION DOS ASTROCITOS NEONATAIS
KNOCK-OUT CONDICIONAIS PARA P53 E P53/RB RESPECTO AOS
GRUPOS CONTROL

Segundo a clasificacion da OMS, os tumores cerebrais clasificanse en
catro grupos en funcion da stia malignidade, utilizando para iso as
caracteristicas histopatoloxicas e alteracions xenéticas que presentan
(WHO, 2010). Deles, os glioblastomas ou tumores de grao IV,
caracterizanse por presentar un alto grao de proliferacion celular,
invasion tisular, anxioxénese, necrose € unha elevada resistencia a
tratamento mediante fArmacos ou radioterapia. A pesar de que tanto a
nivel morfoloxico como a nivel clinico os glioblastomas comparten
trazos que os describen, a nivel xenético, obsérvanse diferenzas que
permiten diferencialos en dous subgrupos, segundo sexan primarios
ou secundarios, derivados dun astrocitoma de grao II (Furnari F. B. et
al., 2007).

Anadlises moleculares dos subtipos de glioblastoma permitiron
identificar as alteracions propias de cada un, en funcidon do seu grao de
incidencia. Desta maneira, como pode verse na tdboa 4,
identificaronse alteracions nas vias de sinalizacion como a
amplificacion de EGFR como exclusiva de glioblastomas primarios
(aparece no 40% dos casos) xa que nunca aparece nos glioblastomas
secundarios. Esta sobreexpresion provoca un aumento de
tumoroxenicidade, xa que leva consigo un incremento na proliferacion
e unha diminucion da apoptose, aparentemente, a través da via Ras-
Shc-Grb2 (Prigent S.A. ef al., 1996).

Outra lesion frecuente neste tipo de tumores ¢ a perda de
heterocigosidade no cromosoma 10 (Albarosa R. et al., 1996), o que

67



C. G. LOPEZ DEL CASTILLO

afecta directamente & fosfatasa PTEN. De feito, viuse que PTEN
aparece mutado en ambolos dous tipos de glioblastomas ainda que a
sua incidencia € maior nos primarios (Tohma E. et al., 1998).

Por outra banda, comprobouse tamén que as mutacions de p53 son
menos frecuentes en glioblastomas primarios (<10%) mentres que a
sua incidencia aumenta en glioblastomas secundarios (>65%) dos
cales, un 90% xa presentan a mutacion nos estadios iniciais do tumor
(Watanabe K. et al., 1997).

En canto a ruta de RB, observouse que a sta interrupcion € un evento
case obrigado durante a tumoroxénese, Xa que como se Viu
anteriormente, aparece alterada nun 74% dos glioblastomas, ben sexa
delecion ou mutacion do xene RB, pola amplificacion das Ciclinas
dependentes de quinasas da fase G1 ou pola delecion ou silenciamento
do inhibidor de Cdks, pl6™*® observandose nun mesmo tumor
varios eventos asociados a esta via (Wiedemeyer R. et al., 2008; The
Cancer Genome Atlas Research Network, 2008).

Despois de estudar como se comporta a célula na que se eliminou Rb,
quixemos observar que ocorre tras a delecion do supresor de tumores
p53, unido & hiperactivacion da via de Ras xa que, os ultimos datos
clinicos mostran que tanto a ausencia de Rb como a de p53
cataloganse coma lesions xénicas asociadas a glioblastomas, ainda que
pS3 relacidonase tamén con estadios iniciais do tumor.

Asi mesmo, estudamos as consecuencias da eliminacion de ambolos
dous supresores de tumores, Rb e p53, combindndoa novamente coa
hiperactivacion do oncoxene Ras para observar se hai algunha
modificacién na resposta da célula ao pasar dun dobre a un triplo
evento oncoxénico.
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Taboa 4.- Porcentaxe dos casos de GMB que presentan alteracions en cada unha
das rutas fronte ao total de casos estudados.

Ruta Porcentaxe de eventos
de cada ruta

pS3 TP53, MDM2, MDM4, 74,96 % dos casos

CDKN2A (443/591)

Rb RB1, CDKN2A 74,28 % dos casos
CDKN2B, CDK4, (439/591)
CDKN2C, CDKG®6,

CCND2
EGFR, ERBB2,
PDGFRA, MET, KRAS,
Ras NRAS, HRAS, NF1, 76,82 % dos casos
SPRY2, FOXOl1, (454/591)

FOXO3,AKTI, AKT2,
AKT3, PIK3R1 PIK3CA,
PTEN

*Esta taboa mostra a transcendencia clinica dos eventos oncoxénicos seleccionados
para o noso traballo (datos obtidos de www.cbioportal.org).

Para iso inicialmente utilizamos como modelo celular astrocitos
knock-out condicionais para p53, que nos permiten inducir estes
eventos oncoxénicos, fronte a estudos previamente publicados que
utilizaban modelos animais que carecen de p53 ao longo do
desenvolvemento (Le J-S. et al., 2008), o cal mellora o modelo xa que
evita unha posible adaptacion funcional da célula en canto ao que
implica a ausencia de p53.

Existen estudos previos que determinan que existe un marcado
incremento de proliferacion en astrocitos que combinan a perda de
p53 cunha sobreexpresion de Ras oncoxénico (Le J-S. ef al., 2008).
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Para tratar de comprender mellor a importancia da ausencia de p53,
desenvolvemos un modelo celular baseado en astrocitos knock-out
condicionais aos que inducimos un evento oncoxénico, como ¢ a
introducion de HRas"'? (datos non publicados). O devandito evento,
combindmolo cunha delecion dirixida de p53. Isto permitenos
comparar os grupos de estudo de forma aguda, fronte ao traballo
anteriormente citado en que a falta de p53 ocorre desde o
desenvolvemento, o que pode levar consigo variaciéns funcionais
adaptativas a nivel xenético.

Observamos unha maior taxa de proliferacion nos astrocitos
infectados coa recombinasa CRE, ¢ dicir, aqueles que tefien p53
delecionado fronte aos grupos que ainda o conservan. Ademais, este
aumento de taxa de crecemento celular € maior naquelas células que
dita perda do xene antitumoral estd combinada coa expresion
constitutiva do oncoxene HRas"'%. Estes resultados coinciden cos xa
publicados anteriormente. Cabe destacar que a taxa de proliferacion ¢é
maior no grupo que unicamente carece de p53 que a observada no
grupo que sobreexpresa HRas"'"?, fronte ao que ocorre no caso de que
o xene delecionado sexa Rb (Seoane M. et al., 2008).
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Figura 11.- Microfotografias que mostran as diferenzas na taxa de
proliferacion celular nos distintos grupos segundo os dias de estudo
(microfotografia de tinguidura con cristal violeta 40x; a barra de escala
corresponde a 100 pum).

A continuacion estudamos o que ocorre no caso de que haxa unha
dobre delecion de xenes supresores de tumores e o resultado obtido
(figuras 11 e 12) segue unha pauta similar ao observado no caso da
ausencia de p53 (datos non publicados), de modo que a taxa de
proliferacion € maior no caso de eliminar p53 e Rb que no caso da
sobreexpresion do oncoxene, diferente igualmente ao que ocorria no
caso de Rb (Seoane M. et al., 2008).
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Dos datos obtidos, extraese a posible existencia dunha cooperacion na
desregulacion do control do ciclo ante a ausencia de p53
especialmente nas células que sobreexpresan o oncoxene HRas"'? e
dita falta de regulaciéon vese potenciada pola ausencia de Rb,
posiblemente debido ao seu efecto regulador do punto de restricion R,
como se constatou en melanomas (Bardeesy N. et al., 2001).

Ll S
— p537"" Rb
E 0.8 p53+/+ Rb+/+ HR(ISVIZ
= s S syl
s 0.6 . T pS3TRKT
S 0.4 — p537 Rb” HRas""?
=
%
S 0.2- I |
I 1 i
0.0 T T T T
1 3 5 T

Tempo (dias)

Figura 12.- Taxa de proliferacion celular nos distintos grupos de estudio.
Obsérvase unha marcada taxa de proliferacion entre os grupos que perderon p53 e
Rb fronte a aqueles que ainda os conservan sendo esta diferencia é maior nas
células que expresan HRas''2. Os datos foron analizados co test ANOVA (n =5). As
diferencias significativas (p<0,05) expresaronse cun asterisco (*).

2.- AUSENCIA DE INDUCION DE APOPTOSE E SENESCENCIA NOS
GRUPOS QUE PRESENTAN DELECION DOS XENES SUPRESORES DE
TUMORES RB E P53

Os cofiecidos como xenes supresores de tumores tefien como funcion
manter a homeostase tisular controlando para iso o comportamento
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das células nun determinado tecido do organismo (Hussanin S. P. and
Harris C. C., 1998). O supresor de tumores p53 actlia en resposta a
varios tipos de estrés celular mediante unha serie de procesos
antiproliferativos. Como se viu anteriormente, e se resume na figura
13, p53 pode ser activado por dano no DNA, hipoxia ou expresion
aberrante de oncoxenes promovendo a actuacion dos checkpoints de
ciclo celular, a reparacion do DNA, a senescencia celular e a
apoptose. Polo tanto, alteracions da funcion de p53 facilitan a
aparicion de defectos na activacion dos checkpoints, inmortalizacion
celular, inestabilidade xendmica e unha inapropiada supervivencia,
permitindo a proliferacion continuada e a evolucion de células
danadas (Hussanin S. P. and Harris C. C., 1998).

Estudouse en profundidade a capacidade de p53 para controlar o
proceso de apoptose. De feito, considérase esta capacidade como unha
contribucion & actividade de p53 como supresor tumoral. A evidencia
de que o p53 enddxeno pode controlar a apoptose foi obtida de
ensaios que estudaban a entrada en apoptose de timocitos de ratos
knockout para p53 en fronte a timocitos wildtype trala accion de
radiacion, observandose que pS53 era necesario para o inicio da
apoptose inducida por radiacién, pero non para a apoptose inducida
por moitos outros estimulos (Clarke A. R. et al., 1993). Ademais,
observouse que a apoptose dependente de p53 como resposta a un
evento oncoxénico ¢ un regulador fundamental da tumoroxénese
correspondendo os tumores mais agresivos cunha diminucion nos seus
niveis de activacion ( Symonds H. et al., 1994).

A importancia da relacidon entre a apoptose e a supresion tumoral
mediada por p53 determinouse a través de estudos que vinculaban a
perda de p53 cun peor diagndstico do tumor debido & diminucién nos
niveis de apoptose (Bardeesy N. et al., 1995).
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Figura 13. Proceso de activacion da supresion tumoral
a través de p53.

r

A determinacién dos niveis de apoptose

¢ importante neste modelo

debido a que p53, como se describiu anteriormente, ¢ unha peza
fundamental tanto na entrada en parada celular, por activacion da
expresion de p21™*F'™! (Hei G. et al., 2005), como na apoptose (Oda
K. et al., 2000; Selvakumaran M. et al., 1994). No caso da delecion de
pS53 e tras realizar unha medicién dos niveis de apoptose, non
observamos diferenzas significativas entre os distintos grupos, o que
nos indica que o aumento que observamos mediante curvas de
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proliferacion celular en canto ao nimero de células non se debe a unha
diminucion da morte celular, senén a un aumento de proliferacion
(datos non publicados).

No caso da dobre delecion de p53 e Rb, sen embargo, observamos
diferenzas significativas entre os grupos control e os grupo knockout
(figuras 14 e 15), non habendo sen embargo un aumento nos grupos
que sobreexpresan o oncoxene HRas"'?. Por outra banda, ¢ dado a que
os niveis son moi baixos en tdédolos grupos, a diminucién da apoptose
non ten un impacto significativo a nivel bioloxico.
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Figura 14.- Niveis de apoptose (media + SD). Os datos foron analizados co test

Mann-Whitney cun n = 5, sendo p<0,05 dos grupos que presentan a delecion dos

xenes supresores de tumores fronte aos seus grupos control, representado cun
asterisco (*).

Ademais desta capacidade de promover a apoptose, pS3 tamén induce
parada de ciclo celular, senescencia celular e inflie directamente na
reparacion do DNA, estando o resultado da stia activacion
influenciado polas caracteristicas do estimulo causante (Fridman J.S.
and Lowe S. W.,2003). Asi, a transformacion oncoxénica debida a
adenovirus humanos provoca a estabilizacion de p53 no nucleo, como
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consecuencia do cal aparece nas células perda de viabilidade por un
proceso similar ao da apoptose ( Lowe S. W. and Ruley H.E., 1993).
Con todo, a hiperactivacion do oncoxene Ras provoca a entrada das
c¢lulas nun estado de parada celular en G1 debido 4 acumulacion de
p53 e pl6 e distinguese fenotipicamente pola entrada en senescencia
(Serrano M. et al., 1997).

Vector HRas'" Vector HRas""

p 5 3+/+ R b+/+ p 5 3-/— R b—/—

Figura 15.- Avaliacion da aparicién de apoptose nos distintos grupos de estudo
empregando o colorante de Hoechst 33258 (microfotografia de tinguidura con
Hoechst 33258 40x; a barra de escala corresponde a 100 um).

A activacion da ruta Ras-MAPK en fibroblastos e células epiteliais
pode inducir proliferaciéon pero provoca senescencia prematura
(Woods D. et al., 1997). Asi, Ras oncoxénico pode activar o programa
ARF-p53 para a supresion da transformacion epitelial. A interrupcion
do devandito programa pode ser importante durante o
desenvolvemento de carcinoxénese (Lin A. W. and Lowe S. W.,
2001).
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Figura 16.- Niveis de senescencia (media + SD). Os datos foron analizados co test
Mann-Whitney cun n = 5, e sendo p<0,05 nos grupos que presentan a delecion dos
xenes supresores de tumores e/ou que expresan o oncoxene HRas'"? fronte aos seus
grupos control, representado cun asterisco (*).

Por outra banda, viuse que os MEA que carecen de Rb son resistentes
a senescencia inducida por Ras oncoxénico, ainda tendo activada a
DDR pola activacion da ruta de p53 (Seoane M., Costoya J.A. and
Arce V.M., 2017).

No noso caso, ao estudar os niveis de senescencia no caso da
eliminacion de p53, observamos que non hai diferenzas significativas
entre os grupos (datos non publicados) polo que tampouco se pode
achacar ese aumento na proliferacion a unha diminucion do
envellecemento celular.

Con todo, coa combinacion da eliminacion de ambolos xenes
supresores de tumores, obsérvase un descenso significativo os niveis
de senescencia (figuras 16 e 17), ainda que, dado que en todos os
grupos o nivel de senescencia ¢ moi baixo, non se pode asociar o
aumento da proliferacion celular.
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Vector HRas"" Vector HRas""
p53+/+ Rb+/+ p53-/- Rb-/.

Figura 17.- Tinguidura con SA-B-galactosidasa das células no 6° dia tralo
cultivo para a determinacién dos niveis de senescencia (microfotografia de
tinguidura con SA-B-galactosidasa 40x; a barra de escala corresponde a 100 pum).

3.- APARICION DE DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS A NIVEL
MORFOLOXICO TRALA EXPRESION CONSTITUTIVA DE HRASY'?, EN
ESPECIAL NO GRUPO EN QUE DITA EXPRESION SE COMBINA COA
SUPRESION DE P53 E RB

As células malignizadas caracterizanse por ter un ciclo celular
acelerado, alteracions xenéticas, crecemento invasivo, mobilidade
celular incrementada, quimiotaxe, cambios na superficie celular, etc.

Morfoloxicamente, as células tumorais caracterizanse por presentar un
nicleo grande, de tamafio e forma irregular. O nucleo das células
neoplasicas ten nos seus cambios un papel importante na valoracion
da malignidade tumoral, en especial os que concirnen a sua superficie,
volume, relacién nucleo/citoplasma, forma e densidade, asi como &
estrutura e a homoxeneidade. Outras modificacions ultraestruturais
relacidnanse con segmentacion do nucleo, invaxinacidons, cambios na
cromatina, como reducion da heterocromatina, incremento dos poros
de membrana nuclear, formacion de inclusions, etc. O nucléolo esta
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caracterizado por hipertrofia, macro e microsegregacion, movemento
a través da membrana alterado, incremento no seu numero e
formacion dun sistema canicular intranuclear entre a membrana
nuclear e o nucléolo. O citoplasma tamén presenta cambios, coa
aparicion de novas estruturas e/ou a desaparicion de estruturas
normais, acumulacion de RNA ribosomico e mensaxeiro que o
converte en basofilo, diminucion do tamafio do citoplasma coa
aparicion frecuentemente de vacuomas. Tamén € frecuente a aparicion
de alteracions na coloracion da célula.

A mitose ¢ caracteristica das células malignizadas. O numero de
mitose incrementado, formas de mitose atipicas con defectos na
aparicion do eixo mitdtico, estruturas asimétricas e formas atipicas dos
cromosomas. En tumores anaplasicos, € frecuente a presenza de
nlcleos xigantes e células multinucleadas que presentan divisions
anormais.

Do mesmo xeito que ocorria no caso de delecion de Rb (Seoane M. et
al., 2008), observamos unha marcada diferenza na morfoloxia celular
nos grupos celulares nos que hai sobreexpresion de HRas'", tales
como diferenzas de tamafio entre as células ou un marcado
alongamento das prolongacions das mesmas. Estas mesmas diferenzas
obsérvanse tamén no caso dos astrocitos que expresan HRas"'? desde
o desenvolvemento (Le J-S. ef al., 2008). No noso caso, observamos
ademais que estes cambios son mais evidentes no grupo que combina
esta expresion constitutiva do oncoxene HRas"'? coa delecion de p53.
Con todo, no grupo que unicamente presenta delecion de p53, a pesar
da elevada taxa de proliferacion, as células mantefien a sia morfoloxia
orixinal. Isto corrobora que ainda que p53 ten un papel importante no
control da proliferacion celular, ¢ a presenza do oncoxene a que
provoca a transformacién celular (datos non publicados).

Dos datos obtidos podemos concluir que, ainda que a perda de p53
provoca un pronunciado aumento na taxa de proliferacion celular, non
parece ser suficiente para producir o inicio da transformacion celular.
Dita transformacion si ten lugar cando, ademais, hiperactivamos a via

de sinalizacion de Ras mediante a sobreexpresion de HRas"'"?, como
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pode verse na capacidade destas células de producir

desenvolvemento de tumores. A cooperacion entre ambolos eventos
pode vir dada polo feito de que a presenza de Ras oncoxénico provoca
lesions no DNA por estrés replicativo e xeracion de ROS (Seoane M.
al., 2008) e p53 xoga un papel fundamental na activacion de
mecanismos de reparacion, polo que a sua ausencia impide que esta

et

tefia lugar.
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Para tratar de determinar a importancia de cada un dos eventos, no
noso grupo desenvolveuse un modelo que combinaba as ausencias de
p53 e Rb cunha sobreexpresion de Ras oncoxénico, obtendo datos
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Figura 18.- Aparicioén de claras diferenzas morfoloxicas entre os grupos
de estudo. Asocianse & sobreexpresion do oncoxene HRas"'?,
observandose diferenzas de tamafo e forma, mentres que nos outros
grupos o tamafio permanece homoxéneo, ainda se constata o aumento na
proliferacion ao producirse a delecion dos xenes supresores de tumores
(microfotografia de tinguidura con cristal violeta 40x; a barra de escala

corresponde a 100 pum).



similares aos ensaios que estudaban as consecuencias da perda de cada
xene supresor de tumores por separado (figura 18). Do mesmo xeito
que ocorre nos casos anteriores, a ausencia de pS3 ¢ Rb eleva a taxa de
proliferacion, con todo, as diferenzas morfoloxicas obsérvanse nos
casos en que se sobreestimula a via de Ras.

4.- ACTIVACION DOS CHECKPOINTS DO CICLO CELULAR,
ESPECIALMENTE NOS GRUPOS QUE PRESENTAN UN DOBRE EVENTO
ONCOXENICO

A pesar de que Rb e as proteinas do grupo de p53 non son
imprescindibles para a finalizacién do ciclo de division celular, a
alteracion ou interrupcion da sua funcidn aparece na maioria, se non
todos, os procesos tumorais (Sherr C. J., 1996; Levine A. J., 1997). Os
supresores de tumores Rb e p53 son, & sua vez, regulados por duas
proteinas, p16™** ¢ p19***, codificadas por un unico locus xenético,
INK4a/ARF, e que son tamén potentes supresores tumorais. p16™%
actia como inhibidor de Cdk4 (Serrano M., 1997), mentres que hai
evidencias de que p19**" modula a actividade de p53 como parte da
resposta dun checkpoint a sinais oncoxénicas e hiperproliferativas
(Sherr C. J., 1998).

As quinasas dependentes de Ciclina D Cdk4 e Cdk6 regulan a
fosforilacion de Rb. Por inhibicion de Cdk4 e Cdk6, as proteinas da
familia INK4 poden impedir a entrada en fase S en células con Rb
funcional. A interrupcion na ruta p16™**— Ciclina D1/ Cdk4— Rb ¢ un
evento comin en tumores humanos, como resultado da perda de
funcion dun dos reguladores negativos (p16™* ou Rb) ou por eventos
que levan consigo a sobreexpresion dun dos proto-oncoxenes (Ciclina
D1 ou Cdk4; Sherr C. J., 1996).

A inactivacion de p53 provoca unha diminucidn en respostas celulares
como inhibicion do ciclo celular ou apoptose en resposta a unha
tension ou a dano no DNA (Ko L. J. and Prives C., 1996; Levine A.
J., 1997). A eliminacion de p53 funcional a través de diversos
mecanismos ¢ o evento simple mais comin en tumores humanos,
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ocorrendo en preto da metade dos casos (Hollstein M. ef al., 1994). En
condicions de homeostase, a proteina p53 ten unha vida curta e
exprésase en niveis baixos en células normais pero cando aparece un
dano xenotdxico, atopase estabilizada e acumulase. Entre os produtos
xénicos inducidos por p53 estd o inhibidor de Cdk p21“P"™1  que
pode levar a cabo o arresto celular (Harper J. W. et al., 1993; o-Deiry
W.S. et al., 1993)

As células que carecen dun xene funcional de p53 son resistentes &
detencion do ciclo celular inducida por p19*%, o que implica que p53
actlia downstream na via de ARF (Kamijo T. ef al., 1997). Con todo,
as c¢lulas carentes de ARF presentan un checkpoint de p53 intacto tras
radiacion ionizante ou UV, polo que pl19** non transmiten sinais a
p53 en resposta ao dano do DNA (Sherr C. J., 1998).

Tras realizar o estudo bioquimico das mostras observamos diferenzas
nos niveis de activacion dos distintos checkpoints de ciclo, como pode
verse na figura 19, co que a célula tenta contrarrestar o aumento de
proliferacion anteriormente indicado. No caso de p19**F, observamos
un aumento significativo da expresion proteica no grupo que combina
ambolos eventos oncoxénicos. En canto a p16™**, vemos un aumento
claro naqueles grupos que expresan constitutivamente HRas"'". Por
outra banda, en canto a p21“"!, ten diminuida a sua expresion nos
casos en que p53 atdpase delecionado, o cal era de esperar ao estar a
sua expresion regulada transcricionalmente por p53 (Hei G. et al.,
2005).

Observamos tamén que, naqueles grupos en que hai unha combinacion
de eventos oncoxénicos, producese unha clara expresion de y-H2AX.
Os organismos tefien mecaniSmos moi precisos para reparar as
rupturas de dobre cadea ou DSBs non programadas, ¢ dicir, aquelas
que non forman parte de procesos celulares como meiose, mitose ou
desenvolvemento do sistema inmune (Jeggo P.A. et al., 1995), ou polo
menos para tratar de reducir ao minimo as suas consecuencias
bioloxicas (Sedelnikova O.A. et al., 2003). Tras unha lesién que
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provoque a ruptura do dobre filamento de DNA cromosomico
pofiendo en perigo a integridade fisica dun cromosoma, ten lugar a
fosforilacion especifica da histona H2AX no residuo serina 139,
producindo unha forma modificada especifica denominada y-H2AX. A
histona ¢ rapidamente y-fosforilada despois da aparicién da ruptura
(Rogakou E. P. et al., 1998), podendo servir estes focos de y-H2AX
nos sitios de rupturas do dobre fio de DNA para o recrutamento de
proteinas que estan implicadas en volver unir os extremos de DNA
(Rogakou E. P. et al., 1999).

No noso caso, detectamos niveis elevados de expresion da histona
fosforilada, especialmente no grupo que combina a delecion dos
xenes supresores de tumores coa sobreexpresion do oncoxene
HRas"", o que indica un claro dano por DSBs no DNA.
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Figura 19.- Diferenzas nos niveis de expresion proteica nos astrocitos co-
infectados. Observase unha activacion dos checkpoints de ciclo tratando de
contrarresta-lo aumento de proliferacion. E salientable a presenza de
expresion Y-H2AX, especialmente, no grupo que combina ambolos eventos
oncoxénicos, o que € indicativo de dano na estrutura do DNA.

84



5.- ENSAIO DE TUMOROXENICIDADE POSITIVO PARA CELULAS P537-
RB-/-_HRASVIZ

A tumoroxenicidade definese como a capacidade dunha poboacion de
células inoculadas a un modelo animal para producir un tumor por
proliferacion no sitio de inoculacién e/ou en sitios distantes por
metastase. Para iso ¢ frecuente a utilizacién de animais xeneticamente
inmunocomprometidos, por exemplo, ratos espidos ou con
inmunodeficiencia combinada grave (SCID) ou mediante inactivacion
das células T con globulina anti-timocitos (ATG), soro anti-timocitos
(ATS) ou soro anti-linfocitos ( ALS; WHO, 2010).

Unha vez obtidos os datos bioquimicos e de crecemento celular,
tratamos de verificar a posibilidade de que estas modificacions
xenéticas impliquen a aparicion de transformacion celular. Para iso,
realizamos inxeccions subcutaneas dos catro grupos de estudo en ratos
SCID, concretamente nos flancos. A aparicion dunha masa tumoral
apoiaria a idea de que as células estudadas presenten transformacion
celular.

Determinamos a porcentaxe de individuos SCID que, tras ser
inxectados, manténense libres da aparicion de tumor asi como o tempo
en que devandito tumor preséntase. Como se observa na figura 20, no
100% dos individuos inxectados (6/6) con astrocitos do grupo p53™-
Rb"-Ras"'? preséntase desenvolvemento tumoral sendo, ademais, o
tempo transcorrido desde a inxeccion ¢ moi baixo, incluso menor ao
observado nos casos en que o xene delecionado era Rb (Seoane M. et
al., 2008) e p53. En canto ao grupo p53”-Rb” observamos casos de
desenvolvemento tumoral (5/6) ainda que a un tempo mais prolongado
que no grupo anterior; nos grupos en que non hai perda de p53 e Rb
non tivemos ningun caso (0/6). Estes resultados demostran que a
ausencia de p53 ¢ Rb provoca transformacion celular e aparicion de
tumoroxenicidade, potenciada pola expresion constitutiva de HRas"'.
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Figura 20.- Representacion da supervivencia libre de tumor, é dicir, o
tempo transcorrido dende a inxeccion ata a aparicion do proceso tumoral.
Os datos foron analizados co test Mantel-Cox cun n = 6, e sendo p<0,05
tanto nos grupos que presentan tumor entre eles coma fronte aos seus
grupos control.

Ademais, dende a apariciéon do tumor, realizamos medicions das
dimensions do mesmo para determina-lo seu volume e a sua taxa de
crecemento nos grupos que desenvolven tumores. Para iso
empregamos a formula

Volume (V)= Y% (a’ x b)

sendo a o didmetro maior ¢ b o menor (Sung C. et al, 1993),
considerando que existe tumor cando o didmetro menor alcanza los 4
mm.
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Figura 21.- Comparativa do volume dos tumores desenvolvidos
nos distintos grupos. Representacion do tamafno dos tumores no
momento da sUa extraccién. Comparamos os volumes dos tumores
desenvolvidos no grupo p53” Rb”’ (5/6) cos do grupo p53” Rb”
HRas'"? (6/6).0s datos foron analizados co test Welch cun n = 6,
sendo p > 0,05.

Destes resultados podemos extraer que ainda que non se aprecian
diferenzas significativas na taxa de crecemento dos tumores dos
distintos grupos, a hiperactivacion de HRas"'"? oncoxénico favorece a
que a aparicion dos mesmos ocorra nun tempo menor (figura 21).
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p53” Rb”
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Figura 22.- Extracciéon dos tumores desenvolvidos nos grupos de estudo p53™
Rb” e p53” Rb’"HRas""2.

6.- CARACTERIZACION DOS CORTES HISTOLOXICOS TUMORAIS

Os tumores requiren a achega de nutrientes e osixeno asi como a
capacidade de eliminar os refugallos metabdlicos e o didoxido de
carbono. A neovascularizacién asociada ao tumor, xerada por un
proceso de anxioxénese, suple estas necesidades (Hanahan D. and
Folkman J., 1996), estimulando o crecemento tumoral e a
proliferacion. As células malignas segregan substancias que estimulan
a formacién de novos vasos, chamados por Bassermann en 1984
como TAP (Tumor Angiogenesis Factor). Por mor de que a
proliferacién das células tumorais adoita ocorrer mais rapido que a
formacion de novos capilares, podese relacionar a aparicion de
procesos de necrose e apoptose cun grao maior de crecemento tumoral
(Hanahan D. and Weinberg R.A., 2011).
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Figura 23.- Cortes histoloxicos dos tumores extraidos aos ratos SCID con
tinguidura Hematoxilina-Eosina. Nas figuras a e c obsérvanse amplas zonas
que presentan neovascularizacion. Nas figuras b e d poden verse meioses
atipicas (frechas) e diferenzas no tamafo dos nicleos, especialmente no caso
de células que combinan o triplo evento oncoxénico (microfotografias de
tinguidura con Hematoxilina-Eosina; figuras a e ¢ 10x e figuras b e d 40x; a
barra de escala corresponde a 200 pm nas figuras a e c e a 100 um nas figuras
b ed).

A formacion de vasos entra en repouso tras a embrioxénese,
activandose na etapa adulta s6 en ocasions puntuais (cicatrizacion, por
exemplo). Con todo, durante a progresion tumoral, o "interruptor
anxioxénico" permanece case sempre activo provocando a aparicion
de novos vasos que axudan a manter a expansion de crecementos
neoplasicos (Hanahan D. and Folkman J., 1996). A aparicion destes
novos vasos adoita ir acompafnada de capilares enrevesados e
excesivamente ramificados, microhemorraxias, vasos distorsionados e
ampliados. Por outra banda, o fluxo sanguineo ¢ irregular e a
eliminacion do didéxido de carbono adoita ser deficiente, o que
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provoca a acidificacion da contorna asi como insuficiencia
metabolica, isquemia e necrose. Tamén son frecuentes os edemas
debido 4 elevada permeabilidade deste tipo de vasos, asi como niveis
anormais de proliferacion de células endoteliais (Nagy A. et al., 2010;
Baluk P. et al., 2005).

O proceso de anxioxénese aparece de maneira temperd durante o
desenvolvemento dos tumores invasivos, tanto en modelos animais
como en humanos (Raica M. et al., 2009; Hanahan D. and Folkman
J., 1996). Nun principio, asocidbase a apariciéon da anxioxénese a
tumores macroscopicos de rapido crecemento, pero datos mais
recentes indican que a anxioxénese contriblie tamén 4 fase premaligna
da progresion neoplasica (Hanahan D. and Weinberg R.A., 2011).
Realizamos cortes histoloxicos das masas tumorais unha vez extraidas
para determinar as suas caracteristicas tisulares. Como pode verse na
figura 23, observamos zonas cunha marcada neovascularizacion,
especialmente no grupo que expresa constitutivamente HRas''2
Ademais, tamén poden verse zonas necrosadas, o que ¢ indicativo de
rapido crecemento tumoral e por tanto de malignidade.

7.- PRESENZA DE DESDIFERENCIACION NAS CELULAS TUMORAIS

As células nai atopanse na maioria de tecidos e caracterizanse pola sia
capacidade de auto-renovacion e por dar lugar, mediante a
diferenciacion, a células efectoras especializadas, sendo por iso
cruciais para o mantemento da homeostase do tecido e para a sta
reparacion despois dunha lesion. Entre elas, as células nai neurais
(NSC) son especificas de tecido con capacidade de proliferacion, auto-
renovacion e producion dunha gran familia de proxenie diferenciada
funcional (Bez A. et al., 2003), estando presentes en "nichos
vasculares" (Ramirez-Castillejo C. et al., 2006; Gilbertson R. J. and
Rich J. N., 2007) especializados no cerebro adulto de mamiferos
podendo servir estes nichos como proteccion fronte a estimulos
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apoptdticos e permitindo un equilibrio adecuado entre a auto-
renovacion e a diferenciacion endotelial. Ademais, estas células nai
neurais tefien a posibilidade de prosperar en rexions hipoxicas (Studer
L. et al., 2000).

Con todo, existen un tipo de células que comparten caracteristicas
fenotipicas e funcionais coas células nai neurais. Son as chamadas
células iniciadoras de tumor ou TICs coa mesma capacidade de
proliferacion, auto-renovaciéon e multipotencia, que xorden da
transformacion das NSC (Hadjipanayis C. G. and Van Meir E. G,
2009) e que poden iniciar novos tumores cunha alta eficiencia, sendo
responsables do crecemento do mesmo e podendo actuar o propio
tumor como nicho para as células que requiren factores paracrinos
para o seu mantemento e supervivencia, debido 4 sua elevada
vascularizacion, proporcionando ademais unha contorna hipoxica que
a sua vez favorece a formacion de novos vasos mediados polo factor
de transcricion HIF-1 (Kaur B. et al., 2005; Keith B. and Simon M.
C., 2007).

A perda de diferenciacion que sofren as células malignas pode
explicarse por unha reducién no tempo de rexeneracion entre mitose,
0 que supdn unha diminuciéon do tempo de diferenciacion; esta
desdiferenciacion é un proceso importante no desenvolvemento
tumoral, xa que as cé€lulas adquiren caracteristicas morfoldxicas e
funcionais de células fetais do tecido hospede provocando cambios na
composicion citoplasmatica e no metabolismo do glucdxeno,
anomalias intermedias e erros na transmision da informacion xenética.
Nunha poboaciéon de células malignas desenvolvense subpoboacions
e subclones que se distinguen en termos de invasividade, agresividade
e capacidade de metastase, aparecendo, ademais, variacidns na
relacion co estroma, diferenzas estruturais nas células en termos de
antixenicidade e/ou membrana glicoproteica e comportamentos
alterados en canto 4 invasion e a metastase, provocando diferenzas de
sensibilidade aos ciclostaticos, radiacion e outros tratamentos
antitumorais.

O xene Sox2, pertencente 4 familia de factores de transcricion SOX,
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codifica o factor de transcricion SOX2 expresado durante o
desenvolvemento embrionario. SOX2 controla a expresion de varios
xenes importantes na regulacion deste proceso, como ¢ Fgf4 na
formacion do blastocisto (Scaffidi P. and Bianchi M.E., 2001) e que
tamén se expresa no tubo neural, participando no desenvolvemento
das neuronas e da glia (Zappone M.V. et al., 2000; Ferri A. L. et al.,
2004). Trala diferenciacion, os niveis de expresion de Sox2 en
astrocitos diminden ata facerse imperceptibles, ainda que conservan a
expresion dos xenes na subfamilia SoxE (Wegner M. and Stolt C. C.,
2005; Schmitz M. et al., 2007), podendo detectarse unha reactivacion
na sua expresion en casos de lesion no tecido ou por factores
glioxénicos (Bani- Yaghoub M. et al., 2006).

Observouse que a expresion de Sox2 estd aumentada nos tumores do
sistema nervioso central de lifiaxe astroglial, oligodendroglial e
ependimal, asi como en tumores mixtos neurogliares € en tumores de
orixe embrionaria, e dita expresion correlacidnase inversamente coa
diferenciacion (Phi J. H. ef al., 2008) e positivamente co grao de
malignidade (Schmitz M. et al., 2007; Phi J. H. et al., 2008; Ma E. H.
et al., 2008). O silenciamento de Sox2 en células iniciadoras de
glioblastoma impide a stia proliferacion e inhibe a tumoroxenicidade
o que indica que Sox2 ¢ fundamental para o mantemento da
capacidade de auto-renovacion de células nai  neurais cando
adquiriron propiedades cancerixenas (Gangemi R.M. et al., 2009).
Quixemos determinar a expresion de Sox2 tanto nas nosas células en
cultivo como a nivel tisular nos tumores desenvolvidos nos ratos
SCID. Para iso realizamos tinguiduras en células que sobreexpresaban
o oncoxene HRas"'"? en presenza ou en ausencia dos xenes supresores
de tumores p53 e Rb.

Como pode verse na figura 24, a expresion de Sox2 pasa de ser
citoplasmatica a ser nuclear ao producirse a delecion dos xenes
supresores de tumores e en presenza de sobreexpresion de Ras
oncoxénico, o que ¢ indicativo de desdiferenciacion (Zappone M.V.
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et al.,2000; Ferri A. L. et al., 2004; Alcock J. et al., 2009).
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Figura 24.- Tinguidura de inmunofluorescencia. Tratamos de determina-la
localizacion da expresion de Sox2 nas células dos distintos grupos de estudo en
cultivo, p53**Rb*'*, p53**Rb** HRas""?,p53/""Rb"" e p53’'Rb"HRas""2. Observamos
que no grupo que combina o triplo evento oncoxénico detéctase expresion de
Sox2 a nivel nuclear (microfotografias de tinguidura con inmunofluorescencia
40x; a barra de escala corresponde a 100 um).

Quixemos comprobar se ocorria este mesmo cambio de lugar de
expresion nos tumores desenvolvidos nos ratos SCID e efectivamente,
observamos que a expresion de Sox2, do mesmo xeito que ocorre en
cultivo, localizase no nucleo das células (figura 25)
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Figura 25.- Tinguidura de inmunofluorescencia dos cortes histoléxicos
extraidos do tumor producido por células que combinan o triplo evento
oncoxénico. Ao igual que ocorre nos cultivos celulares, nos tumores do grupo
p53”° Rb”" HRas""? observamos expresion nuclear de Sox-2 o que implica
desdiferenciacion celular (Zappone M.V. et al., 2000) e esta asociada a un alto
grao de malignidade (microfotografias de tinguidura con inmunofluorescencia
40x; a barra de escala corresponde a 100 um).

Debido a que se describiu que a maior parte dos glioblastomas tefien
hiperactivada a via de sinalizacion de Ras (Guha A. ef al., 1997),
cofiécese tamén que a ausencia de pS3 ten un papel importante na
progresion da malignidade nos tumores de baixo grao (Zhu E. et al.,
2005), e aparece unha alteracion da funcion de Rb e p53 na maior
parte dos tumores cerebrais humanos (The Cancer Genome Atlas
Reseach Network, 2008), quixemos estudar a cooperacion que se
produce ao combinar estes eventos no avance do astrocitoma a
glioblastoma.

Tomados en conxunto, os nosos resultados permitennos concluir que a
cooperacion entre a perda de p53 e Rb ¢ suficiente para o inicio do
proceso tumoral, existe unha perda de control na proliferacion celular
e aparecen danos non reparados que provocan a transformacion
celular, véndose potenciada pola hiperactivacion da via de Ras.

O incremento observado na taxa de proliferacion celular, os cambios
na morfoloxia celular e o desenvolvemento de tumores exoxenos
seguen o mesmo patrén que os resultado obtidos anteriormente no
noso grupo no caso de combinar tanto a ausencia de Rb como de p53

94



coa hiperactivacion da via de Ras (Seoane M. et al., 2008), ainda que
a ausencia de ambolos supresores de tumores ¢ suficiente para a
tumoroxénese.

Con todo, tralo estudo de desdiferenciacion, observamos que ainda
que o patron de desenvolvemento tumoral é similar nos grupos que
carecen dos xenes supresores de tumores Rb e p53, é necesaria a
hiperestimulacién da via de Ras para que o tumor desenvolvido
adquira as caracteristicas propias dun glioblastoma. Probablemente,
isto débese a que son necesarios varios eventos oncoxénicos para
iniciar a reprogramaciéon de células diferenciadas a células
pluripotentes ou células nai pluripotentes inducidas (iPS).

Esta reprogramacion non ocorre de maneira eficaz debido a que
existen barreiras, como ¢ a activacion da resposta de dano a DNA
(DDR) e a apoptose dependente de p5S3 (Chin L. ef al., 1999) que a
impiden mesmo en células que presentan dano nos telémeros,
deficiencias na reparacion do DNA ou danos exdxenos do xenoma.
Por tanto, a eliminacién de pS3 permite unha reprogramacion eficiente
que implica a xeracion de células iPS que mantefien o dano no DNA e
as aberracions cromosémicas (Marion R.M. et al., 2009).

Un estudo recente mostra que os glioblastomas contefien células nai
de glioblastoma (GSC) que tefien un programa transcricional que
xorde da resposta aos eventos oncoxénicos (Richards L. et a/, 2021)
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CONCLUSIONS

A cooperacién entre as perdas de p53 e Rb ¢ suficiente para o inicio
do proceso tumoral.

No caso de combinar estas delecions cunha hiperactivacion de Ras
oncoxénico prodicese un incremento na perda de control da
proliferacion e dos mecanismos de reparacion do DNA.

Ademais, as células que combinan o triplo evento oncoxénico,

desenvolven un proceso de desdiferenciacion similar ao que presentan
as células iniciadoras de tumor.
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