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Resumen

La inmortalidad celular es uno de las principales caracteristicas del cancer. Las células
tumorales tienen un potencial replicativo ilimitado debido, en la mayoria de los casos, a la
actividad de la telomerasa. Esta holoenzima mantiene la longitud de los telémeros a partir
del agregado de repeticiones TTAGGG al extremo cromosémico. Dado que esta enzima se
encuentra presente en mas del 80% de los tumores sélidos, la misma se ha convertido en
un blanco interesante para el desarrollo de terapias dirigidas contra el cancer.

El cancer de mama es una de las patologias oncol6gicas mas comunes, con mas de
1.300.000 casos y 450.000 muertes anuales a nivel mundial. El tratamiento para el cancer
mamario incluye cirugia, radioterapia y terapia sistémica. Si bien se desarrollaron en las
Ultimas décadas estrategias terapéuticas muy eficaces para el cancer mamario, aquellos
tumores que se clasifican como triple negativos siguen siendo dificiles de tratar ya que se
trata de una enfermedad biol6gicamente agresiva con pocas opciones terapéuticas. Por otra
parte, mas del 90% de los tumores mamarios presentan actividad de la holoenzima
telomerasa, siendo este porcentaje ain mayor en tumores de mayor agresividad y casi nulo
en tejidos adyacentes o tumores benignos. Este escenario propicia el estudio de esta enzima
como un potencial blanco para el desarrollo de nuevas drogas para el tratamiento del cancer
mamario triple negativo.

La presente tesis presenta dos ejes principales: a) analizar cémo la Azidotimidina (AZT), la
cual presenta una comprobada eficacia en la inhibicion de la telomerasa, ejerce su accion
sobre las actividades extrateloméricas de TERT; b) el desarrollo y evaluacion de nuevos
inhibidores de la telomerasa a partir de la interrupcién de la union hTR-disquerina (DKCI) en

el ensamblado de la holoenzima.
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El primer capitulo se enfoca en las actividades extrateloméricas que presenta la telomerasa
en el desarrollo tumoral. En este area, se ha determinado que TERT, principal componente
de la telomerasa, actia como modulador transcripcional en diversas vias de sefalizacion.
Durante muchos afios se considerd que el AZT solo ejercia su accién antitumoral como
terminador de cadena. Sin embargo, no existen evidencias contundentes acerca de su
efecto sobre las actividades extrateloméricas de TERT. En funcion de lo antes mencionado,
y dada la experiencia del grupo en el estudio del AZT como inhibidor de la actividad
telomerasa, se analizé su efecto sobra las funciones no canénicas de TERT. Para esto se
evaluaron genes modulados por la via Wnt-BCatenina y NF-KB, y procesos tales como
migracion, adhesion y ciclo celular en células de carcinoma mamario murino F3I1. Los
resultados obtenidos luego de 15 pasajes con AZT (600 um) corroboran el efecto sobre la
actividad telomerasa. En torno a las actividades extrateloméricas o no candnicas, se
determin6 un descenso del 64% (p<0.05) en la transcripcion de c-myc; un efecto similar
sobre la transcripcion de cyc-dl (38%p<0.05); una caida del 80% en la expresion de tnf-a 'y
en menor medida una baja sobre la expresion de tert e i/6 (25% p<0,05 y 30% p<0,05,
respectivamente). Paralelamente se evalud el efecto sobre la migracién, alcanzando una
inhibicion del 48% (p<0.05). Ademas, se determiné el tiempo de duplicacién de las células
a distintos pasajes del tratamiento, obteniéndose un aumento de mas de 3 veces en las
células tratadas durante 15 pasajes en comparacién con el control (p<0,001). Por dltimo, se
estudio el efecto sobre ciclo celular, donde se pudieron observar cambios sutiles en las
poblaciones de las distintas fases del ciclo celular en las células tratadas con AZT. Estos
resultados nos permiten postular a dicha molécula no s6lo como un inhibidor de la actividad
telomerasa, sino también, como un posible modulador de los procesos extrateloméricos en
los cuales se encuentra involucrada.

La segunda parte aborda la busqueda y validacion de nuevos inhibidores contra la
holoenzima telomerasa. Para ello se ide6 una estrategia dirigida a desestabilizar el complejo
telomerasa a partir de la interrupcion de la union hTR-DKCI. Para llevar a cabo este trabajo
se model6 la estructura tridimensional de DKCI humana. Esta estructura se utilizé para
realizar un ensayo de screening virtual basado en docking sobre el dominio PUA de esta
proteina a partir de una biblioteca de 300.000 compuestos de tipo "drug like". A partir de este
ensayo se seleccionaron los primeros 20 compuestos que mostraron mayores valores de
afinidad para proceder a la evaluacion in vitro en la linea de adenocarcinoma mamario MOA
MB 231. Luego de 48 h de tratamiento con los compuestos denominados 10 y 15 a una
dosis 2uM, se encontré una disminucion de la actividad telomerasa del 57,3% y 54,6%
(p<0,001), respectivamente. A partir de esta informacion, se continud el tratamiento con
estos compuestos durante 55 pasajes, resultando en un acortamiento telomérico del 66% y
47% para los compuestos 10 y 15 respectivamente (p<0,001). Luego se procedi6 a evaluar

el efecto del tratamiento sobre la senescencia celular, obteniéndose para el compuesto 10
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un incremento de 4 veces en la expresion de pl6ink4a (p<0,001) y tincién positiva para la
actividad SA B-galactosidasa, no encontrandose diferencias significativas con el compuesto
15. Respecto a los marcadores de apoptosis, para el compuesto 10 se obtuvo un aumento
de 2,3 veces en la relacién bax/bc/2 (p<0,001) y un incremento del 55% en la actividad
caspasa 3 respecto a las células control (p<0,01). Estos resultados nos permiten postular al
compuesto 10 como un inhibidor novedoso de la actividad telomerasa, validando la
estrategia utilizada durante este trabajo para el desarrollo de una terapia dirigida.

En conclusidn, el presente trabajo ha permitido establecer las bases para el estudio del AZT
como modulador de las actividades extra teloméricas de TERT involucradas en el desarrollo
tumoral, mas alla de su efecto como inhibidor de la actividad telomerasa. Por otra parte,
hemos obtenido un compuesto novedoso con capacidad inhibitoria de la actividad
telomerasa, el cual present6 sus efectos sobre una linea celular de cancer de mama tipo
triple negativo. Teniendo en cuenta la informacién existente y los resultados obtenidos,
disponemos de una molécula novedosa con caracteristicas aptas para su utilizacion, como
terapia blanco especifica, en el tratamiento de cancer de mama triple negativo, con potencial

aplicacion clinica.
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“Tu trabajo va a ocupar gran parte de
tu vida, y la unica forma de estar
realmente satisfecho con lo que haces
es haciendo un gran trabajo. Y la tunica
forma de hacer un gran trabajo es
amando lo que haces. Si aun no lo
encuentras, sigue buscando. No te
conformes. Como todos los asuntos del
corazoén, sabrds cuando lo hayas
encontrado. Y al igual que cualquier
relacion importante, mejora con el
paso de los afos. Asi que sigan
buscando hasta que lo encuentren. No
se detengan.” Steve Jobs, 2005.
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Abreviaturas

aa: aminoacido.

ADME: Absorcidn, Distribucidn, Metabolismo y Excrecion.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNc: ADN copia.

ALT: Elongacion alternativa de telémeros (Alternative Lenghtening of Telomere).
ANOVA: Analisis de la varianza.

ARN: acido ribonucleico.

ARNi: ARN de interferencia.

ARNm: ARN mensajero.

ARNr: ARN ribosomales.

AZT: Azidotimidina.

CDK: Quinasa dependiente de ciclina.

Cyc: Ciclina.

DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol.

DBVS: Screening virtual basado en docking.

DC: Disqueriatosis congénita.

DKC1: disquerina.

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium.

DMSO: Dimetilsulféxido.

EMT: Transicidn epitelio mesenquimal.

ER: Estrégeno.

FDA: Food and Drug Admnistration (USA).

HER2: Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano.
hTERT: subunidad catalitica de la telomerasa humana.
hTR: ARN molde de la telomerasa humana.

ICs0: Concentracion inhibitoria 50.



IL: Interleuquina.

Kcal: Kilocaloria.

MMP: Metaloproteasa de Matriz.

MTT: Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol.
NCBI: National Center for Biotechnology Information (USA).
NIH: National Institutes of Health (USA).

NLS: Sefial de localizacién nuclear.

NRTI: Nucleésidos inhibidores de transcriptasa reversa.
NSCLC: Carcinoma pulmonar de células no pequefias.
PBS: Buffer fosfato salino.

PDB: Banco de datos de proteinas.

PIN1X: PIN2/TRF1-interacting telomerase inhibitor 1

PR: Progesterona.

gPCR: PCR cuantitiva.

RNP: Ribonucleoproteina.

SABgal: B galactosidasa asociada a senescencia.

SEM: Error estandar de la media.

SFB: Suero fetal bovino.

SnoRNA: ARNs pequeiios nucleolares.

SnoRNP: Ribonucleoproteinas pequefias nucleolares.
TANK: Tanquirasa

TERRAs: ARNs contenedores de repeticiones teloméricas.
TERT: Subunidad catalitica de la telomerasa.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TR: ARN molde de la telomerasa.

TRF: Factor de union a repeticiones teloméricas.

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.
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Generalidades del Cancer

El término genérico “cancer” representa a un a un extenso grupo de mas de 100
enfermedades que pueden afectar casi a cualquier estructura del organismo. La caracteristica
principal de las células transformadas es el crecimiento anormal y aumentado, el cual da lugar a la
formacidn de un tumor. Sin embargo, no todos los tumores son malignos. Las neoplasias benignas son
aquellas que se circunscriben a la localizaciéon original presentando un limite definido en la
arquitectura tisular que las rodea, mientras que las neoplasias malignas estdn originadas por células
agresivas con capacidad de invadir los tejidos circundantes, diseminarse y formar focos metastasicos

en sitios distantes (Bal De Kier Joffe E, 2008).

En 2012 el cancer fue responsable de 8.2 millones de muertes estimadas a nivel mundial.
Argentina se encuentra dentro del rango de paises con incidencia de cdncer media-alta, de acuerdo a
las estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de Investigacién sobre Cancer (IARC) para
2012 (Ferlay J, 2013). Segun los datos publicados por el Instituto Nacional del Cancer, el volumen mas
importante de casos estimados en Argentina corresponde al cancer de mama con mas de 18.700 casos
nuevos por afo (18% del total y 36% del total de casos en mujeres). En incidencia, el cdncer de mama
es seguido por el de prostata (13% del total), el de colon y recto (10.5%) y pulmén (10%)

(http://www.msal.gov.ar/inc/acerca-del-cancer/incidencia/).

El cdncer se caracteriza por ser una enfermedad compleja en donde intervienen diferentes
factores. Los tumores comparten ciertas capacidades bioldgicas que se manifiestan o son adquiridas
a lo largo de su desarrollo. Entre estas capacidades se encuentran: capacidad proliferativa sostenida;
insensibilidad a sefiales inhibitorias de crecimiento; resistencia a la muerte celular; capacidad de
inducir angiogénesis; activacion de los procesos de invasidn y metastasis; e inmortalidad replicativa
ilimitada. A estas caracteristicas esenciales se agrega la inestabilidad gendmica que presentan éstas
células y la capacidad de reprogramar el metabolismo celular y de evadir la respuesta inmune del
organismo. Ademas, los tumores exhiben otro grado de complejidad al contener un repertorio de
células aparentemente normales, las cuales contribuyen a la adquisicién de estas caracteristicas
mediante la creacidn del “microambiente tumoral”, contribuyendo al desarrollo del fenotipo
transformado. La aplicacién de todos estos conceptos constituyd la base para el desarrollo de nuevas
drogas y estrategias para el tratamiento del cancer humano (Imagen 1, Hanahan D y Weinberg RA,

2011).

17



Inhibidores de la
Glicdlisis Aerébica

Miméticos
Proapoptéticos BH3

Inhibidores de
PARP

Resistencia
— 3 la muerte
celular

72, Y
Inestabilidad ‘%
Gendmica .

Y Mutacion

-~

Inhibidores
de EGFR

Inhibidores de Quinasas

dependientes de Ci

clinas

\

Sefal
Proliferativa
Sostenida

Induccidn de
Angiogénesis

!

|

Evasion de
Supresores del
crecimiento

Activacion de
Invasion y metéstasis

I

Inhibidores de la
Sefializacion VEGF

Inhibidores
HGF/c-Met

Activacién Inmune
Anti-CTLA4

r’e

Evasion
Destruccién
inmune

Inincstalidad Inhibidores de
Replicativa <=

Activada Telomerasa

Inflamacion
promovida por
tumor

~N

Drogas antinflamatorias
selectivas

Imagen 1. Terapias Dirigidas contra las principales caracteristicas del Cancer. Distintas estrategias
que fueron utilizadas para el desarrollo de drogas que ataquen a cada una de las caracteristicas
adquiridas por las células, que promueven el desarrollo tumoral (Adapatado de Hanahan D y
Weinberg RA, 2011)

Cancer de mama

El cdncer de mama es uno de los tipos de cancer mas comunes con mas de 1.300.000 casos y
450.000 muertes anuales a nivel mundial (Banin Hirata BK, 2014). Las neoplasias mamarias
constituyen una enfermedad heterogénea que difiere de manera signficativa entre pacientes
(heterogeneidad intertumoral) como asi también dentro del mismo tumor en cada individuo

(heterogeneidad intratumoral) (Turashvili G, 2017).

Existen varias clasificaciones propuestas para el cancer de mama. Las mismas se basan en sus
caracteristicas invasivas, su histologia, ocurrencia y perfil molecular. Basado en el sitio de ocurrencia,
los tumores pueden ser clasificados como lobulares (sitiados en los lI6bulos mamarios) o ductales
(sitiados en los ductos mamarios). Los carcinomas también pueden surgir a partir de células epiteliales
invasivas (carcinoma medular), células productoras de mucosa (carcinoma mucinoso), o como un
subtipo de carcinoma ductal invasivo (carcinoma tubular). Tradicionalmente, el cdncer de mama ha
sido clasificado mediante la detecciéon inmunohistoquimica de receptores asociados a distintas

funciones celulares. Los tumores derivados de células luminales son el grupo mas comun dentro de
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los distintos tipos de cancer de mama, representando aproximadamente el 70% de los casos de cancer
mamario. Los mismos expresan los receptores hormonales para estrégeno (ER), progesterona (PR) o
tienen amplificado el receptor HER2/ErbB2 (del inglés, Human epidermal receptor growth factor 2).
Los tumores que sobreexpresan HER2 son considerados de mayor malignidad, sobreexpresando otros

genes como grb7y pgap3 y pudiendo presentar mutaciones en el gen p53 (Velloso F, 2017)

Los tumores que carecen de la expresion de los receptores ER, PR y HER2 son referidos como
cancer mamario triple negativo, los cuales derivan en su mayoria de células basales. El perfil molecular
de expresién génica también ha redefinido a los distintos subtipos como luminal A, luminal B,
enriquecimiento en HER2 y simil basales. Esta clasificacion presenta cierto grado de paralelismo con

las categorias inmunohistoquimicas (Velloso F, 2017).

Por ultimo, recientemente se ha sumado una clasificacidon basada en claudinas para cancer
mamario. Las mismas constituyen una familia de proteinas presentes exclusivamente en las uniones
estrechas de las células epiteliales. Los tumores con baja expresidén de claudinas, que ademas carecen
o presentan baja expresion de E-cadherina, son mas heterogéneos que los subtipos basales y luminal
A, ademds de presentar mayor infiltracién linfocitica, tumores de mayor tamafio y alta expresion de
marcadores mesenquimales, entre sus principales caracteristicas (Velloso F, 2017). En la Tabla 1 se
observa un resumen de las clasificaciones moleculares e histoldgicas para los distintos subtipos de

cancer de mama.

Clasificacion basada en sitio de ocurrencia Clasificacion basada en biomarcadores

Carcinoma in situ Subtipo Estado del biomarcador Prondstico Prevalencia
Lobular Luminal A ER+/PR+/HER2-/Ki67- Bueno ~30%
Ductal Luminal B ER+/PR+/HER2-/Ki67+ Intermedio ~20%
Carcinoma Invasivo (Infiltrante) Luminal B ER+/PR+/HER2+/Ki67+  Pobre ~10%
Medular HER2 enriquecido ER-/PR-/HER2+ Pobre ~15%
Mucinoso TN/ Basal ER-/PR-/HER2- Pobre .10%
Ductal Claudina baja ER-/PR-/HER2-/Claudina- Pobre ~10%
Lobular Normal ER+/PR+/HER2-/Ki67- Intermedio ~5%
Tubular

Tabla 1. Clasificacion de los subtipos de cédncer de mama, basados en el sitio de ocurrencia y/o en
biomarcadores.

Si bien estas caracteristicas histopatologicas y/o gendmicas permiten realizar un diagndstico
y disefar una estrategia terapéutica, la causa de muerte en mas del 90% de estas pacientes no es el
tumor primario, sino las metdstasis en sitios distantes. Los sitios metastdsicos mas frecuentes para

tumores primarios mamarios son hueso, pulmén, higado y cerebro (Melzer C, 2017).
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Aproximadamente 10-15% de los pacientes con cancer de mama desarrollan metastasis dentro de los
primeros 3 afios de la deteccion inicial de tumor primario, aunque existen abundantes casos en los
que la manifestacién de metastasis se da a tiempos mayores a 10 o 15 afios posteriores al primer

diagnodstico (Sun YS, 2017).

Terapéutica actual del cancer mamario

En la actualidad, el tratamiento primario para el cancer mamario es la cirugia. Luego se
incluyen la radioterapia y terapia sistémica, en sus diversas formas. La terapia elegida estd basada en
la determinacién de la expresion de los receptores mencionados por inmunohistoquimica (IHQ)
(Schnitt SJ, 2010). Existen diferentes tipos de terapias sistémicas para el cancer mamario:

guimioterapia, terapia hormonal y terapia dirigida.

La quimioterapia adyuvante basada en antraciclinas se convirtié en la mds utilizada desde los
afos 1990s. Dentro de este grupo se pueden encontrar a la Doxorubicina y la Epirubicina. Estos
agentes se los combina con taxanos, tales como el Docetaxel o el Paclitaxel, la Ciclofosfamida, y
también con 5-fluorouracilo (Perez E, 2005). Actualmente se utiliza quimioterapia como

neoadyuvante, adyuvante y en escenarios metastasicos (Patel SA y DeMichele A, 2017).

La terapia hormonal se basa en la presencia de los receptores de estrogeno y/o progesterona
en los tumores, permitiendo la utilizacion del antagonista estrogénico Tamoxifeno y de los inhibidores
de aromatasa que bloquean la sintesis de estrégeno, como el Anastrazole y el Letrozole. Los agentes
antihormonales concomitantes con quimioterapia son la estrategia terapéutica mas utilizada para
tumores mamarios ER+ y PR+. También se utiliza como tratamiento de segunda linea el Fulvestrant,

un antagonista puro del receptor de estrégeno (Lukong KE, 2017).

Con respecto a las terapias dirigidas, se destaca la utilizacion del anticuerpo monoclonal anti
HER2 Trastuzumab, para aquellos tumores mamarios que presentan la amplificacion en este gen.
También se aprobd como tratamiento de primera linea la combinacién del anticuerpo monoclonal anti
VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular) Bevacizumab con paclitaxel en pacientes con
cancer mamario metastasico HER2 negativos. También se probaron inhibidores de tirosina quinasa
para el tratamiento de cancer mamario. Un ejemplo de ellos es el inhibidor Lapatinib, que es inhibidor

de HER1 y HER2 (Rubovszky G y Horvath Z, 2017).

Respecto a los tumores con caracteristicas triple negativo, la quimioterapia continlda siendo
el tratamiento pilar, dando como resultado pacientes con remisiéon completa de la enfermedad luego

de la quimioterapia neoadyuvante, incluyendo un prondstico favorable a pesar de la agresividad
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inherente a este subtipo tumoral. Sin embargo, los pacientes que son menos respondedores a la
quimioterapia, tienen un pronéstico desfavorable evidente, con altas tasas de recurrencia y
mortalidad. Este escenario es el reflejo clinico de la falta de potenciales blancos en los tumores
mamarios triple negativo, lo cual refuerza la busqueda y desarrollo de nuevos blancos y drogas para

el tratamiento de este tipo tumoral (Marhold M, 2016).

Durante los ultimos afios se han desarrollado varias terapias contra blancos especificos para
distintos tipos tumorales. Los desarrollos recientes han contribuido al estudio de protocolos de
tratamientos mds especificos para los pacientes con cancer de mama. Sin embargo, uno de los
principales desafios que se presentan en la actualidad es el de resolver los mecanismos de resistencia
de la célula, los cuales se desarrollan poco tiempo después del comienzo del tratamiento. Entre estos
mecanismos se encuentra la resistencia a la terapia enddcrina, a inhibidores de tirosin quinasa, a
factores antiangiogénicos, etc. Una de las estrategias mas prometedoras para el tratamiento de estos
mecanismos es la combinacidn de drogas que ataquen diferentes vias de sefalizacién, generando una
accion sinérgica sobre el bloqueo de las rutas de escape para la célula y minimizando la aparicién de
mecanismos de superviviencia. Actualmente se estan realizando distintos ensayos clinicos para el
tratamiento de estos tumores resistentes, en los cuales se combinan distintos agentes

quimioterdpicos con terapias dirigidas (Masoud V, 2017).

Teldbmero y Telomerasa

Hace mads de 70 anos Miiller y McClintock establecieron que los extremos de los cromosomas
eucariotas poseian una estructura especial necesaria para mantener la integridad de los cromosomas,
a los que llamaron 'telomeros' (Palm W, 2008; Martinez P 2011). Pocos afios después, McClintock
demostré que los teldmeros poseen una funcion esencial para proteger la fusidn de los extremos de
los cromosomas. Décadas mas tarde, diferentes técnicas moleculares revelaron que los extremos de

los cromosomas consistian en repeticiones ricas en guanina (Chong L, 1995).

Cuando la célula se divide, se copian todos sus cromosomas de modo que cada célula hija
recibe una copia idéntica de todos los cromosomas. En cada ronda de replicacién el ADN telomérico
pierde un determinado numero de bases debido a la imposibilidad de la ADN polimerasa de concluir
por completo el proceso de copia. De este modo, los telémeros terminan limitando la cantidad de
veces que una célula se puede dividir, ya que la proliferacién celular se frena cuando la longitud de los
telémeros alcanza un valor critico que conlleva a la muerte de las células y, consecuentemente, a la
degeneracién tisular relacionada con el envejecimiento. Sin embargo, una alternativa es que ese

mismo proceso induzca la transformacidon tumoral, activando los mecanismos moleculares de
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mantenimiento de la longitud de los telémeros. Este mecanismo estd mediado principalmente por la
holoenzima telomerasa, un complejo ribonucleoproteico que es capaz de unirse al telémero y
alargarlo, afiadiéndole secuencias teloméricas, con lo que se logra evitar el desgaste de las estructuras
protectoras en esos tipos celulares y alcanzar una capacidad de proliferacién ilimitada (Bianchi A,

1999).

Arquitectura funcional de los telémeros

El término teldmero hace referencia a un gran complejo nucleoprotéico que se encuentra en
los extremos de los cromosomas, donde su estructura es diferente del resto de la cromatina
(Smogorsewska A, 2000). Los telomeros funcionales son estructuras estables que no estan sujetas a
degradacion, recombinacién o fusidon con extremos de otros cromosomas, por lo que no son censados
por los sistemas de reconocimiento de dafo de ADN, aunque técnicamente, un extremo cromosémico
constituya un corte en la doble cadena de ADN (Karlseder J, 1999). EI ADN telomérico de
practicamente todos los organismos eucariotas consiste en secuencias cortas y repetitivas. La
secuencia primaria y la organizacién de estas repeticiones, es muy conservada en la mayoria de las
especies, ya que tales repeticiones suelen contener grupos de tres o mas G, siendo la cadena que los

contiene la que constituye el extremo 3 'de los cromosomas (Van Steensel B, 1997).

El nimero de repeticiones en los teldmeros varia ampliamente entre los diferentes
organismos y también entre los correspondientes a un mismo organismo. Para todos los vertebrados,
incluyendo los seres humanos, la secuencia repetitiva es d(TTAGGG) (Van Steensel B, 1998). La
extension de los teldmeros individuales puede variar desde pocos kb, como en algunas lineas celulares
transformadas, o superar los 100 kb, por ejemplo en algunas células de ratéon. La mayor parte de ese
ADN esta organizado en nucleosomas y s6lo la parte mds distal se puede encontrar en una
conformacién diferencial como cromatina no nucleosémica, siendo andloga a la estructura que se

encuentra en los telémeros de levadura o Tetrahymena (Gong Y, 2010).

La cadena de ADN telomérica rica en G esta siempre orientada en sentido 5'-3' hacia la parte
terminal del cromosoma, con el extremo 3" extendido en aproximadamente 200 nucleétidos como
consecuencia de la replicacién terminal (Lee CC, 2001). El extremo 3' extendido rico en G puede formar
estructuras complejas de los telémeros, denominados G-quadruplex, los cuales cumplen como
funciones principales la proteccidn telomérica y la localizacién de la telomerasa (Moye AL, 2015).
Estas estructuras pueden adoptar diferentes conformaciones, y se mantienen unidos por planos
cuadrados de cuatro guaninas que interactuan mediante el apareamiento alternativo de enlaces de

tipo Hoogsteen (Martinez P, 2010; Takai KK, 2011). En este tipo de interaccidn, dos nucleobases
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pertenecientes a cadenas distintas, interacttan a través del surco mayor mediante el establecimiento

de puentes de hidrégeno (Rhodes D, 2015).

La formacion de tales estructuras en los telémeros puede ser un problema para la replicacién
del ADN y el mantenimiento de los telémeros. Los telémeros forman grandes estructuras llamadas
bucles de los telémeros, o T-bucles que sirven para secuestrar el extremo terminal de los cromosomas.
Aqui, el ADN de una sola hebra se enrosca alrededor de un largo circulo estabilizado por proteinas de
union al telomero. Al final del T-bucle, el ADN telomérico de una sola hebra se entrelaza con una
regién de ADN doble cadena dando lugar a una estructura de triple hebra denominada bucle de

desplazamiento o D-bucle (Imagen 2) (Takai KK, 2011).

RGN
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[ Imagen 2. Estructura de T-bucle y D-bucle del extremo telomérico, unido a la shelterina.

Complejo proteico relacionado al telémero

A pesar que la funcidn de los telémeros se conserva en diferentes organismos, la arquitectura
y la composicién de las proteinas con las que interactdan son muy variadas y supone haber cambiado
rapidamente a lo largo de la evolucidn (Tejera AM, 2010). En los seres humanos, los telémeros se
articulan con un complejo de seis proteinas llamado shelterina o complejo protector, compuesto por
TRF1y TRF2 que a su vez interactdan con RAP1, TIN2, TPP1 y POT1 para asociarse al ADN telomérico
de doble y simple cadena (Baumann P, 2010). La shelterina impide la activaciéon de un Mecanismo de
Reparacion de ADN (MRA) en los extremos de los cromosomas y actla en la regulacién de la actividad

de la telomerasa (Tejera AM, 2010).

En las células humanas, las proteinas de interaccidn con los teldémeros mas conocidas son TRF1

y TRF2 (del inglés, Telomeric Repeat Binding Factor 1y 2). El primero en ser identificado fue TRF1
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(Schoeftner S, 2008). La secuencia C-terminal de esta proteina reconoce especificamente un
fragmento de ADN telomérico y actia como regulador negativo de la longitud telomérica. TRF2 es
otro regulador negativo de la longitud telomérica (Nergadze SG, 2009) y tiene funciones como
estabilizador de la secuencia G repetitiva que sobresale y es capaz de prevenir fusiones teloméricas
(De Lange T, 2005; Hsiao SJ, 2008). Las proteinas TRF1y TRF2 restringen la actividad de la telomerasa,
inhibiendo la elongaciéon de los teldmeros. Ademas, estan involucradas en las vias de las ATM (del
inglés, ataxia-telangiectasia mutated) y ATR (ataxia-telangiectasia and Rad3 related) quinasas, las
cuales son las encargadas de orquestar la via de sefializacién de respuesta al dafio de ADN (Chen Y,

2008).

En los telédmeros humanos TRF2 recluta a la proteina RAP1 (del inglés, Human Repressor
Activator Protein), la cual protege los extremos teloméricos del ataque propiciado por los mecanismos
de reparacién del ADN. Se ha reportado que su sobreexpresion causa alargamiento telomérico (Zhou
XZ, 2001). RAP1 es un componente del complejo shelterina en los teldémeros de mamiferos, pero su
papel in vivo en el mantenimiento de la longitud telomérica aldn requiere de mayor investigacion

(Janougkova E, 2015, Cai Y, 2017).

Otro de los componentes de la shelterina es la proteina POT1 (del inglés, protection of
Telomeres Protein-1). POT1 actla como un regulador de la longitud telomérica dependiente de
telomerasa y colabora en la formacién de la estructura D-bucle en la estabilizacién telomérica. El
silenciamiento de POT1 mediante ARNi induce el alargamiento telomérico y la inestabilidad gendmica.
POT 1 protege el ADN telomérico simple cadena mediante la heterodimerizacion con TPP1,

contribuyendo a la formacion del T-bucle en asociacion con TRF2 (Patel TN, 2015).

TPP1 (del inglés, Tripeptidyl-peptidase 1) es una proteina necesaria para el reclutamiento de
la telomerasa in vivo. Ademas posee una funcion dual en la proteccién y la elongacion de los
teldmeros, dando lugar a la preservacidn de la funcién del telémero y a la prevencidn de la aparicién
temprana de enfermedades degenerativas (37). Esta proteina presenta un papel importante en la
regulacion de la longitud telomérica ya que actia como un activador o inhibidor de la telomerasa

dependiendo de la posicion de POT1 en el extremo 3' extendido (Latrick CM, 2010).

TIN2 (del inglés, TRF1/ TRF2 Interacting Nuclear Protein-2) es un componente central de la
shelterina. Esta proteina es la encargada de conectar a las proteinas TPP1 y POT1 con los otros
componentes y estabilizar a TRF1 y TRF2 en los telémeros. TIN2 presenta dos isoformas derivadas de
splicing alternativo, de las cuales aun se desconoce sus diferencias a nivel funcional. La actividad de
TIN2 esta regulada indirectamente por TRF1, contribuyendo a la regulacién de longitud de los

telémeros (Patel TN, 2015).
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En la Imagen 3 se puede observar un esquema representativo de la estructura de la shelterina

interactuando con el extremo telomérico.

hTERT-hTR

[ Imagen 3. Estructura de la shelterina y sus componentes en el extremo telomérico. ]

Otro factor estructural que determina la funcién del telémero es la presencia de ARNs
denominados TERRAs (del inglés, telomere repeat containing RNAs). Estos ARNs se crean a partir de
las regiones subteloméricas. Se cree que la transcripcién de TERRAs esta mediada por TRF1, a partir
de una interaccién con la ARN polimerasa Il. Funcionalmente los TERRAs estan implicados en la
formacidn de heterocromatina telomérica, la proteccion de los telémeros y la regulacion negativa de
la telomerasa, ya que pueden hibridar con el ARN de la telomerasa con alta afinidad e interactuar con

la subunidad catalitica hTERT (Deng Z, 2009).

Los componentes de shelterina se asocian cuantitativamente con los telémeros, requieren las
repeticiones 5’-TTAGGG-3’ para el montaje y estan presentes en los telémeros durante todo el ciclo
celular. Sin embargo, la shelterina ejerce sus funciones en los telémeros a través del acople transitorio
de factores accesorios (Patel TN, 2015). Entre estos factores asociados se destaca principalmente la
tankirasa (TANK), asociada a TRF1 y TRF2. La tankirasa se une a TRF1 y anade cadenas de poli-ADP-
ribosa a los residuos de glutamato (42). Esta modificacién post-traduccional conduce a una
disminucion en la afinidad de TRF1 para el ADN, y en la degradacion proteosomal de la proteina. Por
lo tanto, TANK es un regulador positivo de la longitud de los teldmeros a través de su accion de
eliminar eficazmente TRF1 de los telémeros. Existen dos tipos de TANK, las cuales presentan grados

de homologia y funciones similares. (Seimiya H, 2006).

PINX1 (del inglés, PIN2/TRF1-interacting telomerase inhibitor 1) es un inhibidor indirecto de
la telomerasa, ya que esta funcién se desarrolla por interacciéon con TRF1 cuando se encuentra
asociado a la telomerasa. La unién con TRF1 es muy especifica, mientras que con TRF2 no se ha
encontrado asociacidén detectable. PINX1 es capaz de interactuar simultaneamente con la subunidad

catalitica de la telomerasa proporcionando a la enzima un enlace fisico con TRF1. Se ha demostrado
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que PINX1 es capaz de mediar en el control de longitud de los telémeros a través de la inhibicién de

la telomerasa, con el consecuente acortamiento telomérico (Cheung DH, 2012).

También hay factores asociados a TRF2, entre los que se destacan Apollo, el complejo MRN,
WRN/FEN1 y ORC complejo TERRA. La interaccion de Apollo con los telémeros es completamente
dependiente de TRF2, y presumiblemente contribuye a la formacién del extremo 3’ extendido en la
cadena lider de los telémeros, y la replicacion eficaz a través del tracto telomérico (Sarthy JF, 2010).
Otro factor asociado a TRF2 es el complejo MRN (Mre11-Rad50-Nbs1) con una accidn similar a Apollo.
El complejo MRN también podria promover la elongacidn de los telémeros por la regulacién negativa

de TRF1 (Lamarche BJ, 2010).

WRN (Proteina Werner) y FEN1 (Flap Endonucleasa 1) actian como una pareja uniéndose
ambos a TRF2. Las mutaciones en el locus WRN se asocian con el sindrome de Werner, un cuadro
caracterizado por el envejecimiento prematuro, alta incidencia de diabetes y enfermedades
cardiovasculares, asi como un fenotipo celular de senescencia prematura, alta inestabilidad

cromosomica y disfuncion de los teldmeros (Saharia A, 2008).

La interaccion del ORC (del inglés, origin recognition complex) con el ARN TERRA genera un
complejo capaz de evitar defectos replicativos a nivel telomérico. Ademas la presencia de TERRAs le
brinda estabilidad a una interaccion entre TRFs y ORC formando un complejo ternario. El agotamiento
de TERRA conduce a un cambio en la estructura de la cromatina detectable por modificaciones de las
histonas. Actualmente, se considera que los TERRA son importante para el mantenimiento de la

heterocromatizacion de los telémeros (Deng Z, 2007; 2009).

Ademas de los sitios de anclaje situados dentro de la propia telomerasa, se ha sugerido que
las proteinas asociadas con la telomerasa poseen un vinculo fisico con componentes del complejo

shelterina, lo que proporciona nueva informacidn sobre el mecanismo de sintesis de los telomeros.
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Arquitectura funcional de la telomerasa

En la mayoria de los mamiferos, el mantenimiento de la longitud telomérica se lleva a cabo
principalmente por una retrotranscriptasa especifica, llamada telomerasa, que inicialmente se
identific6 en ciliados. La holoenzima telomerasa humana cataliticamente activa es una
ribonucleoproteina (RNP) que se encuentra compuesta por la subunidad catalitica hTERT y por el ARN
molde, denominado hTR. hTERT es una proteina con 4 dominios altamente conservados: dominio
telomerasa N-Terminal (TEN); dominio de unién a TR (TRBD); dominio retrotranscriptasa y extension
C-terminal (CTE). El dominio retrotranscriptasa contiene el sitio activo de la enzima telomerasa, el cual
muestra una clara homologia con los dominios de transcriptasas reversas de retrotransposones o
retrovirus. Por otra parte, hTR es el molde que permite la transcripcién reversa mediada por la
telomerasa. El mismo se presenta de distintas formas entre los organismos, pero en todos los casos
conserva 4 regiones: el sitio molde; una regién “pseudoknot”; una secuencia tipo loop de interaccion
con hTERT y un elemento 3’ requerido para la estabilidad del ARN. (Schmidt JC, 2015). Ademas de
estas subunidades, varias otras proteinas son necesarias para el ensamblaje in vivo, el trafico
subcelular y la asociacién al telémero de la holoenzima telomerasa funcional. Una caracteristica a
destacar en la formacién del complejo es el rol de la disquerina pseudouridina sintasa (DKC1), la cual
a través de su dominio PUA, interactla y permite la correcta disposicién espacial del hTR maduro.
Luego se asocia con las proteinas nucleolares denominadas NOP10, NHP2 y la chaperona NAF1, la cual
es reemplazada por GAR1 en el complejo maduro. Estas proteinas son indispensables para la actividad
telomerasa, ya que de las mismas depende el correcto ensamblaje de la holoenzima. Luego de la
biogénesis de este complejo, una fraccion del mismo forma un complejo con hTERT mediante
multiples interacciones ARN-proteina (Vogan J, 2015). Varios reportes indican que hTERT se asocia con
las chaperonas HSP90 y P23 como asi también con las ATPasas Pontina y Reptina. HSP90 y P23
interactuan con la telomerasa madura, favoreciendo la actividad de la misma. En contraste con estas
proteinas, Reptina y Pontina se asocian a un conjunto de hTERT que todavia no se ha incorporado
dentro de la RNP enzimaticamente activa, sugiriendo un potencial rol en el ensamblaje de Ia
telomerasa. Otra de las proteinas del complejo es TCAB1 (del inglés, Telomerase Cajal Body protein 1),
la cual no es requerida para la actividad enzimdtica, pero es esencial en el trafico intracelular de la
telomerasa hacia los cuerpos de Cajal, en donde es ensamblada. (Schmidt JC, 2015). En la Imagen 4 se

encuentra representada la holoenzima telomerasa.
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[ Imagen 4. Estructura de la holoenzima telomerasa y proteinas asociadas. ]

Mantenimiento celular de los teldmeros

Una funcién fundamental de los telémeros es la de actuar como amortiguador en la erosién
de los extremos de ADN cromosdmico debido al problema de la replicacidon terminal. Las ADN
polimerasas convencionales son unidireccionales y no pueden copiar todas las bases en el extremo 3'
después de la eliminacién del cebador. Como resultado, en cada ciclo de replicacion el cromosoma no
puede ser sintetizado por completo y se pierde el extremo 3’. De no resolverse el problema replicativo,
el contenido genético completo no podria transferirse de generacién en generacion. Como
consecuencia, todas las especies deben tener, al menos a nivel de las células germinales, un

mecanismo que permita la replicacion completa de sus genomas (Mengual Gémez, 2014).

Diferentes organismos han adquirido evolutivamente distintos métodos para prevenir la
pérdida del ADN en los extremos de sus cromosomas, sin embargo, la mayoria de los mamiferos usan

una retrotranscriptasa especifica recién descripta, denominada telomerasa.

Existen células que carecen de actividad telomerasa, pero son capaces de mantener o alargar
sus teldmeros por medios alternativos, a los que se denominaron ALT (del inglés, Alternative

Lengthening of Telomeres). Aproximadamente entre el 5%y 15% de los tumores humanos utilizan esta
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estrategia para la mantencién de la longitud telomérica (Heaphy CM, 2011). El mecanismo de este
proceso sugiere estar basado en la replicacion por recombinacién homdéloga dependiente de ADN. Las
principales caracteristicas de las células que presentan ALT son: ausencia de actividad telomerasa;
heterogeneidad en la longitud telomérica; formaciéon de promielocitos asociados a ALT; cuerpos
nucleares y una gran frecuencia en el intercambio de cromatidas hermanas teloméricas (Jeitany M,

2017).

El alargamiento de los teldémeros por la telomerasa es un proceso que ocurre en diferentes
etapas (Imagen 5). En primer lugar, los nucleétidos del extremo 3' del ADN telomérico se hibridan con
el extremo de ARN molde en el interior del componente hTR del complejo telomerasa. La secuencia
molde de 11 nucledtidos es complementaria a casi dos repeticiones teloméricas. En segundo lugar, la
brecha en el extremo del molde se completa por sintesis, utilizando nucledtidos trifosfato en el sitio
catalitico de la enzima (hTERT). Por Gltimo, la cadena sintetizada se transloca en direccién 5' con el fin

de permitir la formacidn de una nueva brecha y la repeticién del ciclo (Mengual Gomez, 2014).

Unién primer
Disociacion

Extremo Telémero

Adicién Nucleotidica,
Translocacion |

jacion

Disoc

Sintesis de una
repeticion telomérica

5

[ Imagen 5. Mecanismo de elongacién telomérica mediado por la holoenzima telomerasa. ]

Mecanismos involucrados en la regulacion telomérica:
Senescencia y Apoptosis

La senescencia celular fue descripta por primera vez por Hayflick y Moorhead como la pérdida
progresiva e irreversible del potencial proliferativo de células somaticas humanas. Este fendmeno es

caracterizado no sélo por la pérdida de capacidad replicativa, sino también por una serie de cambios
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dramdticos en la morfologia celular, expresion génica, metabolismo, epigenética y otros procesos (van
Deursen JM, 2014). Se trata de un fenotipo estable, con células senescentes capaces de mantenerse

en cultivo por una gran cantidad de tiempo luego del arresto inicial (Victorelli S, 2017).

Hasta ahora, la mejor explicacion para la senescencia replicativa es el acortamiento
telomérico. Estas zonas, como se ha mencionado anteriormente, son zonas que se encuentran en los
extremos de los cromosomas, compuestas por repeticiones de ADN asociadas a proteinas. En la
década del 90, se demostroé que las regiones teloméricas se acortaban gradualmente con cada division
celular, y que esto se correlacionaba con la induccién de senescencia celular (Harley CB, 1990). De
manera determinante, se evidencié que la expresién ectépica de la holoenzima telomerasa,
contraataca el acortamiento telomérico dirigido por la division celular, evitando la entrada en
senescencia (Bodnar AG, 1998). De esta manera, se demostraba que la longitud telomérica es un
factor limitante en el arresto senescente, jugando un papel principal en este proceso y dando origen

al concepto de senescencia replicativa.

Si bien la senescencia replicativa es una de las explicaciones mas relevantes, el proceso de
senescencia celular se puede disparar por otros factores. Entre ellos se encuentra el stress oncogénico,
generado por la sobreexpresién de oncogenes tales como RAS, RAF, PI3K, etc; como asi también por
el silenciamiento de genes supresores de tumor, como PTEN o pRB. Otros factores son agentes
externos que dafien al ADN, como la radioterapia o la quimioterapia, especies reactivas de oxigeno

(ROS), dafio al ADN no resuelto, etc. (Yaswen P, 2015)

Mas alla del arresto del ciclo celular, las células senescentes presentan cambios dramaticos
en lo que respecta a expresion génica, metabolismo, epigenoma, y de manera muy relevante, el perfil
de secrecidn, conocido como Fenotipo Secretorio Asociado a Senescencia (SASP, del inglés
Senescence-Associated Secretory Phenotype), el cual media las interacciones entre las células
senescentes y las aledafias (Coppé JP, 2008). Este fenotipo incluye la secrecidn de citoquinas
proinflamatorias, factores de crecimiento, proteinas degradadoras de matriz y reclutamiento de
células del sistema inmune, mecanismo por el cual la célula senescente sefiala la limpieza de sus

propios detritos, y estimula las células progenitoras para la regeneracion tisular.

En cuanto al fenotipo de las células senescentes, las células adherentes que crecen en cultivo
experimentan varias alteraciones morfoldgicas, tales como el aplanamiento, vacuolizacién vy
acumulacién de granulos de stress. El aumento en el tamano celular relativo a las células en
proliferacién se asocia a una continuacién de procesos anabdlicos, como lo son la sintesis de
membrana y proteinas en las células senescentes que abandonaron el ciclo celular. Las células

senescentes expresan de manera rutinaria la B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-Bgal) y
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pl6ink4a, un inhibidor selectivo de las quinasas dependientes de ciclinas CDK4 y CDK6. Ademas,
también secretan varias citoquinas y otras moléculas de sefializacion como Interlequinas 1, 6, 8, el
factor de crecimiento del endotelio vascular A (VEGFA) y metaloproteasas de matriz (MMPs).
Adicionalmente, una caracteristica prominente de muchas células senescentes es la activacién

persistente de respuesta por daiio al ADN (Sharpless N, 2015)

El otro proceso involucrado en la regulacién telomérica es la apoptosis. La misma es un tipo
de muerte celular programada que se caracteriza por protuberancias en la membrana plasmatica
(blebbing), contraccién celular, fragmentacion nuclear, condensacién de la cromatina y fragmentacién
del ADN cromésico. Existen dos vias de sefializacién apoptéticas bdsicas: Las vias extrinseca e
intrinseca. La via intrinseca se activa por varios estimulos intracelulares, los cuales incluyen el dafio al
ADN, la deprivacion de factores de crecimiento y el stress oxidativo. Esta via se basa en la formacién
de un complejo denominado apoptosoma, compuesto por la procaspasa 9, Apaf-1 (del inglés,
apoptotic protease-activating factor) y el citocromo C. Una serie de miembros de la familia Bcl-2, tales
como Bax, Bak, Bcl-2 y Bcl-XL, controlan la liberacidn de citocromo ¢ mediante la regulacion sobre la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial (Green DR y Llambi F, 2015). Por otra parte, la via
extrinseca de la apoptosis es iniciada por la union de ligandos, como ligando Fas (FasL), TRAIL (del
inglés, TNF-related apoptosis inducing ligand) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), a receptores
de muerte pertenecientes a la superfamilia de receptores TNF. Estas interacciones derivan en el
ensamblaje del complejo DISC (del inglés, death-inducing signaling complex), el cual consiste en
proteinas con dominios de muerte asociados a FAS (FADD) y procaspasa-8/10 (Verbrugge |, 2010).
DISC puede actuar activando las caspasas efectoras rio abajo (caspasa 3, 6 y 7) para inducir
directamente la muerte celular o, por otra parte, clivando a BID (del inglés, BH3 interacting-domain
death agonist, miembro de la familia Bcl-2) para convertirlo en tBID, el cual activa la via intrinseca de
la apoptosis mediada por mitocondria. Distintos factores, tales como p53, las proteinas inhibitorias de
la apoptosis (clAPS) y NF-kB, se encuentran reportadas como reguladores de las vias de apoptosis (Su

Z,2015).

La forma en que estos procesos se relacionan con el mantenimiento telomérico se encuentra
representado en la Imagen 6. Cuando la disfuncidn telomérica ocurre, ya sea por acortamiento
telomérico como por desproteccion de los extremos (“uncapping”), activa los moduladores rio arriba
de las PI3 kinasas, tales como ATM o ATR. Una vez activadas, estas quinasas fosforilan factores rio
abajo, como CHK1 y CHK2 que a su vez fosforilan P53. LA fosforilacién de P53 resulta en el
desplazamiento de la proteina MDM2 (del inglés, murine double minute 2), lo cual exime a P53 de la
degradacion y promueve la expresidn del inhibidor de quinasas dependiente de ciclinas P21. P21

inhibe la progresién del ciclo celular, mediante la inhibicién de quinasas dependientes de ciclinas que
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fosforilan e inactivan a RB. De esta manera, tanto P53 como pRB pueden inducir la expresién de los
reguladores como p16ink4a para iniciar el proceso de senescencia replicativa. Ademds, para promover
el arresto del ciclo celular, la disfuncién telomérica puede también activar la apoptosis mediada por
p53, la cual es capaz de regular puntos de control sobre muerte celular programada tanto por la via
intrinseca como por la extrinseca. En un escenario donde la via P53 se encuentre activa, la
disfuncionalidad telomérica aparece como una actividad supresora de tumor potente, mediante la
accion sobre vias celulares que activan la senescencia replicativa y o la apoptosis para evitar el

desarrollo tumoral (Deng Y, 2008).
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Imagen 6. La disfuncion telomérica inicia la respuesta de dafio al ADN, disparando los
mecanismos de apoptosis y senescencia. (DSB: double strand break; SSB: single strand break).
Adaptado de Deng Y, 2008.

Telémeros, Telomerasa y Cancer

Los primeros estudios demostraron que las células sin telomerasa presentaban un
acortamiento de los telémeros en relacidn directa con el aumento de divisiones celulares. Esto sugirié
que la pérdida de los teldémeros podria explicar la senescencia celular después de un determinado

numero de duplicaciones in vitro (Harley CB, 1990).

Estudios en cultivos celulares indicaron que la longitud telomérica seria la mejor forma de

predecir la capacidad replicativa de las células. Se ha propuesto que la pérdida de repeticiones
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teloméricas, al alcanzar una longitud telomérica critica, induce una seial de dafio en el ADN que
resulta en la salida del ciclo celular y la senescencia replicativa (Allsopp RC, 1995). De acuerdo con este
modelo, los telémeros actlian como un reloj mitdtico que determina la vida replicativa de una célula.
Bodnar y colaboradores dieron la prueba mas definitiva demostrando que la reintroduccién del
compuesto catalitico de la telomerasa, en células que carecian de actividad telomerasa, alarga las
repeticiones teloméricas dando como resultado un aumento significativo en su capacidad replicativa

(Bodnar AG, 1998).

La "hipétesis telomérica” de la senescencia y la inmortalizacién celular describe la posible
relacién entre dindmica telomérica e inmortalizacidn. La telomerasa se expresa en las células de la
linea germinal que tienen teldmeros largos (~ 10 kb), mientras que en las células somdticas normales
la telomerasa es reprimida y los teldémeros se acortan hasta una longitud critica en donde las células

dejan de dividirse (Campisi J, 1997).

La detencion del ciclo celular que se impone en estas células se mantiene por medio de sefiales
gue activan las vias de los genes supresores de tumores p53 y Rb. Este limite en la etapa de mortalidad
(M1) podria ser alterado por la transformacion con agentes virales tales como SV40 o el antigeno T
gue inactivan los genes p53 o Rb y permiten a las células sufrir otras divisiones celulares adicionales.
Estas células, sin embargo, no pueden dividirse indefinidamente y no se consideran inmortales, ya que
seguido por la erosidn telomérica ulterior, las células alcanzan una segunda etapa de mortalidad (M2),
con los telémeros criticamente cortos (~ 3 kb). En esta etapa de crisis, las células podrian continuar
proliferando, pero con altas tasas de apoptosis, desencadenadas por importantes aberraciones
cromosomicas, donde no hay aumento neto en el nimero de células. La progresién mas allad de este
punto es un evento muy raro que requiere la alteracién por la mutacién de oncogenes adicionales y
genes supresores de tumores. Sin embargo, las células que tienen éxito en la superacién de M2 se
correlacionan fuertemente con la reactivacion de la actividad de la telomerasa, la estabilizacién de los
telémeros y la adquisicion de un fenotipo inmortal (Dhaene K, 2000). La telomerasa es activa en la
linea germinal, asi como en células madre, pero es inactiva en la mayoria de las células somaticas. Por
otro lado, la telomerasa estd activa en la mayoria de lineas celulares inmortalizadas y en 85-90% de
los tumores humanos. En un estudio en células en cultivo (representando 18 tipos de tejidos
humanos), se encontré que el 98% de células inmortales presentaban actividad telomerasa positiva,
mientras que fue negativa en el 100% de las poblaciones de células mortales. De la misma manera, se
encontrd actividad telomerasa positiva en 90 de 101 biopsias (12 tipos de tumores humanos), pero

ninguno de los 50 tejidos somaticos normales fue positivo (Kim NW, 1994).
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Pocos estudios se han centrado en el papel de la telomerasa en la latencia del cdncer. Gauthier
y colaboradores encontraron actividad telomerasa en el 73% de los pacientes en etapa llIB y IV de
cancer de pulmén de células no pequefias, con células tumorales diseminadas, y en el 72% de los
pacientes con cancer de colon en etapas Dukes C y D (Gauthier LR, 2001). Por otro lado, se encontré
actividad telomerasa en sangre periférica en 21 de 25 pacientes con cancer de mama en estadio IV
(Soria JC, 1999). En ambos estudios, la actividad de la telomerasa no se detectd en las células de
voluntarios sanos. Por lo tanto, la deteccidn de actividad de la telomerasa en sangre o médula ésea

parece ser altamente sugerente de células cancerosas diseminadas.

Pfitzenmaier y colaboradores se centraron en buscar actividad telomerasa positiva en células
tumorales diseminadas en sangre periférica o médula ésea. El objetivo de ese estudio fue aislar grupos
homogéneos de células epiteliales diseminadas a partir de médula dsea de pacientes con cancer de
préstata clinicamente localizado, obtenido antes de la prostatectomia radical (PR). Sobre esas células
se realizaron ensayos de actividad telomerasa, y asociaciones con variables clinicas (Pfitzenmaier J,
2006). Este estudio muestra la factibilidad de aislar células cancerosas diseminadas y poder desarrollar
una comparacion entre células individuales y agrupadas. La tincidon de tejidos permitié detectar
actividad telomerasa en aproximadamente el 85% de las muestras, mientras que en las células
tumorales diseminadas los indices de actividad telomerasa fueron mds bajos (49%). Las células
telomerasa-negativas pueden proporcionar informacién sobre la latencia celular, dado que la
telomerasa es un marcador de la proliferacién celular en células cancerosas e inmortales. Por su parte
las células telomerasa-positivas podrian utilizarse para predecir la recurrencia temprana de la

enfermedad (Chen CH, 2011)

En general, se ha aceptado que el acortamiento telomérico es responsable de limitar la vida
media de la mayoria de las células somaticas normales, asi como la expresion de la telomerasa en las
células es suficiente para superar la senescencia replicativa para otorgarles la inmortalidad. Aunque
los mecanismos implicados en la regulacién de la telomerasa no se han resuelto por completo, su
comprension progresiva es la base necesaria para la manipulacién de la actividad de la telomerasa

como un potencial blanco terapéutico contra el cancer.
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Objetivo General

Obtener compuestos con actividad inhibitoria de la telomerasa, que presenten un
efecto antitumoral y puedan ser utilizados en protocolos terapeuticos para el tratamiento de

cancer de mama triple negativo.

Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto del AZT sobre las actividades extrateloméricas de TERT en la
linea de carcinoma mamario murino F3lII.

e Obtener una lista de nuevos compuestos de tipo “small molecule” que
presenten afinidad por el dominio PUA de DKC1 e interfieran en la interaccion hTR-DKC1.

e Evaluar el efecto in vitro de los compuestos candidatos que presenten mayor
afinidad in silicosobre los procesos de actividad telomerasa, longitud telomérica,

senescencia y apoptosis en la linea de adenocarcinoma mamario MDA MB 231.
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Historia del AZT

La Zidovudina, Azidotimidina o AZT fue sintetizada por primera vez en 1964 por Jerome
Horwitz (Barbara Ann Karmanos Cancer Institute y de Wayne State University School of Medicine) bajo
una subvencién del US National Institutes of Health (NIH). EI AZT fue originalmente ideado para el
tratamiento del cancer, pero fue archivado después de haber demostrado ser altamente téxico y
mortal en ratones. En 1985, Samuel Broder y colaboradores, en el National Cancer Institute (NCI),
comenzaron a trabajar con el AZT como un farmaco contra el Sindrome de InmunoDeficiencia
Adquirida (SIDA). Luego de demostrar que éste era un agente efectivo contra el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) in vitro, se llevaron a cabo ensayos clinicos iniciales. Un ensayo
aleatorio controlado de AZT con placebo fue posteriormente llevado a cabo por Burroughs Wellcome,
en el que se demuestra que la AZT podria prolongar la vida de los pacientes con SIDA. Burroughs
Wellcome Co. presentd una nueva patente sobre el AZT en 1985. La Food and Drug Administration
(FDA) aprobd el farmaco para su uso contra el VIH en 1987 y luego como tratamiento preventivo en

1990 (De Clercq E, 2009).

Desde entonces, estos agentes llamados cominmente como nucledsidos inhibidores de
transcriptasa reversa (NRTIs), se han vuelto componentes esenciales en la terapia antiretroviral. EL
AZT (Imagen 1) fue el primer nucledsido aprobado para el tratamiento del VIH-1 por la FDA, siendo
ampliamente utilizado desde entonces y, desde 1994, indicado para evitar la transmisién vertical del
virus desde la madre al feto (Olivero OA, 2007). En anos posteriores, nuevos antiretrovirales
(didadosina, saquinavir, rinovavir, indivir, nevirapina) fueron incorporandose al tratamiento

principalmente en esquemas combinatorios.

El mecanismo por el cual AZT resulté util para el tratamiento del VIH se debe a que el mismo
es convertido intracelularmente a AZT-trifosfato (AZT-TP) mediante la fosforilacion de la timidina
quinasa para luego ser incorporado en el ADN viral de manera selectiva, bloqueando la elongacion de
la cadena por la transcriptasa reversa del VIH-1. Si bien el AZT-TP podria ser incorporado en el ADN
eucariota en lugar de la timidina, el mismo presenta menor afinidad por las ADN polimerasas (a, B, y)

y una gran afinidad por las transcriptasas reversas (Gomez DE, 2012).
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AZT, Teldomero y Cancer

Como se ha mencionado anteriormente, la telomerasa estd compuesta principalmente por
dos componentes: TR y TERT, siendo esta ultima una proteina con actividad transcriptasa reversa.
Dado la similitud y conservacidn de los motivos estructurales relacionados con la actividad de TERT
con la transcriptasa reversa del VIH, durante la década de los 90 se empez6 a estudiar el efecto del
AZT sobre la telomerasa. En 1994 se demostrd en Tetrahymena thermophila que el AZT provocaba
acortamiento telomérico mediante el descenso en la polimerizacidn del telémero de novo (Strahl C
and Blackburn E, 1994). Asimismo, fue demostrado que el AZT se incorporaba de manera diferencial
al ADN telomérico en células CHO (Olivero OA y Poirier M, 1993). En 1995, se desarrollé una
metodologia para cuantificar la incorporacion diferencial del AZT, comparando entre la cantidad
incorporada en el ADN telomérico y el no telomérico en células CHO (Gomez DE, 1995). Afios mas
tarde, se demostré que el AZT inhibia y/o reducia la telomerasa y los telémeros en cultivos de células
B y T, sin cambiar la tasa de crecimiento celular (Strahl C, 1996). Al mismo tiempo, otros estudios
mostraban que el tratamiento crénico con AZT durante 3 meses en fibroblastos embrionarios de ratén
provocaba la formacidn de clones libres de actividad telomerasa, los cuales derivaban en cultivos cuya
tasa de crecimiento bajaba hasta entrar en un estado similar al senescente. Sin embargo, este proceso
erareversible, ya que al quitar la inhibicién por AZT, las células recuperaban su capacidad proliferativa,
indicando que el AZT era el causante a partir de la inhibicién en la elongacion telomérica (Yegorov YE,

1996).
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El auge en el estudio del AZT como inhibido de la telomerasa condujeron inevitablemente a
evaluar su efecto sobre el desarrollo tumoral, debido principalmente a la elevada presencia de
actividad telomerasa en tumores sélidos como no asi en células somdticas normales (Dhaene K, 2000).
En 1998 se evalud la toxicidad celular provocada por diferentes dosis de AZT sobre distintas lineas
celulares, normales y tumorales, mostrando que el crecimiento de estas uUltimas era afectado por el
AZT en un amplio rango de concentraciones (Melana SM, 1998). Al mismo tiempo, se demostré por
primera vez que el acortamiento telomérico producido por AZT era un proceso irreversible en células
tumorales humanas (Gomez DE, 1998). Afios mas tarde se demostré que el tratamiento crénico con
AZT sobre la linea tumoral murina F3Il provocd senescencia y posterior apoptosis, rompiéndose asi el
dogma de lainmortalidad tumoral. (Tejera AM, 2001). Este Gltimo hallazgo fue corroborado por varios
autores tiempo después en distintas lineas celulares tumorales positivas para la actividad telomerasa
(Beltz L, 1999; Ji HJ, 2005; Falchetti A, 2005; Jeng K, 2011), demostrando la potencialidad del AZT como

terapia antitumoral.

En lo que respecta a su mecanismo de accién, durante varios afios los efectos observados en
el tratamiento con AZT se vincularon Gnicamente a su capacidad de impedir la elongacidn en la sintesis
de ADN telomérico, debido a su analogia con el sustrato natural timidina, actuando como un
terminador de cadena que si bien preferentemente ejercen esa accion sobre el ADN viral no son
especificos del mismo. En el dltimo tiempo diversas publicaciones comprobaron que TERT cumple
diversas funciones en mecanismos de sefalizacidn y regulacién génica (Li Y Tergaonkar V, 2014),
motivo por el cual surgié el interrogante sobre si el efecto observado luego del tratamiento con AZT

podria tener un componente adicional a su actividad como inhibidor de la elongacién telomérica.

Actividades Extrateloméricas de TERT

Como se ha mencionado anteriormente, el rol principal de la telomerasa es mantener la
homeostasis telomérica y evadir la senescencia celular, permitiendo el sostenimiento y progresién del

cancer.

Trabajos recientes han demostrado que existen funciones de la telomerasa y proteinas
relacionadas al telémero, que son independientes de sus roles en la extensién del telémero. En estas
actividades, denominadas no candnicas o extrateloméricas, uno de los actores principales es TERT, el
componente catalitico de la telomerasa, el cual se encuentra involucrado en la interaccién con al
menos dos grandes vias de sefalizacion celular: NF-kB y Wnt/B-Catenina. La manera en que TERT se

relaciona con estas vias se basa en la caracteristica que presenta como modulador transcripcional,
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activando vias de seializacién oncogénicas que mantienen su propia expresién como asi también la
de genes target que son criticos para la proliferacién y mantenimiento de las células tumorales (Li Y
Tergaonkar V, 2014). La descripcidon de estos mecanismos genera una nueva perspectiva en lo que
respecta a terapias oncolégicas dirigidas hacia la telomerasa, sugiriendo que se pueden plantear

también contra los roles no teloméricos de TERT.

TERT y la via de sefializacion NF-kB

La via de NFkB (del inglés, Nuclear factor-kB) consiste en una familia de factores
transcripcionales que presentan un rol critico en la inflamacién, inmunidad, proliferacion celular,
diferenciacién y supervivencia, procesos en los cuales su desregulacién ha sido relacionada con
distintas patologias humanas, entre las que se incluye el cdncer. En la tumorigenésis, esta via puede
ser activada tanto por via intrinseca, en donde componentes genéticos (ej. oncogenes) inducen la
transformacién neopldsica disparando la cascada inflamatoria, como por via extrinseca, en la cual la
inflamacién crénica (ej. infecciones) aumenta de manera significativa el riesgo en el desarrollo de

distintos tipos de cancer (Oeckinghaus Ay Ghosh S, 2009).

A nivel molecular, NFkB induce la expresion de citoquinas inflamatorias (IL6, TNF-a),
moléculas de adhesidn (I-CAM), enzimas claves en la sintesis de prostanglandinas (COX2), 6xido nitrico
sintasa (iNOS), metaloproteasas de matriz y factores angiogénicos (VEGF). A nivel tumoral, NFkB
también promueve la supervivencia celular y la proliferacion mediante la activacion de genes que
codifican proteinas reguladoras de la progresion del ciclo celular (ciclina D1, cmyc) y la apoptosis (Bcl2,

c-Flip, etc.) (Del Prete A, 2011).

Existe abundante evidencia que demuestra el rol crucial que presenta NFkB en la progresidn
tumoral en distintos tejidos (Colorrectal, Glioma, Prostata). La principal relacién se da debido a que
los productos rio abajo de esta via son factores que reclutan y activan leucocitos, principalmente del
linaje mieloide, produciendo y amplificando la respuesta inflamatoria. EI ambiente inflamatorio
instaurado contribuye a la proliferacidn y supervivencia de células malignas, angiogénesis, metdstasis,
evasion a la inmunidad innata y la reduccién en la respuesta a agentes quimioterapicos, promoviendo

de esta forma el desarrollo tumoral (Oeckinghaus Ay Ghosh S, 2009).

El mecanismo por el cual se genera la activacion de esta via depende de la degradacién
proteosomal mediada por fosforilacién de las proteinas inhibidores de NFkB (IkBs), las cuales
mantienen inactivos los dimeros de la familia de proteinas Rel (p65, p50, RelB, c-Rel y NF-kB2) en el
citosol. La mayoria de las diversas vias de sefializacion dirigidas por NFkB convergen en el complejo

IkB quinasa (IKK), el cual es responsable de la fosforilacidn de las IkBs, permitiendo la transduccién de
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sefales que activa NFkB. Durante la ultima década se han realizado numerosos estudios a través de
ensayos de sobreexpresion, ARNi y knock out génico, los cuales han permitido establecer que existe
un vinculo entre TERT y la via de sefializacién NFkB. Se ha determinado en ensayos in vitro que la
sobreexpresion de TERT resulta en una mayor expresion de los genes target de NFkB, mientras que se
ha observado en modelos in vivo de ratones que no expresan TERT una respuesta refractaria en la
activacidén de la via NFkB. Adicionalmente, se encontré que TERT se une a p65 y se colocaliza en las
regiones promotoras de un subset de genes de la via de NFkB, el cual incluye interleuquina 6 (11-6), el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y varias citoquinas, todos factores conocidos y relacionados con
la inflamaciény la progresidon tumoral. TNF-a presenta un rol clave en la persistencia de la inflamacidn,
como asi también se ha demostrado que el TNF-a derivado del tumor mantiene el crecimiento y
progresidn de tumores de piel, pdncreas e intestino en modelos singénicos y xenogénicos. Por otra
parte, se ha descripto en el microambiente tumoral células productoras de TNF-a (macroéfagos, Células
T CD4+) que mantienen y promueven el estado inflamatorio, favoreciendo el crecimiento tumoral en
cancer de higado. En cancer de ovario se ha descripto una compleja relacién entre el epitelio tumoral
y los tejidos aledafios, lo cual promueve la colonizacién del peritoneo. Sumado a esto, se ha estudiado
que la produccion constitutiva de TNF-a esta asociada con una liberacién de quemoquinas (CCL2,
CXCL8, CXCL12), IL-6, VEGF y el factor inhibitorio de la migraciéon de macréfagos (MIF-1). El mecanismo
de accion de TNF-a incluye efectos directos en la expansidn tumoral, la supervivencia y en la
estimulacion en la creacidn de nuevos vasos. Respecto a IL6, es una citoquina inflamatoria y factor de
crecimiento anti apoptético, siendo ademas uno de los efectores rio abajo de NFkB en la promocién
de neoplasias. El rol pro tumoral de IL6 se ha demostrado en mieloma multiple, carcinoma
hepatocelular, cancer pulmonar y mamario. La importancia de la IL6 autdcrina fue confirmada en
distintos tipos tumorales, en donde se demostré que IL6 es un importante activador de la proteina
oncogénica STAT3. IL6 protege a las células normales y premalignas de la apoptosis y promueve la
proliferacién de las células tumorales iniciales. Estas acciones estan mediadas por STAT3, indicando
que la cascada NFkB/IL-6/STAT3 presenta un rol clave en la carcinogénesis y en el balance de

interleuquinas reguladoras de la inmunidad innata en el microambiente tumoral (Del Prete A, 2011).

La informacidn hasta aqui expuesta avala la funcién de TERT como factor transcripcional de la
cascada de sefalizacién en la via de NFkB independientemente de su actividad en la elongacién
telomérica. Adicionalmente, existe evidencia de que NFkB actia como factor transcripcional en la
expresion de TERT y viceversa, hecho que demuestra la interrelacién y, posiblemente la regulacién
positiva entre NFkB y TERT (Ramlee MK, 2015). Esta retroalimentacion positiva podria ser uno de los
mecanismos subyacentes a la inflamacién crénica y la actividad telomerasa sostenida que presentan

varios tipos de cancer humano. (Imagen 2)
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TERT y la via de sefializacion Wnt/B-catenina

La via de sefalizacion Wnt/B-catenina juega un rol central en la embriogénesis y las
propiedades auto-renovadoras de las células madre adultas en tejidos proliferativamente activos,
como por ejemplo; intestino, foliculo piloso, y sistema hematopoyético. Del mismo modo es uno de
los mecanismos claves que gobierna la proliferacion celular, polarizacidn y determinacién celular. La
desregulacion de la via Wnt/B-catenina estd asociada a una gran variedad de patologias, entre las que

se incluye preponderantemente el cancer (MacDonald BT, 2009).

La sefalizacién mediada por la familia Wnt es uno de los mecanismos fundamentales que
conllevan a la proliferacidn, polarizacidn y determinacion celular durante el desarrollo embrionario y
la homeostasis tisular. La via critica y mas estudiada es la via candnica, que funciona mediante la
regulacion de la cantidad del co-activador transcripcional B-catenina, principal efector en el control

de expresion de genes vinculados al desarrollo.

Cuando la via Wnt no se encuentra activada la B-catenina citoplasmatica es constantemente
degradada por la accion del complejo Axin (Axin, APC, CK1 y GSK3), el cual genera la ubiquitinacion de
la B-catenina con su subsecuente degradacidn proteosomal. Esta continua eliminacién de B-catenina
previene que la misma alcance niveles de expresion suficientes para su translocacién a nucleo y por
lo tanto, impidiendo su interaccién con los factores de unién a ADN TCF/LEF (del inglés, T cell
factor/lymphoid enhancer factor) reprimiendo la expresion de los genes blanco. La activacion de la
via Wnt/B-catenina se da cuando el ligando Wnt se une al receptor transmembrana Frizzled (Fz) y a su
co-receptor LRP6. La formacién de este complejo junto con el reclutamiento de la proteina Dishevelled
(Dvl) resulta en la fosforilacion de LRP6 y la activacion y reclutamiento del complejo Axin hacia los
receptores. Estos eventos provocan la inhibicion de la fosforilacion sobre B-catenina por el complejo
Axin y por lo tanto, la estabilizaciéon de la misma, la cual se acumula y trasloca al ndcleo para formar

el complejo transcripcional activo (MacDonald BT, 2009).

La primer relacidén que se establecié entre la via Wnt/B-catenina y TERT fue descubierta en
células madre de foliculo piloso, en donde se demostré la habilidad de TERT de activar a estas células
y fomentar el crecimiento del pelo de manera independiente a su actividad transcriptasa reversa.
Anos mas tarde, a través del analisis transcriptdmicos por microarraglos en células murinas de piel,
se observd que cuando se alteraban de manera aguda los niveles de TERT, se encontraba expresion
diferencial en genes relacionados con el desarrollo, morfogénesis, transduccién de sefiales y
sefializacion de los procesos que rigen al citoesqueleto y la adhesion celular. Utilizando distintos

algoritmos, se observé que la gran mayoria de los genes que se encontraban regulados
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transcripcionalmente por TERT estdn altamente superpuestos con los controlados por Wnt y Myc (Li

Y Tergaonkar V, 2014).

Los resultados que relacionan la presencia de TERT con la transcripcién de genes regulados
por Wnty Myc sugiere una potencial interseccién de TERT en estas vias, las cuales son conocidas como
promotoras del desarrollo tumoral, ya que las mismas controlan la proliferacién, diferenciacién y
recambio de células madres. La primer evidencia de la regulacion directa de TERT sobre la via de
sefializacion Wnt/B-catenina se obtuvo en un estudio realizado por Park y colaboradores en células
embrionarias de ratén y Xenopus laevis. En este estudio se observé que la sobreexpresion de TERT
resultaba en la activacién de genes reporteros dependientes de Wnt, mientras que se encontré que
TERT se hallaba relacionado a las zonas promotoras de genes target de Wnt, tales como cyc-d1 y c-
myc. En estudios mas recientes, se ha reportado que TERT forma un complejo con Brgl (proteina de
remodelacion de la cromatina) junto a nucleostemina (NS), una proteina nucleolar de unién a GTP.
Se encontré que el complejo TERT-Brgl-NS es esencial para el mantenimiento del fenotipo celular en
el inicio tumoral en células humanas, aportando mas evidencia al rol regulador que presenta TERT en

la via Wnt/B-catenina a través de la interaccién con Brgl (Li Y Tergaonkar V, 2014).

Por otra parte, se encontré que la via de sefalizacion Wnt/B-catenina puede regular la
transcripcién de TERT en células madre embrionarias y células tumorales, demostrando que existe
una retroalimentacion positiva que sostiene la actividad telomerasa y promueve la transcripcion de
oncogenes al mismo tiempo. Por ejemplo, se observé que c-myc, el cual es un conocido factor
transcripcional de la via Wnt/B-catenina, regula la expresion de TERT, mientras que al mismo tiempo
NFkB modula la sefalizacion mediada por Wnt durante la tumorigenésis, agregando mayor
complejidad a las interacciones y cooperacidn funcional entre TERT y multiples redes de sefializacién

asociadas con la progresion tumoral (Imagen 2) (Ramlee MK, 2015).
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Imagen 2. Rol de TERT como factor transcripcional sobre las vias Wnt- Catenina y NFkB y los
principales procesos celulares regulados por las mismas.

Objetivo

Con el objetivo de profundizar en el estudio de los mecanismos involucrados en la acciéon del
AZT como una droga inhibidora de la telomerasa, y por lo tanto antitumoral, en este capitulo se
analizaron los posibles efectos del tratamiento del AZT en la transcripcién de genes implicados en la
via de sefializacién Wnt/B-catenina (tert, c-myc y cyc-d1) y en la via NF-kB (il-6 y tnf-at), su efecto sobre
la actividad telomerasa, estructura del citoesqueleto, proceso de migracion celular y ciclo celular en

el modelo murino de carcinoma mamario F3II.
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Lineas celulares y condiciones de cultivo. La linea celular de carcinoma mamario F3ll es una
variante altamente agresiva y metastasica que fue establecida a partir de una subpoblacién clonal de
un tumor mamario hormono independiente, surgido de manera espontanea en un raton BALB/c. La
linea fue mantenida en medio Dulbecco modificado (DMEM) [Life Technologies] suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) [Gibco], 2mM de glutamina [Gibco] y 80ug/ml de gentamicina
[Northia]. Las células se mantuvieron a 37°C, en una atmdésfera hiumeda con CO; al 5% y fueron
rutinariamente subcultivadas mediante tripsinizacién, utilizando procedimientos estandar. Los
tratamientos con AZT se realizaron durante 5, 10 y 15 pasajes, considerando cada repique como un
pasaje. A la condicién denominada Control, se le agregé el volumen equivalente al tratamiento con

AZT, pero de H,0 estéril, ya que el stock de AZT fue preparado en el mismo solvente.

Ensayo de proliferacion celular. 1x10* células /well fueron sembradas en placas de 96 wells.
24 horas post siembra, las células fueron tratadas con concentraciones diferenciales de AZT (50-2000
UM) durante 72 hs. El crecimiento celular fue evaluado por el ensayo colorimétrico basado en MTT
[Sigmal]. Se determind la concentracién inhibitoria 50% (I1Cso) mediante una funcién de ajuste no lineal
en el programa GraphPad Prism 6®. Los resultados mostrados corresponden al promedio de las

determinaciones obtenidas a partir de 3 experimentos independientes.

Extraccion de ARN y Sintesis de ADN copia (ADNc). Para cada tratamiento, se aislé el ARN
total de las células mediante el reactivo QuickZol [Kalium], siguiendo instrucciones del proveedor. El
ARN extraido fue cuantificado mediante absorbancia a 260; 230 y 280 nm, utilizando el
espectrofotdmetro NanoDrop 1000 [Thermo Fisher Scientific]. La sintesis de ADNc se realiz6 a partir
de 1pg de ARN total, utilizando oligodT 18 [PB-L] y Superscript Il [Invitrogen], siguiendo las

instrucciones del proveedor.

Analisis de la transcripcion de cyc-d1, c-myc, tert, il-6, tnf-a y 8-actina mediante Real Time
PCR (qPCR). Se disefaron primers especificos para cada gen (Anexo, Tabla 1) utilizando el software
Primer Express® Software Version 3.0 [Applied Biosystem]. Todos los primers utilizados presentaron
eficiencias de amplificacién mayores al 90%, rangos dinamicos aceptables y curvas de melting con
picos especificos, permitiendo asi el correcto andlisis de los experimentos (Anexo 1, Figura 3). Los
ensayos fueron llevados a cabo utilizando el termociclador StepOne®. La mezcla de reaccién se realizé
en un volumen final de 10ul, conteniendo 1ul de molde, Power Sybr Green Master Mix 1X [Applied
Biosystem] y agua bidestilada. Las condiciones y secuencia de cada primer se encuentran especificadas
en la Tabla 1 del Anexo. El gen de B Actina fue utilizado como control de carga. El perfil de ciclado se
puede observar en la Figura 1.A del Anexo. Una vez definidos todos los parametros de la reaccion, los

resultados fueron analizados mediante el método de AACT con el StepOne® Software versién v2.3.
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Determinacion de actividad telomerasa mediante gPCR. Se realizaron las mediciones
correspondientes a la actividad telomerasa de las muestras utilizando el método de TRAP basado en
SYBR Green. Para esto se disefiaron primers especificos (Anexo, Tabla 1) denominados ACX y TS, los
cuales fueron evaluados en distintas condiciones hasta que presentaron una eficiencia de
amplificacion mayor de 90%, curvas de melting con picos Unicos y un rango dinamico adecuado
(Anexo). Las reacciones se llevaron a cabo en el mismo termociclador mencionado anteriormente. La
mezcla de reaccion contuvo 2ul de lisado proteico, Power Sybr Green Master Mix 1X [Applied
Biosystem] y agua bidestilada. Las condiciones de cada primer se encuentran especificadas en la Tabla
1 del Anexo. El perfil de ciclado se puede observar en la Figura 1.C del Anexo. Para obtener el lisado
proteico, se cuantificaron 2x10° células por condicién, mediante hemocitémetro. Las células fueron
lavadas con PBS y transferidas a un tubo cénico de 1,5 ml para luego ser centrifugadas durante 10’ a
450 x g. El pellet obtenido fue lisado en 200 ul de buffer de lisis CHAPS (10mM Tris pH 7,5; 1mM MgCI2;
1mM EGTA; 5mM Bmercaptoetanol; 0,5% CHAPS; 10% Glicerol), el cudl contenia RNAse OUT
[Invitrogen] y Cocktail Inhibidor de Proteasas [Sigmal. El lisado se incubé durante 30’ en hielo; luego
se centrifugd durante 20’ a 13400 x g. Se trasvaso el sobrenadante a otro tubo y se conservé a -20°C,

hasta su uso.

Tincion de Citoesqueleto de Actina. Las células control y las tratadas con AZT fueron
sembradas en vidrios cubreobjetos y cultivadas en DMEM libre de SFB. Una vez obtenida una
confluencia cercana al 50%, se retird el medio de cultivo y las células fueron lavadas y fijadas con
Formaldehido al 4% en PBS. Luego fueron tefidas con Faloidina conjugada a Alexa Fluor 555
[Invitrogen], segln recomendaciones del proveedor. Las fotografias de las monocapas se tomaron

mediante el microscopio invertido de fluorescencia Nikon Eclipse T2000.

Migracion Celular. La migracion fue evaluada mediante el ensayo de herida en monocapa. El
mismo consté en sembrar 2,5x10° células/well (control, 5, 10 y 15 pasajes de AZT) en una placa de 6
wells. A las 24 hs post siembra se realizd6 una herida con un tip de p200 estéril en la monocapa
confluente de F3Il. Luego de 16 hs de incubaciéon en medio completo con la presencia o ausencia de
AZT, las monocapas fueron lavadas, para luego ser fijadas y tefidas (Cristal Violeta 0,5% + Metanol
20%). Se realizaron fotografias al azar sobre cada well para poder cuantificar el area invadida,

utilizando el microscopio invertido Nikon Eclipse T2000 y el software NIS-Element 3.0 [Nikon].

Ciclo Celular por citometria de flujo. Para el anadlisis de ciclo celular, las células
correspondientes a cada condicién fueron lavadas e incubadas en DMEM libre de SFB por 24 hs, con
el objetivo de obtener una poblacién sincronizada. Una vez transcurrido este tiempo, las células

fueron tripsinizadas y centrifugadas 5’ a 450 x g. Luego, se procedid a la fijacion de las mismas
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mediante la incubacién con metanol al 70% en PBS, para luego ser tefiidas con loduro de Propidio
(1mg/ml) [Life Technologies]. La determinacidn de los distintos estadios del ciclo celular fue evaluada
en el citémetro de flujo BD FACSCalibur™ [BD Biosciences]. Los parametros para discriminar los
distintos estadios del ciclo celular fueron determinados mediante el uso del kit DNA QC Particles [BD
Biosciences]. Una vez establecidos dichos pardmetros, se procedié a evaluar las células provenientes

de los distintos tratamientos, adquiriéndose 10.000 eventos por condicién.

Tiempo de Duplicacién. 1,5x10* células/well (control, 5, 10 y 15 pasajes de AZT) fueron
sembradas en placas de 12 wells. Las mismas fueron cultivadas en medio completo durante 24, 48, 72
y 96 hs. Una vez transcurridos estos tiempos, las células fueron fijadas y tefiidas (Cristal Violeta 0,5%
+ Metanol 20%), para luego ser solubilizadas en 500 pl de etanol:acético (3:1). Se determinaron los
valores de absorbancia a 570nm, mediante el lector Synergy HT [Biotek]. Se construyd una curva de
crecimiento vs tiempo, donde el valor del 100% se establecié como el valor obtenido a las 24 hs para

cada tratamiento.

Analisis Estadisticos. Todos los datos fueron representados como el promedio + el error
estandar de la media (SEM). La significancia de las diferencias fue determinada utilizando ANOVA de
simple via contrastado con Dunnett y con ANOVA de doble via con el test de comparaciones multiples
de Tukey. Los analisis fueron llevados a cabo mediante el software GraphPad Prism 6® [GraphPad

software, La Jolla, CA, USA]. El criterio para la significancia estadistica fue p<0.05.
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Efecto del AZT sobre la viabilidad celular

Con el objetivo de conocer el efecto del AZT sobre la viabilidad de F3ll, se determind que la
ICso de esta molécula para esta linea presenta un valor de 1195+37 uM (Figura 1). Teniendo en cuenta
este resultado, se determind como condiciéon de tratamiento una dosis de 600uM de AZT, lo cual

equivale aproximadamente a un valor de ICys.

Determinacion ICg, en F3II
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/Figura 1. Efecto del AZT sobre la prolljferaciéh

celular de células de carcinoma mamario
murino F3Il. La proliferacién se midié por
medio del ensayo de MTT descripto
previamente. Los valores representan media +
SEM 'y son representativas de tres
experimentos independientes. A partir del
valor de este ensayo se determind 600uM
como la concentracion de AZT para los

Determinacion de la actividad telomerasa

Como se puede observar en la Figura 2, la actividad telomerasa disminuyd significativamente
conforme avanzan los pasajes, cayendo un 26,22% (p<0.05), un 36,27% (p<0.01) y un 45,08% (p<0.01)

después de 5,10y 15 pasajes de tratamiento con AZT, respectivamente. De esta manera, se corroboré

la funcién inhibitoria que presenta el AZT sobre la actividad telomerasa.
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telomerasa mediante gPCR. Se realizé
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obtenidos a partir de las células tratadas.
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Analisis de Transcriptos

Respecto al andlisis de los genes involucrados en la via de sefializacién Wnt/B-Catenina, se
cuantifico la expresién relativa de los genes c-myc, cyc-d1 y tert durante los distintos tratamientos,
mediante el método de AACt, siendo 8-actina el control de carga. Se determind que la expresion
relativa de tert se ve afectada por el tratamiento de una manera pasaje dependiente (Figura 3.a).
Después de 5 pasajes, la expresion de este gen decayd en un 17,1% (p<0.05); luego de 10 pasajes, la
misma se vio reducida en un 20,28% (p<0.05) y, finalmente, se afectd un 30,91% (p<0.05) alcanzados

los 15 pasajes de tratamiento.

De manera similar a lo antes expuesto, se pudo observar que la expresion de cyc-d1 también
mostré un descenso conforme avanzan los pasajes. Como se observa en la Figura 3.b, después de 5,
10 y 15 pasajes se evidencié un descenso en la expresion de este gen del 24,25% (p<0.05), 30.87%

(p<0.05) y 38,24% (p<0.01) respectivamente.

Por ultimo, en lo que respecta a la expresidn de c-myc, se encontré una reduccién en la
expresion mas evidente, alcanzando un 34,14% (p<0.01), 43.85% (p<0.001) y un 64,2% (p<0.001) de
inhibicién de la expresidn de este gen con 5, 10 y 15 pasajes de tratamiento, respectivamente (Figura

3.c).

En la Figura 3.d y 3.e, se muestran las determinaciones realizadas sobre los genes tnf-a y il-6
respectivamente, ambos involucrados en la via se sefializacion de NF-kB. Como se puede observar, la
expresion relativa de tnf-a se vio altamente afectada durante el tratamiento, observdandose un
descenso del 62% (p<0.001) luego de 5 pasajes y del 77% (p<0.001) y 83% (p<0.001) conforme
avanzaron los pasajes 10 y 15, respectivamente. En cuanto a la expresién de il-6, la misma no se
encontré afectada de manera tan inmediata como la de tnf-a, aunque si se observd un descenso
significativo de un 30% y 70% (p<0.05; p<0.001) alcanzados los 5 y 10 pasajes. Respecto al pasaje 15,
se observd un descenso similar al obtenido en el pasaje 5, mostrando ademas un llamativo aumento

del 30% respecto al pasaje 10 (p<0.05).
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/Figura 3. Determinacion de la expresién\
de los genes de tert, cyc-D1, c-myc, tnf-a
e il-6. Se realizd una cuantificacion
relativa mediante Real Time PCR de los
distintos genes utilizando como control
de carga el gen de B-Actina. Los valores
representan media + SEM (n=6, *p<0,05
**p< 0,01 ***p<0,001 vs control (ANOVA

Qontrastado con Dunnett). /
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Efecto del AZT en el proceso de migracion celular

Utilizando el ensayo de herida, se analizo el efecto del tratamiento del AZT sobre la migracién
celular. Como se puede observar en la Figura 4, el tratamiento con AZT después de 5 pasajes no
demostré cambios significativos en la migracién celular. Sin embargo, después de 10 y 15 pasajes con
AZT, el area invadida disminuyé un 31% (p<0.01) y un 47,7% (p<0.01) respectivamente, indicando que

el tratamiento en cuestiéon impacté de manera negativa sobre el proceso de migracién celular.
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Figura 4. Evaluacion del efecto del AZT sobre la migracion celular. A partir de una monocapa de
células F3Il confluentes se realizé el ensayo de herida. El revelado se llevé a cabo mediante tincién
con Cristal Violeta, Magnificacion x200. Las lineas rojas punteadas marcan la referencia de la herida
control del ensayo. La cuantificacion se realizo utilizando el Software NIS-Elements 3.0. Los valores
representan media + SEM (n=6,*p<0,05 **p< 0,01 vs control (ANOVA contrastado con Dunnett).

Como se observa en la Figura 5.3, las células control mostraron fibras de actina regulares en
la mayoria de las células, las cuales se observaron con una intensidad de fluorescencia destacable en
todo el drea celular. Cuando se observaron las células correspondientes a 5 pasajes de tratamiento
con AZT (Figura 5.b), también se pudieron observar algunas fibras de actina, aunque también se vio
una pequefia acumulacion de actina monomérica en la zona periférica de las células. Sin embargo,
cuando se observaron las células correspondientes a 10 y 15 pasajes de tratamiento con AZT, los
cambios en el citoesqueleto de actina fueron claros y evidentes. Como se puede apreciar en la Figura
5.c las células presentaron muy pocas fibras de actina, mientras que la misma se encontraban
principalmente en la zona cortical de la célula. Finalmente, en las células correspondientes al

tratamiento durante 15 pasajes (Figura 5.d) ya no se observaron fibras de actina, la fluorescencia fue
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mucho mas difusa, de menor intensidad y se encontré distribuida uniformemente en el citoplasma de

la célula.

Control AZT P:5

AZT P:10 || AZT P:15|

Figura 5. Evaluacion del efecto del AZT sobre el citoesqueleto de actina. Se evaluaron mediante
microscopia de fluorescencia los cambios en el citoesqueleto de actina (tincién con Faloidina
Alexa Fluor® 555, contratincidon con DAPI). Magnificacién x1000.

Efecto del tratamiento con AZT en el crecimiento y ciclo celular

Como se puede observar en la Figura 6, la distribucidn de las poblaciones celulares entre las
diferentes fases del ciclo celular presentd algunos cambios significativos entre los distintos
tratamientos. En lo que respecta a la fase GO/G1 se observo un descenso del 46% de células en esta
fase, un 40% luego de 5 pasajes y un 36% luego de 10 y 15 pasajes (p<0,01). De manera
complementaria, se evidencié un aumento del porcentaje de células en fase G2/M que va desde el
20% hasta el 25% y 26% luego del tratamiento durante 10 y 15 pasajes respectivamente (p<0,05). Si
bien las diferencias detectadas a partir de estos resultados son muy sutiles, a lo largo del tratamiento
se pudo apreciar que el crecimiento celular no fue parejo entre células control y células tratadas,

presentando estas Ultimas un aparente crecimiento mas lento. Dado que los resultados de ciclo celular
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no fueron congruentes con este fendmeno, se procedié a evaluar el tiempo de duplicacion de las

células F3Il durante el tratamiento con AZT.

Ciclo Celular
1004 - - mm G,/M
S
® 75 . . . Gy/G /Figura 6. Efecto del AZT sobre el ciclo\
= celular. El ensayo se realizé mediante
8 50 citometria de flujo con tinciéon de
52 ioduro de propidio. Se adquirieron
25+ 10.000 eventos por muestra. (n=3,
p<0,01 vs control; ANOVA de doble via
0- contrastado con Tukey)
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Mediante la cuantificacion celular después de 24, 48, 72 y 96 hs de crecimiento se
construyeron curvas para cada condicion, a partir de la cual se determinaron los tiempos de
duplicacién. De esta manera, se obtuvo que para las células control el tiempo de duplicacién fue de
22.8 horas. En lo que respecta a las células tratadas con AZT se encontrd que para el pasaje 5, 10y 15
los tiempos de duplicacién fueron 43,1, 56,2 y 67,2 horas, respectivamente (Figura 7). Estos datos

demuestran una clara influencia del AZT sobre el tiempo de duplicacién, corroborando lo observado

durante el tratamiento.
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Figura 7. Andlisis del tratamiento con AZT sobre el tiempo de duplicacion celular. Se sembraron
15.000 células por well en placas de 12 wells. Se revelaron las placas con cristal violeta y lectura a
570 nm cada 24 horas, durante 96 horas. Se construyd una curva de crecimiento teniendo en cuenta
como 100% la medida a 24 hs para cada tratamiento. El analisis estadistico se realiz6 mediante la
comparacion de ajuste de las curvas no lineales a través de sus parametros con el software Graph

/
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AZT fue el primer inhibidor reportado de la telomerasa, siendo aun desconocido su
mecanismo completo de accién antitumoral. El AZT es capaz de revertir la inmortalidad celular de una
célula tumoral, lo cual se fundamentaba principalmente por su caracteristica de terminador de cadena
en la sintesis de ADN telomérico. Si bien esta postura esta validada por varias investigaciones que asi
lo demuestran, AZT por si mismo puede producir y modular procesos antitumorales por otros medios,
es decir, de manera independiente de su actividad como inhibidor de la telomerasa. Afios mas tarde,
numerosas funciones no teloméricas de la telomerasa fueron descriptas, por ejemplo la capacidad de
TERT de funcionar como factor transcripcional de genes target en la via de sefializacion Wnt/B-
catenina y NFkB, resaltando dentro de las mismas a cyc-d1, c-myc, II-6 y tnf-a (Park JI, 2009; Ghosh A,
2012). En este trabajo, se propuso demostrar el efecto del tratamiento con AZT sobre las funciones
candnicas y no candnicas de la telomerasa, en la misma linea celular donde ya fue demostrada su
capacidad de inducir senescencia y apoptosis, con el objetivo de integrar los diferentes mecanismos

de accién que el AZT presenta en la biologia tumoral (Gomez DE, 2012).

El tratamiento crénico con AZT a una dosis de 600uM provoca un descenso progresivo en la
actividad telomerasa durante los 15 pasajes en la linea celular F3ll, sin provocar efectos sobre la
viabilidad celular. Nuestro grupo fue el primero en encontrar este efecto utilizando una dosis de
800uM (Gomez DE, 1998). Si bien en nuestros estudios utilizamos una dosis de 600 uM, en los
numerosos trabajos que utilizan AZT como inhibidor de la telomerasa la ICso varié de 0.25 a 1.35 mM
en las distintas lineas de células tumorales sin que la ICsp correlacione con la tasa de crecimiento
celular. Las variaciones de la ICso pueden reflejar diferencias en la absorcion, excrecion, y/o
fosforilacidn del AZT entre las diferentes lineas celulares, habiendo sido confirmado por otros autores

tiempo después (Gomez DE, 2012).

En este estudio se encontrd que, a una dosis de 600 M, los niveles de expresion de tert se
vieron significativamente reducidos a medida que el tratamiento avanzaba. Se ha reportado que TERT
actiia como factor asociado al complejo transcripcional B-catenina/BRG1, el cual actiia sobre genes
target especificos de la via Wnt/B-catenina. Dado esto, es ldgico esperar que un descenso en la
expresion de tert impacte de manera negativa en la expresidn de los genes c-myc y cyc-d1. Nuestros
resultados revelan un descenso continuo, conforme avanzan los pasajes de tratamiento, en la
expresion de estos dos genes, alcanzando niveles de expresion de hasta dos veces menos en c-mycy
una vez en cyc-d1. Este resultado nos permitie inferir que el descenso en la expresidn de TERT, debido
al tratamiento con AZT, podria estar afectando su rol como posible factor transcripcional de estos
genes, de manera coincidente con lo expuesto en bibliografia donde distintos autores demostraron
que el tratamiento intermitente con AZT suprime inicialmente la expresidon de tert para luego hacerlo

sobre c-myc (Ji HJ, 2005; JinRR, 2012). Por otro lado, siendo C-MYC factor transcripcional de la
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expresion de TERT, la suma de los resultados de expresion génica nos permite inferir la existencia de
un loop de retroalimentacion negativa entre la expresiéon de TERT mediada por C-MYC y viceversa. De
esta manera, se puede asumir que al tratamiento con AZT podria estar afectando el rol de ambas
proteinas como factores transcripcionales, coincidiendo este hecho con lo reportado en la bibliografia
respecto a la regulacién de estos genes (Cerni C, 2000; Listerman |, 2013; Zhou J, 2014). Por otra parte,
también se observaron descensos en los niveles transcripcionales de los genes tnf-a e II-6, ambos
relacionados con la via NFkB. Estos resultados coinciden con los encontrados en otros tejidos, en
donde el tratamiento con AZT provoca el bloqueo de esta via de sefializacién, acompafiada por el
descenso de estos genes target (Pornprasert S, 2006; Ghosh SK, 2003). Sumado a esto, se encuentra
reportado que la sobreexpresidn de TERT en distintos modelos celulares estd acompafada de un
aumento de IL6 y TNF-a entre otros marcadores (Ding D, 2013, Wu X, 2015). Una posible explicacién
a los resultados observados en este trabajo sobre la regulacidn en la expresidn de los genes rio abajo
de estas vias se puede plantear teniendo en cuenta que el AZT es un inhibidor de la actividad
telomerasa que interacciona con TERT. De esta manera, dicha interaccién podria provocar cambios

conformacionales que inhiban también su actividad como factor transcripcional.

Respecto a las variaciones encontradas en la expresion de cyc-d1 luego del tratamiento con
AZT, se encontré un descenso pasaje dependiente que alcanzé el 38,24% en el pasaje 15. La regulacion
negativa en la expresion de CYC-D1 es un indicador directo de cambios en la modulacién del ciclo
celular, ya que la misma es una proteina requerida para el progreso de la fase G1/S y su descenso
puede indicar un arresto del ciclo celular en GO/G1. Basado en la bibliografia existente respecto a la
expresion de este factor, se llevaron a cabo analisis sobre el ciclo celular mediante citometria de flujo.
Estos analisis arrojaron resultados en donde no se vieron grandes diferencias entre las distintas
poblaciones para los tratamientos y el control. De manera similar, Datta y colaboradores demostraron
que el tratamiento prolongado con AZT sobre células MT2 provoca arrestos en todas las fases del ciclo
celular (Datta A, 2006). Fang y colaboradores demostraron que la proteina ciclina A aumentaba su
expresién de manera temprana en ratones sometidos al tratamiento con AZT mientras que la
expresion de la quinasa 1 dependiente de ciclina (CDK1) decaia de manera mas tardia, al igual que la
expresién de Ciclina D2 (Fang JL, 2009). Sin embargo, otros autores encontraron diferentes resultados
en otros modelos, como es el caso del trabajo de Olivero y colaboradores/, en el cual se encontré que
el AZT induce una regulacion positiva en la expresion de cyc-d1, acompanado por un descenso en la
expresion de P18 y P27, los cuales son inhibidores asociados a CYC-D1 (Olivero OA, 2005). Dado el
resultado hallado en este trabajo respecto a la expresién de CYC-D1, es importante resaltar el rol
fundamental que juega esta proteina en el progreso del ciclo celular. La primera aproximacién de este

efecto esta basada en el impacto que podria tener este proceso, esperando un incremento en la
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proporcion de células presentes en la fase GO/G1. El resultado al que se ha arribado respecto a ciclo
celular no permite observar el fendmeno recién expuesto, ya que se observa un descenso en el estadio
celular G1; una distribucién constante en la fase S y un incremento en la fase G2/M en las células
tratadas con AZT. Una de las posibles interpretaciones que se le puede atribuir al fenémeno
observado, podria estar basada en el hecho que el tratamiento con AZT aumente los niveles en la
expresion de p21 (Hassani S, 2013), la cual es una proteina conocida por su rol como regulador del
ciclo celular a través de la inhibicion de los complejos E/ck2 y A/ck2, siendo capaz de inhibir el progreso
del ciclo celular. Adicionalmente, durante la fase S, también es capaz de inhibir cdk1-cycA y cdk2-cycA,
las cuales son requeridas para el pasaje a la fase Sy a la fase G2, respectivamente (Abbas Ty Dutta A,
2009). Por otra parte, existe una relacion directa entre p21 y C-MYC, siendo este Ultimo conocido
como represor en la expresidn de p21. Por lo tanto, cuando la expresién de C-MYC baja, aumentaria
la expresion de p21, permitiendo la regulacion de las diferentes ciclinas presentes en el proceso de
ciclo celular. Estos factores podrian explicar las diferencias entre la cantidad de células encontradas

en los distintos estadios del ciclo celular luego del tratamiento con AZT (Wang H, 2008).

Los resultados de este trabajo muestran una diferencia significativa en el tiempo de
duplicacién de la linea F3lI tratada a distintos pasajes con AZT. Por otra parte, se ha reportado que C-
MYC tiene un importante rol en lo que refiere al proceso de mitosis y replicacién del ADN, ya que el
mismo es regulador de genes target tales como cdcé6, cdtl, mcm3, mcm4 y mcmb5, entre otros genes
asociados a estos procesos (Bretones G, 2015). Si bien los genes implicados no fueron abordados en
este trabajo, la via NFkB también presenta alta relevancia en los procesos de proliferaciéon y
supervivencia a través de la regulacion de genes como cdk2, bcl2, bclxl, cyc-E, etc (Del Prete A, 2011).
Dado que el tratamiento con AZT estaria generando un efecto bloqueante sobre esta via, esto podria
estar afectando a los genes implicados en este proceso, provocando un descenso significativo en la
capacidad proliferativa y anti apoptotica de las células tratadas. A partir de esta informacidn, y dado
que el tratamiento con AZT provoca un descenso en la expresion de los genes target de las vias
estudiadas, se puede relacionar que el proceso de mitosis y replicacion del ADN se encuentra alterado

en las células tratadas con AZT, lo cual se ve reflejado en el tiempo de duplicacién de las mismas.

Demostramos que el tratamiento crénico con AZT provoca descensos en la capacidad
migratoria de la célula y modifica de manera significativa la organizacién del citoesqueleto de actina,
evidenciando una respuesta tratamiento dependiente en el modelo altamente agresivo F3Il. La
bibliografia sugiere que existe una relacion entre la expresién de c-myc y el fenotipo invasivo, siendo
que las células que expresan mayores cantidades relativas de este gen, presentan mayor habilidad
migratoria (Chen D, 2014). Nuestros resultados coinciden con esta evidencia, mostrando que a lo largo

de los pasajes de tratamiento con AZT, la expresion de c-myc se ve disminuida, como asi también la
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migracién y la formacién de filamentos de actina, lo cual indica que las células tratadas tienen un
fenotipo mds epitelial asociado a un perfil de menor agresividad. Esta relacién entre c-myc,
citoesqueleto de actina y migracién se corresponden debido al efecto que presenta C-MYC en la
sefializacion de la via RhoA/ROCK, la cual se encuentra altamente relacionada con la transicion epitelio
mesenquimal (EMT), la motilidad celular y la sefializacién que regula la organizacién del citoesqueleto
de actina (Shi JW, 2013). Sumado a esta evidencia, si bien no fue evaluado en este trabajo, se ha
reportado que el aumento en la sobreexpresion de TERT provoca un aumento en la expresién de
MMPs del tipo 1, 3, 9 y 10 a través de la via NFkB, las cuales se encuentran altamente relacionadas
con la EMT. Del mismo modo, la inhibicién de esta via a través de agentes bloqueantes de TERT
provocan el descenso de MMPs (Ding D, 2013; Wu X, 2015). De esta manera, el tratamiento con AZT

también podria estar afectando este aspecto de la EMT.

Basandonos en los resultados aqui obtenidos, postulamos que el tratamiento con AZT tiene
un efecto sobre el proceso de migracion a través de la regulacidon de c-myc vy tert, direccionando a las
células tumorales hacia la adquisicidon de un fenotipo menos agresivo, sugiriendo ademas que este
efecto también podria estar dado por la regulacion de la via NFkB a través de la inhibicién de TERT.
Esta informacién aporta evidencia novedosa sobre el estudio y aplicacion del AZT relacionado al

campo de las actividades extrateloméricas.

68



Capitulo 1: AZT y Actividades Extrateloméricas de TERT | Lic. Romina Armando

Conclusion

(o))
Vo]



Capitulo 1: AZT y Actividades Extrateloméricas de TERT | Lic. Romina Armando

~



Los resultados e informaciéon presentados en este capitulo se encuentran dirigidos a
completar nuestros estudios previos sobre como el AZT ejerce su actividad inhibitoria de la telomerasa
y consecuentemente su actividad antitumoral. La telomerasa se encuentra relacionada con multiples
vias de senalizacién, principalmente mediada por TERT, y su regulacién positiva o reactivacion
conducen a la modulacién de procesos celulares criticos para la progresidén tumoral, tales como la

expresion de genes target en los procesos de proliferacién, metabolismo celular, etc.

El entendimiento de la accién antitumoral del AZT presenta una gran importancia, mas aun
luego del reporte de Bhushan y Kush donde se estudian los efectos farmacoféricos de las drogas
inhibidoras de la telomerasa (Bhushan B y Kush L, 2014). Ellos describen que el AZT y unos pocos
nucledsidos del tipo VIH-RTIS presentan una exclusividad muy selectiva, sin necesidad de realizar su
bioactivacién mediante quinasas para fosforilarse ni incorporarse a la cadena de ADN creciente. De
esta manera, se unen a sitios alostéricos de TERT, provocando cambios conformacionales en la

proteina de manera no competitiva con sus sustratos.

A partir de los efectos extrateloméricos descubiertos recientemente, en este trabajo se
aborda por primera vez los distintos procesos evaluados luego del tratamiento con AZT, sugiriendo

gue la accién inhibitoria del mismo puede deberse a una mezcla de efectos candnicos y no candnicos.

Dado que nuestro grupo demostré que el AZT permite la recomposicidn del reloj bioldgico de
la célula tumoral y habiendo encontrado el mecanismo de accidn, es necesario reflexionar sobre su
utilidad clinica. Si bien el uso de AZT permitié generar muchos conocimientos sobre el complejo
telomero/telomerasa, su relevancia clinica en pacientes con cancer es por el momento acotada
(limitada al tratamiento de tumores de origen viral). En cuanto al resto de la patologia oncolégica, de
acuerdo con nuestras demostraciones junto con los resultados encontrados por otros grupos,
podemos predecir que el AZT no afectara de manera suficiente al tumor hasta que los telémeros
alcancen un tamafo critico para la induccidn de senescencia. Esto significa que, durante el
tratamiento, las células tumorales continuaran dividiéndose hasta el momento de entrada en
senescencia. De este hecho se desprende una clara preocupacion con respecto al tratamiento con AZT
en pacientes con tumores avanzados. Varios ensayos clinicos buscan una ventana de utilidad, por
ejemplo luego de la cirugia como tratamiento adyuvante, cuando la carga tumoral es baja (Gomez DE,
2012). El AZT fue pensado como una molécula inhibitoria de la telomerasa tan solo por la semejanza
estructural entre esta retrotranscriptasa y la propia del VIH. Actualmente, con las nuevas
metodologias existentes podemos generar drogas que no solo inhiban la telomerasa sino también que
apunten a la desestructuracion de la holoenzima. Teniendo en cuenta este enfoque es que se

construye la segunda parte de esta tesis.
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Inicio del desarrollo y utilizacion de drogas en cancer

El término “quimioterapia” fue definido por el quimico aleman Paul Ehrlich como el uso de
drogas para el tratamiento de enfermedades. El inicio en el desarrollo y descubrimiento de la
guimioterapia convencional, se focalizé principalmente en los agentes citotdxicos. El paradigma en el
descubrimiento de nuevas drogas se basaba en la seleccion de agentes que tenian un efecto citostatico
o citotéxico evidente sobre lineas celulares tumorales, causando regresiéon tumoral en modelos
murinos. Los agentes antitumorales fueron descubiertos principalmente en forma azarosa o por
inhibicién de vias metabdlicas cruciales implicadas en la divisién celular, en donde su mecanismo de
accién exacto estaba generalmente sujeto a una investigacidn posterior. Por ejemplo, Farber y
colaboradores, reportaron el uso de analogos de folato para el tratamiento de Leucemia Linfoblastica
Aguda (ALL) en 1948, mientras que su mecanismo de accidn (inhibicién de la dihidrofolato reductasa)
fue reportado por Osborn y colaboradores en 1958. De manera similar, la mostaza de nitrégeno,
denominada Mustina, fue utilizada como un agente quimioterdpico mucho tiempo antes de que su
mecanismo de accion fuera dilucidado. (De Vita VT, 2008). A pesar de que estas estrategias han
alcanzado un importante éxito, los desarrollos mds recientes en biologia molecular y el avance en el
entendimiento de la farmacologia del cancer a niveles moleculares, han desafiado a los investigadores

a iniciar el camino en estrategias de diseno de drogas blanco-dirigidas.

Desarrollo de drogas en cancer utilizando estrategias dirigidas a un
blanco especifico.

Actualmente, y de manera global, se invierten gran cantidad de recursos en la prevencion,
diagnéstico y tratamiento del cancer. El descubrimiento y desarrollo de agentes antitumorales son el
foco clave en el que se centran las compafiias farmacéuticas, como asi también, organizaciones
gubernamentales y no gubernamentales sin fines de lucro. La identificacion de compuestos citotdxicos
permitio el desarrollo de terapias antitumorales novedosas durante varias décadas. Sin embargo, los
avances en el tratamiento del cdncer continuaron siendo limitados por la identificacién de un Unico
aspecto bioquimico que podria ser explotado de manera selectiva para atacar a las células tumorales.
Schwartsmann y colaboradores observaron en 1988 que de los 600,000 compuestos evaluados hasta
ese momento, menos de 40 eran utilizados rutinariamente en la clinica (Schwartsmann G, 1988). Los
avances en la biologia molecular, gendmica y protedmica, obtenidos durante los ultimos afos han
generado una gran cantidad de nuevos blancos terapéuticos, permitiendo cambiar el paradigma del

descubrimiento de nuevas drogas antitumorales, a través de la terapia molecular dirigida. Este cambio
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de paradigma, no solo resulté en una clara evolucion de los procesos involucrados en el
descubrimiento de nuevas drogas, sino también requirié un ajuste en la busqueda y evaluacion clinica
de las drogas candidatas. Estas drogas son agentes pre disefiados para inhibir o modificar un blanco
molecular definido, implicado en prondstico tumoral, crecimiento y/o metastasis. Una gran cantidad
de compuestos de este estilo han emergido durante los ultimos afos, encontradndose muy pocos de
ellos aprobados por las agencias regulatorias correspondientes, otros en las distintas fases clinicas y
la gran mayoria en estado de evaluacién preclinico (Narang AJ, 2009). Por ejemplo, el Imatinib
Mesylato es un compuesto de tipo “small molecule” que inhibe una tirosin quinasa especifica
denominada proteina de fusiéon Bcr-Abl. Este compuesto se encuentra indicado para el tratamiento
de Leucemia Mieloide Crénica y tumor Estromal Gastrointestinal. Otro ejemplo es el Rituximab, el cual
es un anticuerpo monoclonal utilizado en el tratamiento de Linfoma de células B tipo non-Hodgkin’s y
Leucemia de células B. Este anticuerpo se une al antigeno CD20 sobre la superficie de las células B
CD20 positivas, provocando la entrada en apoptosis de las misma (Seow H, 2016). Estos compuestos

antitumorales, junto a otros, se encuentran listados en la Tabla 1.

“Small Molecules” Proteina Blanco (o clase de droga)
Imatinib BCR-ABL, PDGFR, C-KIT
Gefitinib EGFR
Erlotinib EGFR
Sorafeniv VEGFR, PDGFR, C-KIT, raf, Scf
Nilotinib BCR-ABL, PDGFR, C-KIT
Dastinib BCR-ABL
Lapatinib EGFR, erbB2
Sunitinib VEGFR, PDGFR, C-KIT,Ret, Fit-3
Bortezimib (Inhibidor del proteosoma)
Octreotide Receptor de Somatostatina
Anticuerpos Monoclonales
Rituximab CD20
Trastuzumab erbB2 (HER2)
Cetuximab EGFR
Bevacizumab VEGF
Alemtuzumab CD52

Terapias aprobadas para el tratamiento del cancer por la FDA. Esta lista excluye los tratamientos hormonales para
cancer de mama y proéstata. (Adaptado de Seow H, 2016)

Tabla 1. Ejemplos de terapias dirigidas aprobadas por la FDA (Food and Drug Administration).

Las terapias dirigidas tienen como primer objetivo optimizar la eficacia y la selectividad de la
terapia contra la célula tumoral, de manera tal que se bloqueen o regulen especificamente los
procesos celulares que lideran a la patologia y derivan en la transformacion celular maligna. En
general, en comparacién con el efecto provocado por las drogas citotdxicas, estas drogas tendrian un

efecto cronico en vez de agudo, mostrando un resultado citostatico en la célula tumoral. Dada esta
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situacién, se considera que este tipo de drogas dirigidas sugieren ser mas selectivas y menos tdxicas

para las células con fenotipo normal (Hoelder S, 2012).

El desarrollo de una nueva droga es un proceso costoso y complejo. El tiempo promedio que
involucra ingresar un nuevo farmaco en el mercado es de mds de 13 afios desde el inicio del proyecto.
Dentro de este tiempo se considera que se destinan 4 afios en la investigacién preclinica y 9 afios para
que la droga candidata atraviese y apruebe las distintas fases clinicas. La inversion total en este tipo
de proyectos es de alrededor de mil millones de ddlares, dependiendo del area terapéutica. Sin
embargo, a pesar del costo en dinero y tiempo que conlleva el desarrollo de una droga exitosa, sélo
el 25% de las drogas que comienzan este largo proceso logran alcanzar la fase 3 en la investigacion
clinica, de las cuales el 76% la superan (Bunnage M, 2011). En este contexto, cada paso del proyecto
es fundamental, y su éxito o fracaso determina el resultado de la siguiente fase. Es por esto, que es de
suma importancia conocer y entender cudles son y como afrontar cada una de las etapas requeridas

en el desarrollo de una nueva droga (Imagen 1).
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Imagen 1. Hallazgo y Desarrollo de nuevas drogas. Los cuatro pasos claves en el hallazgo de
drogas antitumorales se encuentran representados en el centro. La traslacién reversa desde la
clinica al laboratorio se encuentra dentro de la validacién del blanco y la seleccidn. (Adaptado de
Hoelder S, 2012).




Seleccion y Validacion del Target

Definir el blanco con el que se va a trabajar es una de las decisiones mds importantes
involucradas en el descubrimiento y desarrollo de nuevas drogas. Principalmente se debe a que la
eleccién de un blanco equivocado conlleva a que todos los recursos destinados para los pasos
posteriores a la seleccidn, incluyendo potencialmente ensayos clinicos, serdn desperdiciados. Ademds,
al no ser un buen blanco, surgiran gastos extra relacionados con los problemas que provoca el trabajar
con un blanco de poco potencial. La seleccién de un nuevo blanco en el desarrollo de drogas
antitumorales estd ampliamente basado en la fuerte evidencia que demuestra la dependencia o
vulnerabilidad del blanco elegido para un determinado grupo de pacientes, generalmente definido
por su estado genético. Este tipo de evidencia no solo resulta Gtil para generar confianza sobre el
efecto antitumoral que se puede lograr si se modula el blanco farmacoldgicamente, sino también para
que durante el desarrollo del proyecto se pueda alcanzar una maxima selectividad de la droga por las

células tumorales y no por el tejido sano (Hoelder S, 2012).

La seleccidn del blanco correcto esta completamente ligada a un balance entre oportunidades
y riesgos. La oportunidad esta asociada a que la nueva droga pueda satisfacer necesidades médicas
qgue aun no han sido abordadas de manera exitosa. El riesgo se puede presentar de dos maneras:
Como riesgo bioldgico, el cual se asocia a si el efecto terapéutico esperado se evidenciara en pacientes,
0 como riesgo en la viabilidad, lo cual refiere a la posibilidad de descubrir y desarrollar una droga con

III

el efecto deseado sobre el blanco. El riesgo “total” con el que se enfrenta un nuevo proyecto es un
balance entre estos dos, siendo la situacion ideal la que permita que ningln otro tipo de riesgos
existan. Por ejemplo, seria légico proceder con un blanco que presenta alto riesgo en cuanto a lo
técnico para su obtencion, siempre y cuando la validacion bioldgica sea robusta y la necesidad en el

desarrollo de la droga sea valiosa para alguna necesidad médica insatisfecha (Hoelder S, 2012).

Dada la enorme complejidad de la biologia tumoral, la eleccién del blanco correcto se hace
aun mds complicada. Si bien no se pueden definir atributos que determinen la calidad del blanco, la
acumulacidén de evidencia puede ayudar a sugerir que cierto blanco tiene mucha mas potencialidad
que otras opciones. Entre estas evidencias, se encuentra la disponibilidad de informacién humana,
representandose, por ejemplo, con la obtencidn de estudios que brinden informacidon genética
humana asociada a la patologia y/o datos clinicos de muestras de pacientes. La disponibilidad de esta
informacién fue determinante en el desarrollo de Maravirocl9, un antagonista de CCR5 utilizado
contra el VIH, el cual fue inspirado a partir de la observacion de que una delecién en el genoma
humano de este receptor, conferia resistencia a la infeccidn por VIH. Este tipo de evidencia, junto a

otras, se encuentra explicadas en la Tabla 2 (Bunnage M, 2011).
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Por otra parte, si bien es esencial considerar las distintas evidencias relacionadas con la

racionalidad de la enfermedad, también es importante evaluar la factibilidad asociada al desarrollo de

ese blanco. Para abordar este objetivo se deberian tener en cuenta los parametros incluidos en la

Tabla 2. La mayoria de los parametros de calidad y factibilidad aqui expuestos estan incluidos en

cualquier nuevo proyecto de desarrollo de drogas, lo cual demuestra la importancia que estos implican

en el éxito en la seleccion de un nuevo blanco.

Informacion sobre la patologia

Factibilidad en el desarrollo de la nueva droga

Genética:  Informacién  genética  humana
disponible que soporte la relevancia que presenta
el blanco en la enfermedad (por ejemplo,
mutaciones ligadas al fenotipo de la patologia)
Validacién Preclinica: Herramientas bioldgicas o
sondas selectivas que modulan el fenotipo de la
enfermedad en modelos preclinicos (por ejemplo,
RNA de interferencia)

Perfil de Expresién: Evidencia de una regulacion
positiva o negativa del blanco en células o tejidos
humanos relacionados con la enfermedad (por
ejemplo, ensayos de perfil de transcripcidon y
protedmica)

Diferenciacion: Evidencia de cdmo la modulacidn
del blanco elegido para una determinada
enfermedad tiene potencialidad en modificar el
estado actual del tratamiento de la enfermedad.

Modelos Animales: Informacidn en modelos
animales que aporten datos sobre el rol que posee
el blanco en la enfermedad (por ejemplo,
knockout génicos, o modelos de la enfermedad
validados clinicamente).

Conocimiento de las Vias: Vias relevantes con la
biologia de la enfermedad; validacién de cémo
interacciona el blanco con otras proteinas.
Seguridad del Blanco: Evidencia de que la
modulacién del blanco no provoca un efecto no
seguro o téxico.

Busqueda de la cascada: Busqueda viable de la
cascada asociada al blanco, incluyendo ensayos
celulares funcionales e idealmente en tejidos
sanos y enfermos.

Drogabilidad Quimica: Evidencia de que el blanco
es "drogable” de una manera terapéutica
(compuestos tipo “small molecule” o biolégicos)

Prediccidn de la Dosis: Claro entendimiento de la
concentracion efectiva y la recepcion en modelos
farmacoldgicos preclinicos para poder predecir la
dosis en humanos con alta certeza.

Desarrollo Clinico: Parametros robustos y eficaces
que puedan ser monitoreados en estudios de
pacientes. Biomarcadores que se traduzcan, para
definir determinar valores de dosis.
Biomarcadores tempranos que demuestren la
interaccién y farmacologia en el sitio de accion del
blanco. Poblaciones bien definidas de pacientes
para estudios de pruebas de concepto clinicas.

Tabla 2. Parametros asociados a la calidad del blanco elegido. (Adaptado de Bunnage M, 2011)

Obtencion de la secuencia y estructura de la proteina blanco

Uno de los problemas mas comunes que se presentan luego de la seleccidn de una proteina

blanco y de un método de screening de nuevas drogas, es el hecho de disponer la estructura
tridimensional (3D) de la proteina de interés. Los principales obstaculos en la obtencién de estructuras
cristalograficas de proteinas se encuentran en las dificultades del proceso de cristalizacion y la
incapacidad de generar suficiente material de partida, lo que en general estd asociado a un nivel de

expresion bajo de la proteina (Tuccinardi, 2009). Este impedimento se vio reflejado hace algunos afios,
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debido al descenso en el porcentaje de secuencias proteicas en UniProtKB que poseen una estructura
asociada en la biblioteca del banco de datos de proteinas (PDB). Este valor fue del 2% en el afio 2004,
del 1,2% en el afio 2007, alcanzando un 0,6% en 2009. Los recientes avances en algoritmos
computacionales para la prediccién de estructura 3D y funcién, han aliviado este problema

proveyendo a los investigadores de informacién valiosa sobre las proteinas de interés (Roy A, 2011).

Los métodos computacionales para predecir la estructura 3D de proteinas se dividen, de
manera historica, dentro de 3 categorias, las cuales se basan en la disponibilidad de estructuras 3D en
la base de datos PDB. En el modelado comparativo (CM), proteinas homélogas molde relacionadas
evolutivamente son identificadas por secuencia o comparacion del perfil de la secuencia, pudiendo
ser generados modelados de alta resolucién mediante la copia del armazén de la estructura del molde
o satisfaciendo los requerimientos espaciales determinados a partir de la estructura molde. En el caso
de proteinas con distinto origen evolutivo, pero que pueden presentar estructura similar, se han
desarrollado métodos de ensamblaje para hacer coincidir la secuencia en estudio directamente con la
estructura 3D de otras proteinas que se encuentran resueltas, con el objetivo de reconocer
plegamientos similares en la proteina estudiada, aunque no tenga una relacién evolutiva con la
proteina molde. Por Ultimo, para proteinas que no tienen estructura relacionada con proteinas
presentes en la biblioteca PDB, la estructura de la misma debera ser construida desde cero mediante

modelado ab initio (Roy A, 2011).

Habitualmente, las categorias convencionales de métodos de prediccion de estructura
proteica se basan en mas de una técnica para realizar este proceso. A su vez, distintos métodos pueden
utilizar la misma técnica, aun perteneciendo a categorias diferentes. Esto genera que la clasificacion
de estos métodos sea dificil de delimitar. Si bien tanto los métodos de modelado comparativo y
ensamblaje utilizan perfiles de secuencia y perfiles de alineamientos para identificar los moldes, la
mayoria de los algoritmos de modelado ab initio utilizan informacidn basada en conocimiento previo
o en la evolucién para colectar las restricciones espaciales o para identificar bloques estructurales
locales. Ensayos recientes de calculos en la prediccion de estructura proteica (CASP), han demostrado
ventajas significativas en las metodologias de prediccién de estructura proteica que combinan varias
técnicas, tales como ensamblaje, modelado ab initio y métodos refinados de estructura a nivel

atémico (Roy A, 2011).

La relevancia bioldgica de los modelos de prediccién de proteinas subyace en la especificidad
en la prediccién de la estructura. Por ejemplo, modelos de alta resolucién con valores de desviacién
cuadrética en el rango de 1-2 A, se generan de manera habitual utilizando métodos de modelado

comparativo a partir de proteinas molde homdlogas. Usualmente muestran requerimientos
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estructurales altos y son adecuados para la utilizaciéon en estudios computacionales de unién a ligando
y screening virtual de compuestos. Modelos de resolucién media, aproximadamente en el rango de 2
a5 Aygenerados por ensamblaje o modelado comparativo a partir de moldes homélogos distanciados
evolutivamente, pueden ser usados para identificar la locacién espacial de residuos funcionalmente
importantes, tales como los que se encuentran en sitios activos o en mutaciones asociadas a
enfermedades. Sin embargo, muchos de los sitios de importancia en la funcionalidad estan localizados
en regiones bucle que muestran amplia variabilidad estructural, aun cuando la estructura proteica
estd conservada. Dado esto, el modelado preciso de las regiones bucle sigue siendo un problema
importante, aunque todavia no se encuentra resuelto en los modelados basados en molde.
Finalmente, si bien son los modelos con menor resolucién, los modelos predichos utilizando métodos
ab initio tienen una gran aplicacién, incluyendo identificacién del limite de dominios proteicos,

reconocimiento de la topologia y funciones de la familia o superfamilia (Zangh Y, 2009; Roy A, 2011).

Para llevar a cabo las tareas de prediccién de la estructura existen distintas herramientas
bioinformaticas (Tabla 3). Entre ellas se encuentra, el programa MODELLER, el cual se utiliza para
realizar modelados por homologia o comparacién de estructuras proteicas en 3 dimensiones. Para
realizar esta tarea, el programa necesita un alineamiento de la secuencia a modelar con estructuras
relacionadas conocidas. Basado en esta informacién el programa calcula automaticamente un modelo
que contiene todos los atomos distintos de hidrégeno, e implementa modelados de estructura
proteica comparativa mediante la satisfaccion de los requerimientos espaciales (Webb B y Sali A,
2016). Por otro lado, se encuentra el servidor I-TASSER (del inglés, iterative threading assembly
refinement) el cual funciona como una plataforma para la prediccién de estructura y funcién de una
proteina, basada en el paradigma “estructura-funcién”. Tomando como base la secuencia
aminoacidica, el programa genera primariamente un modelo atémico en 3 dimensiones mediante el
ensamblaje de alineamientos multiple y simulaciones iterativas de la estructura. La funcion de la
proteina se infiere a partir de la coincidencia estructural que presenta el modelado obtenido con otras
proteinas conocidas. La estimacion de la exactitud de la prediccién es obtenida a partir de la

determinacion de puntajes sumamente confiables del modelado (Yang J y Zhang Y, 2015).

Generacion de Hits y Compuestos Lideres
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Herramienta Método Disponibilidad

Homologia

3D-JIGSAW Ensamblaje basado en fragmento Server

MODELLER Satisfaccion de restricciones espaciales  Server/Descarga

HHpred Comparacién de perfiles HMMs (del Server/Descarga
inglés, Hidden Markov Models)

RaptorX Prediccion de calidad de alineamiento Server

Swiss Model Ensamblaje basado en fragmento y Server
similaridad local

Phyre2 Deteccion de homologia remota Server
avanzada

Reconocimiento de plegado

MUSTER Alineamiento con informacién  Server
estructural multiple

GenTHREADER Alineamiento de secuencia Server/Descarga

I-TASSER Ensamblaje iterativo de fragmentos Server/Descarga

Ab Initio

QUARK Replica- Intercambio Monte Carlo Server

Rosetta/Robetta Ensamblaje de fragmentos, hibridacion Server/Descarga
simulada.

I-TASSER Ensamblaje de fragmentos. Server/Descarga

CABS-FOLD Restricciones de distancia provistas por Server
el usuario

EVfold Calculo de variacién evolucionaria con Server

residuos co-evoluacionados pares
Tabla 3. Algunas de las herramientas bioinformaticas mas populares, utilizadas para los
ensayos de prediccion. (Adapatado de Leelananda S y Lindert S, 2016)

Una vez definido el blanco, es necesario definir la estrategia por la cual se generara el hit. Este
es el nombre que se utiliza para describir al compuesto quimico que aparece para ser el prototipo
inicial que actua en el blanco a drogar. Distintas aproximaciones en la generacidn de hits han sido
empleados con éxito. Estas aproximaciones pueden ser utilizadas de manera individual o en
combinacion, dependiendo de la naturaleza o la necesidad del proyecto. La decisidon sobre qué tipo
de estrategia se utilizara para la identificacién es uno de los pasos claves para el proyecto, ya que en
general este proceso consume una gran cantidad de tiempo, y en caso de ser de ser una budsqueda de
tipo High Throughput, también consumira una gran cantidad de recursos. La estrategia elegida
impactara directamente sobre las propiedades del hit, principalmente condicionando el tiempo que
se tardara en optimizarlo, en un primer paso como compuesto lider para luego producir un candidato

preclinico (Hoelder S, 2012).

Conceptualmente, existen dos tipos de aproximaciones para la busqueda de hits: Diseno
basados en conocimiento previo o busqueda al azar (Random Screening). El disefio de los hits requiere
la organizacion previa del conocimiento. Esto se obtiene, por ejemplo, obteniendo la estructura
cristalizada del blanco o la estructura quimica de inhibidores conocidos de ligandos naturales, lo cual

involucra la buisqueda de una colecciéon amplia de compuestos. De hecho, la mayoria de las busquedas
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de hits utilizan una mezcla de las dos aproximaciones y representan un intercambio entre el
conocimiento del blanco requerido y, por otro lado, el nimero de compuesto desafiados.
Actualmente, mientras grandes colecciones de compuestos son cuidadosamente disefiadas para
contener los llamados compuestos de tipo “drug-like”, cientificos de todo el mundo estan disefiando
de manera racional un gran nimero de compuestos a ser probados, utilizando la aproximacién basada

en el conocimiento previo (Hoelder S, 2012).

Dentro de las aproximaciones disponibles para la generacion de compuestos lideres se
encuentran distintas variantes de screening: los de tipo High Throughput, en los cuales se evallan
varios compuestos mediante ensayos bioquimicos o sobre células, con el objetivo de descubrir modos
de accién innovadores; los basados en fragmentos, en donde sélo se utilizan un nimero limitado de
compuestos (alrededor de 1000), con bajo peso molecular (<300); y por ultimo el denominado

Screening Virtual, el cual se desarrollara a continuacion.
Screening Virtual

El método de seleccién de compuestos a partir de una gran base de datos, utilizando
herramientas computacionales se denomina screening virtual. Conceptualmente existen dos
abordajes que pueden ser seguidos: Basados en ligandos, donde compuestos seleccionados de una
base de datos que son de alguna manera similares a otros inhibidores ya existentes del blanco en
cuestion; y los basados en estructura, los cuales buscan evaluar computacionalmente cémo se
adecuan estéricamente los compuestos a bolsillos de union, explorando la estructura cristalizada o
modelada del blanco. Los compuestos son luego ordenados en base a la afinidad obtenida y solo los

compuestos de menores energias de docking son evaluados posteriormente (Hoelder S, 2012).

El screening virtual presenta ventajas obvias sobre los otros tipos de screening, siendo de por
si mas rapido y necesitando menor cantidad de recursos. Ademas, los compuestos evaluados por
screening virtual no necesariamente deben estar disponibles comercialmente, solo aquellos
obtenidos como candidatos deben ser comprados o, en su defecto, sintetizados. Esto indica que
millones de compuestos pueden ser analizados por este método. Sin embargo, es importante tener
en cuenta que todavia se encuentra en etapas de desarrollo, principalmente para el abordaje basado
en estructura, ya que la prediccién de afinidad de unién certera continta siendo una de las principales
metas perseguidas por la quimica computacional. Varios proyectos exitosos han sido reportados y
aprobados por la FDA para su ingreso al mercado. La proteasa del VIH-1 es una de los principales
blancos terapéuticos para el tratamiento del SIDA. A principio de la década del 90 varios inhibidores
de proteasas del VIH fueron desarrollados para controlar la infeccién, utilizando docking basados en

estructura molecular. Esto fue un gran éxito para la época e hizo posible que los pacientes infectados
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con HIV puedan tener mayor expectativa de vida. Saquinavir fue una de las primeras drogas que tienen
como blanco la proteasa del VIH-1 que alcanzé el mercado. Otro ejemplo es la Dorzolamida, un
inhibidor de la anhidrasa carbdnica Il aprobado por la FDA para el tratamiento de glaucoma y fue

desarrollada utilizando esta estrategia (Leelananda Sy Lindert S, 2016).

Dentro de los ensayos de screening virtual basados en estructura, el basado en docking es sin
duda el mds ampliamente aplicado en la préctica. El flujo de trabajo basico para realizar un screening
virtual basado en docking (DBVS) parte de la estructura del blanco elegido, tanto resuelta
experimentalmente o modelada computacionalmente, y una biblioteca de compuestos de
compuestos del tipo “small molecules”, los cuales estén disponibles para ser comprados o
sintetizados. Regularmente, tanto el blanco como la biblioteca de compuestos requieren preparacién,
tales como asignacion de propiedades tautoméricas, estereoisoméricas y estados de protonacion.
Cada compuesto en la biblioteca es virtualmente “presentado” al sitio de unién definido en el blanco
mediante un programa de docking, el cual modela computacionalmente las interacciones ligando-
blanco hasta alcanzar una complementariedad éptima de propiedades estéricas y fisicoquimicas.
Luego, un algoritmo matematico (generalmente denominado como la “funcién de puntaje o score”)
es utilizada para evaluar cuan afin es el compuesto al blanco. Esto generalmente es continuado por
un paso de post procesamiento, en el cual los compuestos son ordenados en un ranking que se basa
en el célculo de los puntajes de union y/u otros criterios. Regularmente, solo un pequefio grupo de los
compuestos que quedaron en las primeras posiciones son elegidos como candidatos para
experimentos posteriores (Leelananda S y Lindert S, 2016). Durante las ultimas décadas, un gran
numero de programas de docking han sido desarrollados, entre los cuales se encuentra al AutoDock

Vina, Dock, FlexX, Glide, Gold, Surflex, ICM, LigandFit, and eHiTS, entre otros (Tabla 4) (Cheng T, 2012).

ogama Sgeide s

AutoDock Vina GA/MC Si http://vina.scripps.edu

Dock IC Si http://dock.compbio.ucsf.edu

FlexX IC No http://www.biosolveit.de/flexx

Glide Hibrido No http://www.schrodinger.com

Gold GA No http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/g
Surflex IC No http://www.tripos.com/index.php

ICM MC No http://www.molsoft.com/docking.html
LigandFIt MC No http://accelrys.com/products/discovery-studio
eHiTs IC No http://www.simbiosys.ca/ehits/index.html

GA: Algoritmo Genético; MC: Monte Carlo; IC: Construccion Incremental
Tabla 4. Ejemplos de los programas de Docking mas utilizados (Adaptado de Cheng T, 2012).
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Respecto al contenido y la calidad de la biblioteca de compuestos a utilizar, existe un rol
esencial de la misma asociado al éxito o fracaso de los proyectos DBVS. En la Tabla 5 se resume una
lista parcial de las bases de datos publicas y comerciales utilizadas cominmente en la practica. Estas

bases de datos contienen, por lo general, una enorme cantidad de compuestos tipo “small molecule”

que varian entre los 10,000 hasta varios millones de compuestos (Cheng T, 2012).

Base de Datos Tipo N° de Sitio Web
Compuestos
PubChem Plblica 30 millones http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
ChEMBL Plblica 1 millon https://www.ebi.ac.uk/chembldb/index.php
NCl Set Plblica 140,000 http://dtp.nci.nih.gov/index.html
ChemSpider Publica 26 millones http://www.chemspider.com
CoCoCo Plblica 7 millones http://cococo.unimore.it/tiki-index.php
TCM Publica 32,000 http://tem.cmu.edu.tw
ZINC Publica 13 millones http://zinc.docking.org
ChemBridge Comercial 700,000 http://www.chembridge.com
Spees Comercial 240,000 http://www.specs.net
Asinex Comercial 550,000 http://www.asinex.com
Enamine Comercial 1,7 millones http://www.enamine.net
MayBridge Comercial 56,000 http://www.maybridge.com
Wombat Comercial 263,000 http://www.sunsetmolecular.com
ChemDiv Comercial 1,5 millones http://www.chemdiv.com
ChemNavigator Comercial 55,3 millones http://www.chemnavigator.com
ACD Comercial 3,87 millones http://accelrys.com/products/databases/sourcing/availabl
e-chemicals-directory.html
MDDR Comercial 150’000 http://accelrys.com/products/databases/bioactivity/mddr.

html

Tabla 5. Bases de datos comtinmente utilizadas para realizar Screening (Adaptado de Cheng T,
2012).

A pesar de la enorme capacidad de procesamiento de las computadoras actuales, el realizar
el ensayo de docking con la biblioteca “a ciegas” a menudo genera pérdidas de tiempo y capacidad de
calculo computacional. Mas adn, impondra una gran carga en la seleccién del compuesto
posteriormente. Dada esta situacién, una manera sabia y util de evitar estos problemas, es remover
los compuestos no deseados de la biblioteca de manera previa a la realizacién del proceso de docking,
solo dejando aquellos compuestos que son relevantes. Una estrategia comun que se puede utilizar
para llevar a cabo esta tarea es aplicar filtros fisicoquimicos adecuados a las reglas de Lipinski (Imagen

2) o buscar similaridades basadas en ligandos activos conocidos (Lipinski C, 2001).

Como se describié hasta aqui, existen varios abordajes disponibles para la generacién y
encuentro de un hit, pudiéndolos usar de manera individual o en combinacién. Particularmente,
cuando se exploran blancos que presentan un desafio ya que se predicen con baja drogabilidad, es
recomendable el seguir mas de una estrategia para asi aumentar las posibilidades de encontrar hits

que puedan ser incorporados en el camino de la quimica medicinal (Hoelder S, 2012). Diseiar una
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estrategia para obtener hits es un trabajo que implica una revisién cuidadosa sobre lo que se conoce
sobre el blanco para poder determinar con cudl abordaje serd evaluado, y asi obtener hits tan

confiables como sea posible.

o o Aceptores de puente
Peso Molecular Criterios de Lipinski de Hidrégeno
<500 para moléculas de <10
tipo “drug-like” (Suma de dtomos de

OyN)

LogP<5 Donores de puentes
de Hidrégeno
Lipoficidad del <5
compuesto (Suma de grupos

-OH y -NH)

/Imagen 2. Reglas de Lipinski para moléculas del tipo “drug like”. Las reglas se encuentran basadas\
en valores de distribucion de drogas, aplicadas sélo en la absorcion mediante difusion pasiva de los
compuestos a través de membranas celulares. Los compuestos que son transportados de manera
activa a través de las membranas celulares por proteinas transportadoras son excepciones a esta
regla. Debido a su simplicidad, las reglas de Lipinski son ampliamente utilizados en la quimica
médica para predecir, no sélo la absorcion de los compuestos, sino también la similitud de los

\mismos a una droga. /

Evaluacion del nuevo compuesto en ensayos preclinicos.

En el desarrollo de un nuevo farmaco uno de los principales obstaculos es trasladar la eficacia
demostrada durante la fase preclinica a la clinica, donde probablemente se encuentren discrepancias
entre la capacidad demostrada en los modelos experimentales frente a la eficacia real en los pacientes
(Hoelder, 2012). Los modelos preclinicos necesitan tener en cuenta tanto la naturaleza molecular del
blanco como asi también el comportamiento y la especificidad del compuesto a evaluar. Se requieren
diferentes modelos para evaluar blancos genético-dependientes comparados con aquellos que

apuntan a la interaccién tumoral con el estroma o la sefializacién hormonal.

Durante la optimizacion del compuesto lider, se utilizan de manera frecuente lineas celulares

tumorales que crecen en cultivo in vitro como la primera linea de estudio en ensayos de proliferacion
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celular, apoptosis y otros procesos celulares que pueden ser medidos de manera simple utilizando
distintas tecnologias. Es de gran valor el uso de estas técnicas en combinacién con ensayos
mecanisticos para comprometer al blanco y vias de inhibicién del mismo. Utilizando los dos tipos de
ensayos juntos, se asegura que el blanco se encuentra modulado a concentraciones similares o
inclusive menores que las requeridas para inhibir el crecimiento celular, y dada esta situacién, asumir
que el efecto inhibidor del crecimiento esta mediado por el mecanismo propuesto. La seguridad
aumenta si se observa una correlacién entre la inhibicién de crecimiento celular tumoral y la
modulacién del blanco o de la via en una relacidn estructura/actividad a través de un rango de
andlogos. Sin embargo existen algunas advertencias con respecto al uso de lineas celulares. El
mantenimiento de la linea tumoral in vitro puede resultar en alteraciones fenotipicas, genéticas y
epigenéticas sustanciales, inducidas principalmente por el ambiente artificial creado por las
condiciones del cultivo celular, el cual podria enmascarar efectos o procesos de la biologia original del

tumor in situ (Wilding JL, 2014).

Otro abordaje utilizado para la evaluacién de la nueva droga utilizando lineas celulares
tumorales es el crecimiento en cultivo 3D, donde el modelo es mas representativo de la biologia
tumoral en el organismo hospedador. Las células pueden ser cultivadas tanto como esferoides en
suspensidon como en matrices que representan el ambiente extracelular del tumor. Si bien el uso de
este modelo presenta un gran desafio, principalmente para la evaluacién de tipo High Troughput,
actualmente se estan desarrollando nuevas metodologias para solucionar estos obstaculos (Wilding

IL, 2014).

Los compuestos que presentan una actividad prometedora en los ensayos in vitro en lineas
celulares pasaran a ser evaluados en estudios in vivo en animales, siempre y cuando las propiedades
del tipo ADME (Administracién, Distribucién, Metabolismo y Excresidn) sean apropiadas para este tipo
de estudios (Leelananda Sy Lindert S, 2016). Estudios en modelos tanto singénicos como xenogénicos,
en donde células tumorales son implantadas en ratones, se han utilizado de manera extensiva,
pudiendo mimetizar muchas de las caracteristicas y respuestas a distintas drogas del cancer humano
correspondiente. Sin embargo, existen limitaciones para la realizaciéon de estos ensayos: No se
reproduce la interaccién celular estroma-célula tumoral, los tumores crecen mucho mds rapido que
en los pacientes y, debido a esto, son mas sensibles a las drogas. Este abordaje generalmente deriva
en el uso de una linea celular tumoral establecida, con todas las limitaciones que ya se discutieron
antes, donde las células no son implantadas en el sitio nativo al que pertenecen (modelo heterotdpico)
sino se implantan en el érgano del cual provienen (modelo ortotépico). Otro modelo que se comenzé
a utilizarse hace algunos afios es el denominado PDX (del inglés Patient-Derived Xenografts), en el cual

se establecen tumores provenientes de biopsias frescas de pacientes en animales inmunodeprimidos.
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El objetivo principal de este modelo es el de mantener la mayor cantidad de caracteristicas del tumor
original, aunque también presenta limitaciones, ya que al igual que los modelos antes descriptos, no

es posible evaluar la interaccién con el sistema inmune (Pompili L, 2016).

Recientemente ha surgido un nuevo modelo in vivo para complementar el uso de modelos
xenogénicos, el cual se denomina GEMMs (del inglés, genetically engineered mouse models). Los
mismos se basan en inducir lesiones genéticas especificas que provoquen la activacion o
sobreexpresién de oncogenes o la deplecién de genes supresores de tumor. La ventaja principal que
presenta es que el tumor surge de una manera espontanea, rodeado del ambiente natural del
organismo, como por ejemplo, el sistema inmune. Sin embargo, también presenta sus limitaciones:
requiere del mantenimiento de stocks suficientes de ratones portadores de tumor; pueden surgir
diferencias en la secuencia proteica entre el blanco humano y el murino; usualmente se observan
pocas aberraciones genéticas, mientras que en los tumores humanos se pueden encontrar una gran

cantidad de mutaciones (Holen 1, 2017).

Dado el caso que se hayan obtenido la cantidad de datos preclinicos suficientes, la droga
candidata continuara el camino hacia los ensayos clinicos, pasando por varias etapas de evaluacién y
validacién de los datos obtenidos por distintos entes que conllevan un porcentaje considerable en el

tiempo de desarrollo de nuevas drogas.
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Disquerina como blanco molecular en Cancer.

Estudios sobre el rol de la disquerina en patologias humanas

La disquerina humana (DKC1) es una proteina evolutivamente conservada que participa en
diversos complejos nucleares. DKC1 es una proteina nucleolar de 58 kDa, cuya secuencia presenta un
alto grado de conservacidn filogénetica, lo cual evidencia su relevancia bioldgica. De hecho, el gen de
levadura Cbf5, originalmente descripto para codificar una proteina de unién a centrémero y
microtubulos, fue el primer miembro de esta familia de genes en ser identificado. Inmediatamente
después, un ortélogo en mamiferos llamado Nap57 fue reconocido en rata, y propuesta su actividad
como transportador de estructuras pre ribosdmicas. Aflos mas tarde se observé que la inactivaciéon de
Cbf5 en levaduras era letal, atribuyéndole esta letalidad al proceso defectivo de pseudouridinilacién

de precursores de ARNs ribosomales (ARNr) (Angrisani A, 2014)

El vinculo que existe entre la disquerina y su rol patoldgico esta basado en la presencia de
irregularidades genéticas o de expresion de esta proteina en distintas enfermedades. Una de ellas es
la Disqueratosis Congénita (DC), donde su presentacion clinica expone una variedad de sintomas
caracterizados por la clasica triada de caracteristicas mucocutaneas, como pigmentacion de la piel,
distrofia ungueal y leucoplasia mucosa, seguido de una gran cantidad de sintomas adicionales como
falla de la médula d6sea, células madre defectuosas, retraso mental, envejecimiento prematuro y
susceptibilidad tumoral aumentada. En 1998, dkcl fue identificado como el gen causante de la
enfermedad, a partir de un screening de ADNc candidatos en pacientes no relacionados, mostrando
la existencia de mutaciones en la zona codificante. Un afio mas tarde, estas mutaciones fueron
relacionadas a la causa del sindrome de Hoyeraal-Hreidarsson caracterizado por retraso en el
desarrollo, inmunodeficiencia, anemia apldstica y mortalidad precoz, actualmente considerada como

una variante severa de la DC (Dokal I, 2011).

La identificacion de dkc1 como causa central de la DC dirigio la atencion sobre los miembros
de esta familia de genes, describiéndose rapidamente a sus ortélogos en genomas de plantas, hongos,
protistas e inclusive archaebacterias. Si bien dentro de cada organismo, se denominaron con distintos
nombres a los miembros de la familia DKC1, en general para referirse a sus ortdlogos, se utiliza la
denominacion “disquerinas”. Todas las disquerinas descriptas en organismos eucariotas tienen una
localizacién nuclear preferencial. Dentro del nucleo, la disquerina participa en la formacién de 3
complejos esenciales: H/ACA snoRNPs (del inglés small nucleolar RiboNucleoProteins), el cual controla

la biogénesis de los ribosomas, la pseudo uridinilacién del ARN y la estabilidad de los snoARNs (del
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inglés small nucleolar ARNs); el scaRNPs (del inglés, Small Cajal body (CB)-specific RNPs), el cual

controla la pseudouridinilacion de los snARNs (del inglés small nuclear ARNs); y la holoenzima

telomerasa activa, la cual mantiene la integridad y longitud telomérica (Imagen 3). Los H/ACA snoRNPs

son hetero complejos pentaméricos en los cuales la disquerina se asocia con una molécula de un ARN

nucleolar del tipo H/ACA y 3 proteinas altamente conservadas: NOP10, NHP2 y GAR1. La conservacion

funcional de este complejo es tal que inclusive la proteina Cbf5 de archeabacterias, es capaz de unirse

con la proteina NOP10 proveniente de levadura (Angrisani A, 2014).
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ﬁagen 3. Diversos complejos que confm
disquerina. Los H/ACA snoRNPs maduras

estdn compuestos por un tetramero de
disquerina/NOP10/GAR1/NHP2 ensamblado
con una molécula de un H/ACA ARN.
Mientras las RNPs que se ensamblan con
snoARNs esenciales, dirigen el
procesamiento del pre-ARNr, los que se
ensamblan con snoARN candnicos, dirigen la
pseudouridinilacién del ARN. Los H/ACA
ARNs ya han sido identificados como
precursores de miARNs/sdARNs y se refieren
como H/ACA pre-miARN o pre-sdARN. Si se
ensamblan con scaARN, el tetrdmero se une
a los scaRNPs que se localizan en los cuerpos
de Cajal y promueve la pseudouridinilacién
de snRNAs. El tetramero completo también
participa en la formacién del complejo activo
telomerasa, junto con la retrotrasncriptasa
TERT, la proteina TCAB1 y TPP1. Dentro del
complejo telomerasa, la disquerina se une al

TR por su dominio 3’H/ACA. (Adaptado de
Angrisani A, 2014).

Informacion de secuencia y mutaciones reportadas de la disquerina.

El alineamiento de secuencias de disquerinas provenientes de varios organismos revela la

presencia de regiones altamente conservadas, indicando la conservacién funcional de las mismas. Este

aspecto se encuentra evidenciado en experimentos de intercambio, en donde se observa que tanto la

disquerina proveniente de rata como con la proveniente de Drosophila, pueden rescatar mutaciones

de Cbf5 de levadura. A partir de analisis de secuencia realizados en el banco de datos Pfam (http.//

pfam.sanger.ac.uk/ Acceso 060832) se identificaron al menos 3 dominios funcionales preservados: el

dominio simil disquerina (DKCLD; 48-106 aminoacidos (aa)), el cual hasta el momento no se le conoce
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funcion, pero es tipico de la familia de esta proteina; el dominio catalitico TruB_N pseudouiridina
sintasa (110-226 aa), el cual se encuentra implicado en el proceso de pseudouridinalacién;y por ultimo
el dominio PUA de unién a ARN (297-370 aa), el cual se relaciona con el reconocimiento de la familia
de ARN tipo H/ACA. Ademas, en la mayoria de las proteinas homologas de metazoos se pueden
encontrar dos sefiales de localizacion nuclear (NLS), ubicadas respectivamente en el N- y C- terminal

(Imagen 5) (Angrisani A, 2014).

Observando las secuencias proteicas, los principales puntos de divergencia que se encuentran
entre las disquerinas de eucariotas y archeas subyacen en el N- y C- terminal, en los cuales las
eucariotas exhiben extensiones tipicas. Llamativamente se ha observado que la longitud de la
extension N-terminal se encuentra aumentada significativamente en metazoos, en los cuales se puede
reconocer un bloque de 30 aa, mientras que en humanos varia entre 2 y 34 aa y en levaduras se
encuentra ausente. La posibilidad, ain no definida, de que esta secciéon pueda jugar una funcién
reguladora estd reforzada por la observacién de que esta zona estd sujeta a dos modificaciones
postraduccionales, como lo son la fosforilacién de S21 y la SUMOilacién de K16. La desigualdad en la
distribucién de las mutaciones asociadas a la DC también sostiene la relevancia funcional que presenta
el extremo N- terminal de la disquerina. De hecho, la mayoria de las mutaciones encontradas en
pacientes no se ubican en el dominio catalitico, sino que se concentran en el dominio PUA y la

extension N- terminal, ausente en archeas (Angrisani A, 2014).

Mutaciones Patologicas

xooss | |y |T||||% | e || ||| | - -
Disquerina Humana = e T =] =

Dominio DKCLD Dominio Catalitico TruB Dominio PUA

magen 5. Organizacion general de los dominios funcionales de la disquerina. Los recuadros rojos en
los N-y C- terminales representan las zonas NLS, ricas en lisina y arginina. El pequefio cuadro rosa dentro
del dominio TruB_N indica el aminoacido aspartico catalitico. Las posiciones de las mutaciones asociadas
ala DCy el sindrome Hoyeraal-Hreidarsson (HHS) se encuentran indicadas de la siguiente manera: Lineas
verticales corresponden a mutaciones missense, el triangulo indica la deleciéon de la Leucina 37 mientras

\que (r) indica la delecion p.Asp493ValfsX12. (Adapatada de Angrisani Al, 2014) /

Inclusive, las secuencias N-terminales de archeas y eucariotas no pueden ser alineadas vy
cuando las estructuras cristalizadas de Pyrococcus furiosus (1-19 aa) y Saccharomyces cerevisiae (1—
32 aa) son sobreimpuestas, revelan diferentes plegamientos, indicando que tienen roles diferenciales.

A pesar de esta evidencia, existe poca informacién disponible sobre la funcién de esta region, la cual
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esta generalmente relacionada con un Unico rol como actor sinérgico con la sefial de localizacion

nuclear del C-terminal (Angrisani A, 2014).

El dominio PUA (297-370 aa), consiste en seis laminas beta y dos alfa hélices cortas. En el afio
2014 Cerrudo y colaboradores, realizaron un estudio comparativo entre la estructura de proteinas con
dominios PUA de distintos organismos (Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster, Aedes
aegypti, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, entre otros) encontrando
una gran similaridad y conservacion de esta estructura a través de las distintas especies. Si bien, como
se ha mencionado anteriormente, existen diferencias estructurales entre las disquerinas provenientes
de los distintos organismos estudiados, encontraron que la mayoria de las mutaciones que dan lugar
a patalogias relacionadas con la disquerina, se encuentran en el dominio PUA. Entre ellas, se encuentra
la mutacidn posicionada en el aminoacido A353 la cual es la mas cominmente encontrada en
pacientes con DC y la mutacidn en el aminoacido K314. Esta ultima genera una isoforma de la
disquerina que se asocia con las variantes de DC de mayor severidad. (Zeng XL, 2012). Esta evidencia
sugiere que las mutaciones podrian estar afectando la unién de los ARNs sustrato o de algin

componente aln no descripto del complejo. (Cerrudo C, 2014)

Respecto a la extensidén C- terminal (390-514 en humanos), la cual se encuentra ausente en
archeas, la misma es extremadamente variable en tamafo y secuencia en eucariotas. La relevancia
biolégica de esta regidon se basa en la presencia de una NLS dividida y en varios residuos
potencialmente modificables. Uno de los primeros trabajos realizado en levadura reporté que la
delecién de la extensién C- terminal conlleva un retraso en la fase G2/M, sugiriendo que esta region
podria estar relacionada con el control del ciclo celular. Tiempo después, se reportdé que la delecion
del segmento terminal del Ultimo exdn causa DC en algunos pacientes. Luego, isoformas de disquerina
truncadas alternativamente que carecian de las regiones C- terminales fueron identificadas en
Drosophila y en varios tejidos humanos y lineas celulares. Una de estas isoformas (isoforma 3) incluia
el dominio catalitico y el dominio PUA, pero no contenia la sefal de localizacién nuclear en el C-
terminal, mostrando preferentemente localizacidn citoplasmatica. Estudios basados en la estructura
y localizacién, sugieren que la isoforma 3 de disquerina podria favorecer el transporte de estructuras
pre-ribosomales desde el nucleo al citoplasma y/o influenciar la traduccién mediante la interaccién
con ribosomas o ARNm citoplasmaticos. En relacién con estas observaciones, el rol de la disquerina
en estos procesos y otros tales como morfologia celular y adhesidn han sido reportados en células
humanas y en Drosophila. Otras isoformas cortas, desprovistas no solo de la regidon C- terminal, sino
también del dominio PUA han sido descriptos hace algunos afios, promoviendo futuras investigaciones
que describan las funciones en las que pueden estar involucrados los distintos dominios (Angrisani A,

2014).
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Disquerina en el complejo telomérico

Como se ha mencionado anteriormente, a través de la habilidad de unién que presenta al
componente ARN de la telomerasa (hTR), el cual contiene en el 3’ un dominio H/ACA, la disquerina
forma parte de la holoenzima telomerasa, la cual es ensamblada en los Cuerpos de Cajal (CBs, del
inglés Cajal Bodies) y asi lleva a cabo un rol bien establecido en el mantenimiento de la integridad de
los teldmeros. Esta funcidn adicional fue revelada por primera vez por Mitchell y colaboradores en el
afio 1999, quienes encontraron que cultivos primarios de fibroblastos y linfoblastos de pacientes
afectados por DC presentaban menos valores de hTR, de actividad telomerasa y telémeros mds cortos
que las células normales, generando la duda sobre la mirada inicial de que la DC era un desorden
asociado a deficiencia ribosomal. Aflos mas tarde, la deficiencia en hTR también fue reportada en
linfocitos de pacientes de DC, indicando que este defecto no estaba causado por las condiciones de
cultivo celular. El rol de disquerina en el mantenimiento de los teloméros fue establecido
definitivamente en el afio 2007 por Cohen y colaboradores, quienes identificaron a la disquerina como
un componente de la holoenzima telomerasa activa (Cohen SB, 2007). De manera exitosa, mutaciones
en NOP10 y NHP2, las cuales participan de manera similar en el complejos snoRNPSs y la telomerasa
activa, lograron reproducir la forma autosomal de la DC. Mutaciones en otros genes envueltos en la
actividad telomerasa, tales como TR, TERT y TINF2 también produjeron efectos similares (Angrisani A,

2014).

Varios trabajos indicaron que cada molécula de hTR se asocia a dos complejos completos de
los cuatro componentes H/ACA RNP (DKC1, NOP10, NHP2 y GAR1). Dado esta situacion, varios
investigadores concluyeron que la principal causa de la DC es provocada porque la actividad
telomerasa se ve comprometida, indicando la relevancia de esta actividad para el correcto

funcionamiento y desarrollo del organismo (Angrisani A, 2014).

Disquerina y Cancer

En 1992, Dokal y colaboradores observaron que, en cultivos de fibroblastos derivados de
pacientes con DC, existian anormalidades tanto en la morfologia como en la tasa de crecimiento
comparada con células normales. Desde ese momento, varios trabajos han resaltado ese efecto
provocado por la deficiencia de disquerina. Particularmente, se ha descripto el arresto en la fase G2/M
del ciclo celular en células de levadura con mutaciones en Cbf5, en células depletadas de disquerina,
en fibroblastos derivados de pacientes con DC y en fibroblastos embrionarios de ratén que
sobreexpresan solo una disquerina cataliticamente inactiva (Angrisani A, 2014). No obstante, la

susceptibilidad al cancer es una de las caracteristicas principales presentadas por los pacientes de DC,
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siendo los carcinomas de cuello de células escamosas los mas frecuentes, seguido de cancer de piel y
anorectal. Adicionalmente, la incidencia de cancer en pacientes de DC ha sido reportada con valores

cercanos al 40-50% a la edad de 50 afios (Alter BP, 2009).

Considerando las funciones ejercidas por la disquerina como componente de los complejos
H/ACA snoRNPs y telomerasa, es de esperar que su deficiencia impacte sobre la capacidad
proliferativa de las células, provocando entonces que la predisposicién tumoral observada en los
pacientes sea dificil de explicar. Cuando se estudié este aspecto en ratones hipomorfos, la
susceptibilidad a la formacién del tumor fue creciente en la primer y segunda generacién. Esto se debe
a que estos ratones la pseudouridinilacidn es significativamente reducida, mientras que la deficiencia
en el mantenimiento de la longitud telomérica no era aun evidente. Esta observacidn sugirié en
primera instancia una relacién entre una desregulaciéon de las modificaciones de los ARNr y la
formacién tumoral. Esta hipdtesis fue luego sustentada por varios trabajos que revelaron que el
proceso deficiente de pseudouridinilacién de los ribosomas afecta a la traducciéon de un subset de
ARNm que contienen secuencias IRES (del inglés, Internal Ribosome Entry Site), los cuales presentan

un rol central en cancer (Angrisani A, 2014).

Por otra parte, alterando el balance entre factores pro y anti apoptdticos, el grado de
pseudouridinilacion de los ARNr puede promover la susceptibilidad neoplasica en células con DC. Vale
la pena notar que la deficiencia en disquerina puede contribuir a la tumorigenesis también alterando
el splicing de ARNm especificos, o por modulacién del nivel de ciertos snoRNAs. Mas aun,
fluctuaciones en el nivel de varios snoRNAs han sido observados hace algunos afios en distintos tipos
de cancer, estableciendo una relacidon novedosa entre la desregulacion en la expresion de estos genes
con la proliferacién celular y la respuesta a stress. Se observaron 38 mutaciones adicionales en DKC1
en distintos tipos de cancer esporadicos, siendo valioso resaltar que ninguna de esas mutaciones
corresponde exactamente a las halladas en pacientes de DC, aunque unas pocas de ellas se encuentran
justo al lado de las reportadas para esta enfermedad. Sin embargo, debido a la complejidad intrinseca
que posee la célula tumoral, no es facil predecir cdmo y si son capaces estas mutaciones de afectar la
funcion de ciertos genes. Es importante resaltar que la sobreexpresion de disquerina ha sido
observada en varios tipos de cdncer, sugiriendo que puede ser una caracteristica importante del
aumento en la tasa de crecimiento y proliferacién tipica de las células tumorales. En efecto, una gran
cantidad de trabajos propusieron la correlacién entre una alta expresion de disquerina con el grado
de avance de la enfermedad, sugiriendo que la cantidad de proteina puede ser utilizada como un
marcado prondstico de la enfermedad, al menos en algunos tipos de tumor. Por ejemplo, altos niveles
de disquerina, GAR1 y NHP2 pueden ser identificados de manera independiente como predictores de

un peor prondstico en neuroblastoma, mientras que la medicidn conjunta de los niveles de expresion
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de estas 3 proteinas componen una “Firma de SnoRNP”, la cual presenta un gran valor pronéstico para
evaluar la progresiéon de este tipo tumoral. De manera analoga a este modelo, para la pérdida y
reactivacién de la telomerasa durante la progresion de cancer de préstata y linfoma de células T, se
sugirié que las células que presentan una baja expresién en los niveles de estos componentes pueden
derivar en alteraciones e inestabilidad genética, acompafado por disfuncién de la telomerasa. Estas
condiciones podrian caracterizar estadios tempranos preclinicos de desarrollo tumoral. En los estadios
subsecuentes de desarrollo tumoral, la sobreexpresion de componentes H/ACA RNP, acoplados con
la reactivacion de la telomerasa, puede superar al bloque de proliferacién celular debido a la apoptosis
o mitosis abortiva, favoreciendo la progresidn tumoral. En este aspecto, niveles altos de disquerina,
GAR1 y NHP2 podrian mantener la actividad telomerasa y reducir la inestabilidad genética,

estabilizando a los tumores avanzados y favoreciendo su agresividad (Angrisani A, 2014).

Objetivo

Si bien aun quedan por dilucidar varios mecanismos relacionados a la sobreexpresidn de
disquerina relacionada con la progresién del cancer, se ha obtenido gran cantidad de informacién que
revela el papel que presenta esta proteina en el desarrollo tumoral. En este contexto, haciendo
principal foco en el rol que presenta la disquerina en la arquitectura y mantenimiento de la holoenzima
telomerasa y la relevancia del dominio PUA para el ensamblaje de la misma, el objetivo de este
capitulo es obtener un modelado de la estructura tridimensional de la disquerina humana, para
realizar sobre el la busqueda de nuevos compuestos que interfieran la union DKC1/hTR, logrando de

esta manera desestabilizar el complejo proteico e inhibir a la telomerasa.
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Andlisis y Reclutamiento de las secuencias proteicas de disquerinas emparentadas. Se
realizé una busqueda de las secuencias aminoacidicas de la disquerina humana y de sus homélogos
de otras especies, en la base de datos Uniprot (http://www.uniprot.org/). Se obtuvieron y compararon
las estructuras de distintas disquerinas en formato Blast y PDB. Se realiz6 un analisis de homologia de
secuencias a partir de alineamientos multiples con el software MEGA 7 (Molecular Evolutionary
Genetic Analysis; (Kumar S, 2016)). Por otra parte se calculé el porcentaje de cobertura e identidad de
secuencia mediante el método de ajuste por matriz composicional con el software Blast (Altschul SF,

2005)

Modelado y estudio de la disquerina humana.Se realizé6 un modelado de la secuencia de la
disquerina humana por homologia con el software MODELLER (https://salilab.org/modeller/). Se
analizaron los perfiles energéticos de los distintos modelos obtenidos y la estabilidad de las
mutaciones reportadas mediante el software FoldX (http://foldxsuite.crg.eu/). Por otro lado, se
realiz6 un modelado ab initio de la secuencia de la disquerina humana con el software I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) en sus dos variantes: con y sin molde. Una vez
obtenidos los distintos modelados, se procedié al andlisis estructural y de mutaciones de la proteina,
con el fin de determinar la eleccién de sitios con capacidad de unidn de ligandos. La visualizacién de
las diferentes estructuras modeladas se realizd mediante el uso del software AutoDockTools

(http://autodock.scripps.edu/resources/adt).

Busqueda de ligandos por docking.A partir de los modelos obtenidos, se realizé el ensayo de
docking sobre la zona definida con el software AutoDock Vina (http://vina.scripps.edu/) y la biblioteca
de compuestos de Enamine (http://www.enamine.net/), utilizando como centro la Lisina 293 (K293)
y como tamafio de la caja una longitud de 25 A, siendo la caja el espacio cubico de la proteina
destinado al docking que tiene como centro al residuo K293. Los servidores utilizados fueron
“Medusa” y “Upsilon2, ambos situados en la Universidad Nacional de Quilmes. Una vez concluido el
ensayo, se tomaron los mejores ligandos de cada modelo y se ordenaron segun su valor de estabilidad
de la unién con el blanco elegido. Se solicitd la sintesis y envio de los primeros 20 compuestos

obtenidos a la empresa Enamine.
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Analisis de la secuencia proteica de disquerina humana.

Se realizé la busqueda en la base de datos Uniprot, encontrandose secuencias de disquerina

correspondientes a ratén, pollo y humanos. Dentro de las humanas se encontraron 3 variantes

(Uniprot 060832): la variante original, que contiene del aminoacido 1 al 514, denominada Isoforma 1;

una variante activa que contiene del aminodcido 1 al 420, llamada Isoforma 3 y por Gltimo una

isoforma editada, la cual carece de las secuencias de sefalizacion correspondientes al N- terminal (1-

21) y al C-terminal (446-514). Las secuencias de las 3 variantes se pueden observar en la Figura 1.

DKC1 Isoforma 1 {1-60 MADAEVI I LPKKHKKKKERK|SLPEEDVAEI|Q HAEE sKIVAKLD [l{s[awWPLLLKNFD
DKC1 Isoforma 3 |1-60 MADAEVI | LPKKHKKKKERK|SLPEEDVAEI|Q HAEE SKIVAKLD {S[@QWPLLLKNFD
DKC1Editada  |22-60 - - -------|---------|-LPEEDVAEI|Q HAEE SKIVAKLD [{[S[@QWPLLLKNFD
DKC1lsoformal [61-120 [K L N V YTIPIHEACGS NPLK|REI GDYI RTG|F | NLDKPSNP[SSHEVVAWIR[RI LRVEKTGH
DKC1lsoforma3 (61120 (K L N V YTIPIBEACGS NPLK|REI GDYI RTG|F | NLDKPSNP|SSHEVVAWIR[RI LRVEKTGH
DKC1Editada (61120 |[K L N V YT|PIEIACGS NPLK|REI GDYI RTG|F | NLDKPSNP|SSHEVVAWIR[RI LRVEKTGH
DKC1 Isoforma 1 {121-180 GTLDPKVTG|CLIVCI ERAT|IRLVKSQQSAGK EYVGI VRIEHINAI EGGTQ LS[RALETLTGAL
DKC1 Isoforma 3 |121-180 GTLDPKVTG|CLIVCI ERAT|RLVKSQQSAGK EYVGI VRIEHINAI EGGTQLS|RALETLTGAL
DKC1 Editada  |121-180 GTLDPKVTG|CLIVCI ERAT|RLVKSQQSAGK EYVGI VRIEHNAI EGGTQLS|RALETLTGAL
DKC1Isoforma1 (181240 |[F QRPPLI AAVIKRQL RV RTI Y[ESKMI EYDPE[R RLGI FWVSC[EAGTY I RT LC|[VH LGLLLGVG
DKC1lIsoforma3 |181240 |[F QRPPLI AAVIKRQL RVRTI Y|[ESKMI EYDPE|RRLGI FWVSCEAGTY I RT LC[VHLGLLLGVG
DKC1Editada  |181240 |[F QRPPLI AAVIKRQL RVRTI Y|[ESKMI EYDPE|R RLGI FWVSCEAGTY I RT LC[VHLGLLLGVG
DKC1 Isoforma1 241300 |G QM QEL RRVR[SGVMSE KDHM|VTMHDVLDAQWL YDNHKDE[YLRRVVYP LE[KL LTSHKRLV
DKC1 Isoforma3 |241-300 |G QM QEL RRVR[S GVMSE KDHM|VTMHDVLDAQWL YDNHKDES|IYLRRVVYP LEIKL LTSHKRLV
DKC1Editada 241300 |G QM QEL RRVR[S GVMSE KDHM|VTMHDVLDAQWL YDNHKDES|IYLRRVVYP LEIKL LTSHKRLYV
DKC1lsoforma1 [301-380 |[M KD[SJAV NAI C[Y GA PGV YEDGI EVN[QEI VVI TTKGEAI CMAI AL V1 sTCPH
DKC1Isoforma 3 |301-360 [M KDJSJAV NAT C[y GAK]I MEPGV YEDGI EVN[QEI VVI TTKGIEAI CMAI A L H
DKC1Editada  |301-360 (M KDJSJAV NAT Cly GAKII MEP GV YEDGI EVN[QEI VVI TTKGEAI CMAI A L H
DKC1 Isoforma1 361420 (G| VAKI KRVIMERD TY PRKW|GL GIPIKJAIS QKK|L M1 KQGL|EDK|[H[EKP T D S A[TWKQEYVDYS
DKC1 Isoforma3 |361420 (G| VAKI KRVIMERDTY PRKW|GL GPIK/AIS QKK|L M1 KQGL EDK[HEKP T DS AITWKQEYVDYR
DKC1Editada  |361420 (G| VAKI KRVIIMERDTY PRKW|GL GPIKAIS QKK|L M1 KQGL EDK[HEKP T DS AITWKQEYVDYS
DKC1lIsoformal 421480 [E SAKKEVVAEV VKAPQVVAE|AAKTAKRKRE[S ESESDETPPAAPQL | KK EK[KK SKKDKKAK
DKC1 Isoforma 3 R e T I R T T B TR S
DKC1Editada 421445 |[E SAKKEVVAEVVKAPQVVAEAAKT A- - - - | - - - oo oo oo oo e oo
DKC1Isoformal 481514 |[A GL ESGAEPGD GDS DT TKKK|[KKKKKAKEVE|L VSE

DKC1 Isoforma 3 R LR - - E T CEE R - - -

DKClEditada | |- - - - - - - - - - - - - - - - - - - e e e e e - - -

Figura 1. Secuencias de las distintas isoformas de la disquerina humana obtenidas a partir de
Uniprot. En color azul se sefialan las mutaciones reportadas; en celeste el aminoacido catalitico y
subrayado se encuentran los aminodacidos correspondientes al dominio PUA. Dentro de este
dominio, en color naranja se sefala la mutacion en el residuo K314, la cual se ha reportado como
una de las mutaciones mas relevantes relacionadas con las variantes mas agresivas de la DC.

/

Reclutamiento de estructuras de disquerinas emparentadas.

Dado que la disquerina humana no se encuentra cristalizada, se realizé una busqueda de

estructuras de disquerinas de otros organismos, las cuales se visualizaron y compararon mediante el

software Protein Blast y la base de datos PDB. Las estructuras reclutadas mas interesantes resultaron

ser dos provenientes de Saccharomyces cerevisiae denominadas 3U28/A y 3UAI/A, encontrandose las

105



mismas cristalizadas junto a GAR1 y NOP10. DKC1 presenta un 87% de cobertura respecto a estas dos

estructuras, con un 67% de identidad de secuencia.

Modelado y estudio de la disquerina humana.

Luego de analizar las distintas variantes, se determiné editar la secuencia aminoacidica para
realizar el modelado de la disquerina humana (DKC1 Consenso). Para ello se omitieron los residuos 1-
21, correspondientes a la secuencia de un péptido de sefalizacion. Ademas, se definié como dominio
C- terminal al de la isoforma 3 hasta el residuo 420, debido a que a partir de este aminoacido no se
encuentran mutaciones interesantes y sugiere ser una zona de sefializacién. En la Figura 2 se muestra

la secuencia DKC1 consenso alineada con las 2 secuencias de S. cerevisae encontradas.

j3uAllA - |- - - - - - - - - - BN - - - - - - - SR DTSEWPLLLKNFDK[LLVRSGHYTP[IPAGSSPLKR
j3u2sja |- - - oo oo - - --DFV IKPE[--- - - - DTSEWPLLLKNFDKILLVRSGHYTP[IPAGSSPLKR
DKC1Consenso |LP EEDV AE | QHAE sivakLofsawpiriikNFDK|LNVEEEGHY TP@ACGSNPLKR

[3UAI|A DLKSY | SSGV|INLDKPSNPSISHEVVAW I KR([I LRCEKTGHS|IGTLDPKVTGC|LIVCIDRATR
|3U28]A DLKSY | SSGV|INLDKPSNPSISHEVVAW I KR([I LRCEKTGHS|IGTLDPKVTGC|LIVCIDRATR
DKC1 Consenso EIGDYIRTGFINLDKPSNPSSHEVVAWIRRILRVEKTGH.GTLDPKVTGCLIVCIERATR
[3UAIA LVKSQQGAGK|IEYVC I VRLHDALKDEKDLGR[SLENLTGALFQRPPL --KIRQLRVRTIYE
[3U28/A LVKSQQGAGKEYVCIVRLHDALKDEKDLGRSLENLTGALFQRP. ----- KIRQLRVRTI YE
DKC1 Consenso L\/KSQQSAGKEYVGIV.LHNAIEGGTQLSRALETLTGALFQRF’PLIAA\/KRQLR\/RTIYE

|3UAI|A SNLIEFDNKRINLGVFWASCEAGTYMRTLCVIHLGMLLGVGGHMQELRRVRSGALSENDNMYV
|3U28/A SNLIEFDNKRINLGVFWASCEAGTYMRT LCVIHLGMLLGVGGHMQELRRVRSGALSENDNMYV
DKC1Consenso |[S KM I EYDPERIRLGIFWVSCEAGTY IRTLCVIHLGLLLGVGGIQMQELRRVRS[GVMSEKDHMYV

[3UAI|A TLHDVMDAQW|VYDNTRDESY|[LRS I IQP LET|LLVGYKRIVVIKDSAVNAVCY|GAKLMIPGL L
|3U28]|A TLHDVMDAQW|VYDNTRDESY|LRS I IQP LETILLVGYKRIVVIKDSAVNAVCY|GAKLMIPGL L
DKC1 Consenso TMHDVLDAQWLYDNHKDE.YLRRVVYPLEKLLTSHKRLVMKD.A\/NAICYGAKIM.PG\/!

|3UAI|A R
|3U28/A R
DKC1 Consenso F

L

YEEGIELYD|EIVLITTKGEAIAVAIAQMSTVDLASCDHG|IVVASVKRCIMERDLYPRRWG
YEEGIELYD|IEIVLITTKGEAIAVAIAQMSITVDLASCDHG|VVASVKRCIMERDLYPRRW
YEDGIEVNQEIVVITTKGEAICMAIAL.lT VISTC.HGIVAKIKRVIMERDTYPRKWG

|3UAI|A
13U28]A
DKC1 Consenso

/Figura 2. Secuencia de la disquerina humana definida para el modelado alineada con Ias\
estructuras 3U28/A y 3UAI/A provenientes de S.cerevisae. Esta secuencia carece de los residuos
del 1 al 21 y contiene el dominio C- terminal de la isoforma 3, hasta el residuo 420. En rojo se
sefialan las zonas menos conservadas; en verde las que mejor se alinean; en azul las mutaciones
reportadas; en celeste el aminodacido catalitico y subrayado se encuentran los aminodcidos
correspondientes al dominio PUA. Dentro de este dominio, en color naranja se sefiala la mutacion
en el residuo K293 (correspondiente con el residuo K314), el cual se ha utilizado como centro del

Qnsayo de Docking. j

Para realizar el modelado por homologia, se decidid utilizar la estructura de la disquerina
3UAI/A, ya que la misma posee 28 residuos adicionales que presentan estructura en el C- terminal,
en comparacion con 3U28/A. Se realizaron 100 modelados de la secuencia de disquerina humana

seleccionada utilizando la estructura 3UAI/A, de los cuales se tomaron los primeros 5 modelados para
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analizar el perfil energético comparado con la estructura de referencia. Este analisis permitié verificar
ausencia de complicaciones estéricas (Figura 3.a). Adicionalmente, se realiz6 una prediccién in silico
de las mutaciones reportadas en disquerina para evaluar el impacto de las mismas en la estabilidad
de la proteina, obteniéndose solo 4 residuos que podrian estar interfiriendo, mientras que todas las

demas presentan un perfil neutral (Figura 3.b).

Continuando con el analisis estructural, tanto en los extremos N- como C- terminal no se
encontraron estructuras secundarias establecidas, lo cual indica que el modelado de los extremos no
representa la estructura real de la proteina. Sumado a esto, dentro de estas secuencias se encuentran
reportadas mutaciones que pueden interferir en el correcto funcionamiento de la proteina. Existe
evidencia que sugiere que los extremos se acomodan para darle lugar al dominio PUA de la disquerina.
Debido a estos inconvenientes se procedié a realizar un modelado ab initio de la secuencia elegida.
Este modelado se abordd de dos maneras: la primera fue realizando el modelado sin ningin molde
(Figura 4.a), en donde el software establece cual es el mejor molde desde la base de datos PDB. La
segunda es forzando al software a modelar en base a una estructura definida, que en este caso fue
3UAI/A (Figura 4.b). De cada una de estas maneras se realizaron 5 modelados, por lo que se obtuvieron
10 en total. Ambas estrategias permitieron obtener mejores resultados que el obtenido por
homologia, pudiéndose observar que los extremos se encontraban mds estructurados en comparacién

con la estructura de 3UAI/A (Figura 4.c).
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Figura 3. Evaluacion de la estabilidad de los modelados obtenidos por homologia .a. Perfiles
de energia de los modelados obtenidos en comparacién con la estructura 3UAI/A. b. Estabilidad
de las mutaciones reportadas en la estructura de la proteina modelada.
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Si se observa la estructura de la disquerina modelada ab initio a partir de la disquerina de
levadura (Figura 4. B.), y la estructura de 3UAI/A (Figura (4.c.), se puede ver que las colas se
estructuran de manera similar. Particularmente, se ve que la cola C- terminal constituye un surco
abierto donde, por bibliografia, se sabe que se une la proteina Shqly a TR. Ademas, en esta zona se
forma una cavidad con caracteristicas que posibilitan la unién de ligandos y esta cercana a la zona
dénde se encuentran reportadas varias mutaciones que causan patologias asociadas a la disfuncién

de la telomerasa (Dominio PUA). Dadas estas caracteristicas, se definié como zona a para el docking

este dominio, utilizando como centro el residuo K293.

Figura 4. Modelados mediante el I-Tasser de la disquerina humana.a. Modelado obtenido ab
initio. b. Modelado obtenido forzando al software a modelar a partir de la estructura de 3UAI/A.
c. Estructura de 3UAI/A, Disquerina de Saccharomyces cerevisiae. En celeste se observa una
mutacion en el residuo K293, segun el modelo.

Busqueda de ligandos por docking

Para realizar el ensayo de docking se utilizaron los dos modelos generados por el [-Tasser. A
partir de los resultados obtenidos para cada uno de ellos, se seleccionaron las primeras 10 moléculas
con menor energia de docking, obteniéndose una lista de 20 candidatos, los cuales se encuentran

listados en la Tabla 1. Los 20 compuestos fueron solicitados a la empresa Enamine LTD.
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Codigo  Energiade docking = Codigo Energia de docking

Enamine (kcal/mol) Enamine (kcal/mol)
22200 -8.5 z1388 -7.7
25110 -8.2 z4034 -7.6
25909 -8.2 z1131 -7.6
27428 -8.2 22792 -7.5
27066 -8.2 28696 -7.3
26281 -8.2 26341 -7.2
28692 -8.1 z0048 -7.1
74050 -8 20054 -7.1
z1717 -7.9 20338 -7
26285 -7.8 z4979 -6.7

Tabla 1. Ranking de compuestos obtenidos a partir del ensayo de
docking. Se muestran los primeros 20 compuestos, ordenados
segun su energia de docking .
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Durante los ultimos afios se ha generado un gran avance en las herramientas moleculares.
Esto provocd que el entendimiento molecular de las distintas enfermedades y patologias haya
aumentado de manera exponencial, generando nuevos interrogantes por resolver. Esto conlleva al
desarrollo de nuevos enfoques y problematicas que contribuyan a generar soluciones para los
problemas de salud humanos. A nivel mundial, en la actualidad se estan destinando gran cantidad de
recursos a la prevencién, diagndstico y tratamiento de distintas enfermedades, como el cédncer
(Morgan S, 2011). En lo que respecta a terapias antitumorales, si bien se han logrado identificar
compuestos citotéxicos efectivos, quedan aun por elucidar tratamientos dirigidos contra un blanco
especifico. Este cambio de paradigma abrié las puertas a una forma de estudio multidisciplinaria, en
dénde la conjuncién de conocimientos de biologia basica, bioquimica, bioinformdtica, herramientas
computacionales y biologia molecular, dieron lugar a lo que hoy en dia podemos llamar “disefio
racional de farmacos”. Teniendo en cuenta la experiencia del grupo en el estudio de la telomerasa y
la posibilidad de contar con las herramientas computacionales y de biologia molecular, se decidié
llevar a cabo un screening virtual basado en docking sobre el dominio PUA de la disquerina humana,
con el objetivo de generar nuevos compuestos con actividad inhibitoria de esta enzima para el

tratamiento del cdncer.

Como se ha mencionado anteriormente, la base para realizar un screening virtual basado en
docking, es la necesidad de contar con la estructura cristalizada de la proteina diana. Existen varios
estudios en los cuales se utiliza la estructura cristalizada de la disquerina para explicar de manera muy
interesante interacciones y procesos en los cuales se encuentra involucrada, pero los mismos cuentan
con las estructuras provenientes de levadura (Li S, 2011; Singh M, 2015) o de archeas (Rashid R 2006;
Li L, 2006). Si bien para este tipo de estudios estas estructuras son funcionales, el objetivo de este
trabajo estd dirigido hacia el desarrollo de nuevos farmacos, y por tanto cada paso debe ser lo mas
exacto posible para evitar el fracaso del proyecto. Dado que la disquerina humana, hasta el momento,
no se ha logrado cristalizar, la necesidad de tener un modelo lo mas aproximado posible a su
estructura se convirtié en uno de los pasos mas relevantes. Para llevar a cabo este objetivo, se optd
por la utilizacion de las herramientas bioinformaticas Modeller e I-Tasser. Estos softwares se
encuentran reportados varias veces en la literatura. Por ejemplo, para la investigacién en cancer, se
ha utilizado para realizar el modelado por homologia de la proteina RAB38, relevante en melanoma
(Abdelmonsef A, 2016) y RASSF2, estudiada en distintos tipos tumorales (Kanwal S, 2017); en el
estudio de la malaria, se obtuvo el modelado de M17LAP para luego ser utilizado como proteina
blanco en un screening virtual basado en docking (Rout S, 2016); de igual manera y con el mismo
objetivo, se reporté la estructura por homologia de la Sortasa A, involucrada en la enfermedad

Listeriosis (Rashidieh B, 2015).
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Para llevar a cabo este objetivo en este trabajo se decidid utilizar la secuencia aminoacidica
de la disquerina humana correspondiente con los aminodcidos 21 al 420, ya que los primeros 20
aminoacidos y los Ultimos 96 son zonas de sefializacidon con pocas mutaciones relevantes reportadas
(Angrisani A, 2014). A partir de esta secuencia, mediante el programa Modeller y utilizando como
molde la estructura cristalizada de la disquerina S. cerevisae (3UAI), se realizé el modelado por
homologia de la disquerina humana. Es importante aclarar que la disquerina de levadura se encuentra
cristalizada junto a Shqi, la cual es una proteina del complejo (Li S, 2011). Esto brinda informacion
mas aproximada a la conformacién real de la proteina en el contexto biolégico. Como resultado, se
obtuvo un modelado coherente con lo esperado, aunque los extremos C-y N- terminal se presentaron
parcialmente desestructurados. Dado esto, se decidid realizar un nuevo modelado de esta secuencia
con el software I-Tasser de dos maneras: ab initio, en donde el software “decide” cudl es la mejor
estructura a partir de bases de datos; y “forzado”, en el cual el operador define una estructura (en
este caso la disquerina S. cerevisae (3UAI)) sobre la cual se acomoda la secuencia a modelar. Ambos
procesos convergieron en modelados apropiados, en dénde se analizaron los perfiles de energia de
los modelados y la estabilidad de las mutaciones, arrojando resultados apropiados. Por otra parte se
observo que en la zona C-terminal existia una gran variabilidad de estructura, por lo que se decidié
determinar otra zona con menor movilidad en dénde realizar el ensayo de docking, ya que esa
diversidad conformacional local podria hacer muy variable la afinidad con el ligando, y muy
dependiente de las condiciones que afectan al equilibrio de conférmeros (pH, temperatura, fuerza

idnica) (ten Brink T, 2010).

La eleccion del centro para desarrollar el docking se basé en varios puntos: El centro asignado
se encuentra en el dominio PUA, el cual ha sido reportado reiteradas veces como el dominio que
contiene la mayoria de las mutaciones relacionadas con patologias como la DC y la unidn al hTR, por
lo que representa una zona importante para la funcién del complejo telomérico (Yu YT, 2014; Savage
S, 2009; Cerrudo C, 2014).Este dominio presenta una cavidad con una disposicion espacial apropiada
para unién de ligandos. Dentro de este dominio, se determind como centro del docking el residuo
correspondiente con la Lisina 293 de nuestro modelado (K314 en la secuencia completa de la
disquerina). Ademds, la asignaciéon de este residuo como centro se debe a que estd reportado como
el sitio de una de las mutaciones mas relevantes asociada a la manifestacién mds severa de la DCy al

impedimento de estabilizar el hTR en el complejo (Zeng XL, 2012).

El razonamiento que se encuentra tras la eleccidn de este sitio es la busqueda de una molécula
capaz de interactuar con este sitio de la disquerina, impidiendo la estabilizacién del hTRYy, por lo tanto,

la formacién del complejo. A partir de la evaluacidn de todos estos parametros, se obtuvieron dos
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modelados con caracteristicas apropiadas para llevar a cabo el ensayo de docking, tomando como

centro el aminoacido K293.

Existen distintas aproximaciones a la hora de comenzar un ensayo de Screening Virtual. En la
literatura, los estudios se dividen, principalmente, en las buisquedas basadas en ligando y en docking.
Ejemplo de las primeras se pueden ver representadas en los siguientes casos: Desarrollo de drogas
contra PDE2, una enzima relevante en hipertension pulmonar y enfermedades del sistema nervioso
central, a partir de un screening virtual basado en estructura, utilizando como base de compuestos
drogas ya aprobadas por la FDA (Qiu X, 2017); otro caso representativo es la busqueda de inhibidores
de CLIC1, el cual es un blanco reportado en distintos tipos tumorales, la cual utiliza como base de
compuestos un conjunto de medicamentos tradicionales chinos (Wang W, 2017). Respecto a la
busqueda basadas en docking, las cuales son las principales, se pueden nombrar ejemplos tales como
la busqueda de inihibidores de la helicasa NS3 del virus Dengue, en la cual se evalué por docking una
biblioteca de mas de un millén de compuestos (ZINC) contra la estructura cristalizada de este blanco
(Halim SA, 2017); otro caso es el de inhibidores de RAC1 en lineas de mama altamente agresivas,

también utilizando ensayos de docking con la biblioteca de compuestos ZINC (Cardama GA, 2014).

En este trabajo la estrategia utilizada se basd en un screening virtual basado en docking
mediante el software Autodock Vina, utilizando como blanco los modelados de la disquerina humana
obtenidos a partir del I-Tasser, siendo la fuente de compuestos la biblioteca “Advanced Collection” de
mas de 300.000 compuestos de tipo “drug like” de Enamine. Los compuestos de esta biblioteca tienen
propiedades del tipo molécula lider, con un peso molecular menor a 350, valores de lipoficidad
adecuados (logP<3) y grupos farmacoforos relevantes, tales como carboxilos, aminas primarias y
amidas, parametros que son importantes en el desarrollo de una nueva droga (Lipinski CA, 2001). Esta
coleccion se puede considerar como una fuente importante de compuestos para el disefio de
bibliotecas dirigidas hacia un blanco. La cantidad de grupos funcionales y propiedades del tipo
molécula lider que tienen los compuestos hacen que esta biblioteca sea una de las herramientas mas
utiles en la busqueda de nuevas drogas (Enamine). La biblioteca de Enamine presenta gran cantidad y
variedad de compuestos con caracteristicas Utiles para la realizacién de ensayos de High Throughput
Screening, teniendo en algunos casos hasta 10 veces mds compuestos que otras bibliotecas como
TCM, NCI, May Bridge, Wombat, entre otras (Cheng T, 2012). Sumado a esto, varios estudios de estas
caracteristicas se han llevado a cabo utilizando las bibliotecas proporcionadas por Enamine, siendo
algunos de ellos inhibidores de tirosin quinasa (Chiba S, 2017); Inhibidores de STAT3 (Kolosenko I,
2017); Inhibidores de la sintasa de Mycobacterium tuberculosis (Billones JB, 2017), entre otros. Esta
informacidn representa un gran soporte en la eleccién de esta biblioteca para el desarrollo de nuestro

trabajo, al encontrarse reportada en distintos trabajos que concluyeron de manera exitosa.
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Como resultado del ensayo de screening virtual basado en docking, se seleccionaron los
primeros 10 compuestos obtenidos a partir de cada modelado, teniendo en cuenta sus valores de

energia minima, generando una lista de 20 candidatos a ser evaluados.

La utilizacién de estos métodos para el desarrollo de un nuevo farmaco para el tratamiento
del cancer ya se encuentra reportada en bibliografia. Respecto al uso de la estructura modelada de
una proteina para un ensayo de screening virtual, se ha demostrado que existe una correlacién entre
el éxito en el modelado por softwares tales como el I-Tasser, versus el éxito relativo en el proceso de
screening virtual (Du H, 2015). Esto sugiere que la combinacion de ensayos de docking y los métodos
avanzados de modelado de estructura son una aproximacion valiosa en los estudio de desarrollo de
nuevas drogas por screening virtual, especialmente cuando existe una falta de estructuras cristalizadas
de proteinas blanco, como es el caso del presente trabajo. Sumado a esta evidencia, ya existen
moléculas con accién antitumoral que son productos de esquemas de trabajo similares al aqui
propuesto. Este es el caso del trabajo realizado por Tarazi y colaboradores sobre la protein-quinasa
dependiente de ADN (ADN-PK), la cual se encuentra involucrada en el proceso de recombinacion del
ADN no homologa y, por tanto, es un blanco relevante a nivel tumoral. En este trabajo realizaron un
modelo por homologia de la enzima, el cual fue utilizado en un ensayo de screening virtual basado en
docking. Una vez obtenidos los compuestos, evaluaron su respuesta in vitro, obteniendo una
inhibicién de la actividad quinasa y el descenso de la capacidad proliferativa en un tratamiento
combinado con doxorrubicina y cisplatino en lineas tumorales de mama y pulmdn (Tarazi H, 2016).
Otro caso, en el cual aparte del cancer se aplica a otras patologias virales y cardiovasculares, es el de
la busqueda de inhibidores de transportadores de nucleésidos (hCNTs). Los mismos no se encuentran
cristalizados, por lo que generaron modelos de homologia de distintas variantes de los
transportadores humanos basados en la similitud y conservacién que mantienen con los de Vibrio
cholerae, los cuales si se encuentran cristalizados. Los modelos obtenidos fueron utilizados para llevar
a cabo un screening virtual basado en docking. Los compuestos fueron evaluados in vitro, obteniendo
como resultado una molécula que tiene una capacidad inhibitoria 25 veces mayor que el inhibidor
comercial (Kumar Deokar H, 2017). Estos resultados crean un soporte para la hipdtesis planteada en
este trabajo, teniendo en cuenta que validan el método que se utilizé para el desarrollo de nuevos

inhibidores de la holoenzima telomerasa, obteniendo resultados prometedores.
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Hasta el momento se han logrado cumplir los primeros pasos en el proceso de desarrollo de
nuevas drogas en cancer. Se ha seleccionado al complejo telomerasa como blanco dada su presencia
y actividad en mds del 90% de los tumores sélidos. Como blanco especifico a drogar, se seleccioné el
dominio PUA de la proteina disquerina, el cual estd vinculado con varias enfermedades que implican
disfuncién de actividad telomerasa. Teniendo en cuenta que la disquerina humana no se encuentra
cristalizada, se realizaron varias estrategias de modelado in silico. Se obtuvieron asi 2 estructuras
acordes para realizar el ensayo de screening virtual basado en docking. A partir de este ultimo, se
confecciond un listado de 20 moléculas candidatas con caracteristicas de compuestos del tipo “drug
like”. Estos compuestos son el producto de un camino hasta el momento exitoso, siendo la base de
los ensayos necesarios para continuar con el desarrollo de nuevas drogas. El efecto bioldgico de estos

compuestos sobre la linea tumoral MDA-MB-231 se evaluard en el siguiente capitulo de esta tesis.
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Capitulo 3: “Evaluacion in vitro de los
compuestos candidatos sobre las funciones
del complejo telomerasa”
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Telomerasa como blanco en oncologia: Desarrollo de nuevas
moléculas

La telomerasa es uno de los principales blancos para el desarrollo de terapias efectivas en
contra del cancer, debido, tanto a su expresion en la mayoria de los tipos tumorales, como en células
tumorales del tipo “stem”. Ademds, las células normales humanas, incluyendo las progenitoras,
presentan baja actividad telomerasa y generalmente mantienen la longitud de sus telémeros en
valores mas altos que las células tumorales. Estas caracteristicas le otorgan a la telomerasa una
ventaja como blanco terapéutico, disminuyendo el riesgo de acortamiento telomérico en células

normales (Jafri MA, 2016).

Basado en la evidencia experimental que vincula la homeostasis telomérica con la resistencia
a drogas y tratamientos anti tumorales (Lipinska N, 2017; Berardinelli F, 2017), el desarrollo de
farmacos que tengan como blanco a la telomerasa representa una herramienta prometedora para la
terapia anti tumoral, no solo per se, sino también en combinacidn con otros tratamientos. El complejo
telomerasa se encuentra regulado en varios niveles, tales como regulaciéon epigenética,
procesamiento transcripcional y post traduccional, compartimentalizacién intracelular, y
reclutamiento y accesibilidad a su sustrato (Berardinelli F, 2017). Teniendo en cuenta estos procesos,
hasta el momento se han adoptado distintas estrategias para llevar adelante el desarrollo de nuevas
terapias inhibitorias de la telomerasa, las cuales se pueden clasificar de diversas maneras (Mengual
Gomez, DL, 2016). A continuacion se analizaran algunas de ellas, basados en las caracteristicas

principales de las moléculas inhibitorias de esta holoenzima:

Nucledsidos

Como se ha mencionado anteriormente, el AZT fue el primer inhibidor reportado de Ila
telomerasa. El mismo es un analogo de la timidina y funciona como inhibidor de la retrotranscriptasa.
Se ha demostrado que el tratamiento crénico en células tumorales provoca inhibicion de la
telomerasa, acortamiento telomérico, entrada en senescencia y apoptosis (Gomez DE, 1998). El AZT
se utiliza para el tratamiento de varios tipos tumorales asociados a virus y se ha utilizado en
combinacidon con otros agentes en Fase | y Il de ensayos clinicos para el tratamiento de tumores sélidos
(Falcone A, 1997; Jordheim LP, 2013). Otros nucledsidos han sido evaluados como potenciales
inhibidores de la telomerasa, entre los cuales se encuentran el Carbovir, Azdd-GTP y COXT-GTP, entre

otros. Si bien todos mostraron actividad inhibitoria de la telomerasa y actividades antivirales exitosas,

125



son necesarios mas ensayos clinicos utilizando nucleésidos para mejorar el entendimiento del

potencial que presentan estos agentes en la clinica (Armando RG, 2016).

Oligonucledtidos

Se ha reportado el uso de oligonucledtidos antisentido complementarios a la secuencia de
hTR, los cuales provocan una disminucién de la actividad telomerasa (Feng J, 1995). Los avances
tecnolégicos en los métodos de sintesis de este tipo de moléculas ha permitido introducirles
modificaciones, incrementando su estabilidad, vida media y especificidad contra el blanco
seleccionado. Las principales modificaciones utilizadas en los oligonucledtidos contra telomerasa
incluyen: 2’-5’-oligoadenilato, nucledtidos modificados por fosforotiatos y dcidos nucleicos peptidicos
(PNA) (Cunningham AP, 2006). hTR ASODN es un oligonucledtido anti hTR que se encuentra en estado
preclinico, mostrando hasta el momento accién inhibitoria de la actividad telomerasa e induccién de
apoptosis en células NB4 (Asqhari-Kia L, 2017). Dentro de esta categoria, uno de los productos mas
relevantes es el Imetelstat, el cual es un oligonucleétido complementario a hTR conjugado con un
lipido que presenta una alta resistencia a nucleasas. Esto Ultimo le confiere una gran estabilidad en
plasma y tejidos. Actualmente, se encuentra en evaluacién en distintas fases de ensayos clinicos para
varias indicaciones (cancer de mama, linfoma, NSCLC, tumores del sistema nervioso central, etc.),

tanto solo como en combinacién con distintos agentes quimioterapicos (www.cancertrials.gov)

ARN de interferencia (ARNi)

El silenciamiento post transcripcional por ARNi conlleva a la reduccién de ARNm vy, por lo
tanto, de la proteina blanco. Distintos ARNi han sido evaluados para la supresion de la expresion de la
telomerasa, dirigidos tanto contra hTERT como hTR (Berardinelli F, 2017). Ejemplos de los mismos son
el tratamiento de células de glioma de alto grado LN18 con un ARNi dirigido contra hTERT (Lavanya
Ch, 2016) o el trabajo realizado sobre células de adenocarcinoma mamario MCF7, en las cuales se
evalua un sistema de delivery basado en Polietilenimina (PEI) para un ARNi contra hTERT (Liu L, 2015).
Si bien existen diversos estudios sobre este tipo de inhibidores, solo se trata de evaluaciones

preclinicas que requieren mayor investigacion.

Inhibidores de tipo “small molecules”

Entre todas las moléculas evaluadas en la inhibicién de la telomerasa, BIBR1532 es uno de los
ejemplos mas relevantes. El mismo se trata de un inhibidor no competitivo de hTERT y hTR que reduce

la longitud telomérica in vitro (Pascolo E, 2002). Si bien los resultados obtenidos en los ensayos
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preclinicos sobre cancer de mama y leucemia linfobldstica aguda (Shi Y, 2015; Bashash D 2013)
resultaron alentadores, hasta el momento no ha progresado ni se ha incluido en ninguin ensayo clinico.
Otro ejemplo es el Pterostilbeno, un dimetil éter andlogo del resveratrol. El mismo presenta efectos
antitumorales como arresto del ciclo celular, apoptosis, necrosis y autofagia en varias lineas celulares.
Hace pocos afios se realizd un estudio de docking molecular de este compuesto sobre la estructura de
hTERT, indicando una buena interaccion del mismo con el sitio activo de esta enzima (Tippani R, 2014)
Recientemente, se realizaron ensayos en lineas celulares de pulmén que demostraron el efecto de

este compuesto sobre la actividad telomerasa y la entrada en senescencia (Chen RJ, 2017).

Estabilizacion del G-cuadruplex

Una de las formas de inhibir la actividad telomerasa es mediante la estabilizacién del G-
cuadruplex, con el objetivo de impedir la interacciéon del telomero con hTR. La mayoria de los
inhibidores disenados bajo este concepto contienen una estructura policiclica heteroaromatica.
Ejemplos de los mismos son el Telomestatin, RHPS5 y BRACO19 (Kim MY, 2002; Gomez D, 2006; Taetz
S, 2006). Si bien son efectivos, son poco solubles en agua e ineficientes en cruzar barreras bioldgicas,
reduciendo de esta manera su relevancia clinica. En los Ultimos afios se han desarrollado moléculas
andlogas a Telomestatin, con caracteristicas mejoradas (Chung WJ, 2013). Sin embargo, hasta el

momento no se han incorporado en ningun ensayo clinico.

Terapia génica dirigida

Los promotores de hTERT en células tumorales son los blancos elegidos para la terapia génica.
El uso de los mismos permite el control de la expresién de proteinas terapéuticas selectivamente en
células tumorales (Jager K, 2016). De manera similar, se desarrollaron adenovirus, como el
denominado Telomelysin (Oncolys BioPharma Inc) que utilizan el promotor de hTERT y replican
selectivamente en las células tumorales, provocando su muerte por lisis celular (Nemunaitis J, 2010).
Actualmente Telomelysin, se encuentra en un ensayo clinico para el tratamiento de hepatocarcinoma
(www.clinicaltrials.gov). Tanto la terapia génica como la viroterapia oncolitica han sido utilizadas para

tratar a las células que expresan telomerasa, sin afectar a las células sanas (Jager K, 2016).

Inmunoterapia

En las células tumorales, la degradacidn de la telomerasa por el proteosoma, resulta en la
formacidn de fragmentos de proteinas o péptidos de telomerasa que son presentados en la superficie

celular por el HLA (del inglés, human leukocyte antigen) de clase 1 (Lev A, 2002). De esta manera, estos
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epitopes antigénicos pueden ser reconocidos por células T citotoxicas y generar el ataque hacia el
tumor (Vonderheide RH, 2002). En base a esta informacién, el racional de este tipo de terapia es el de
sensibilizar al sistema inmune para que detecte a las células tumorales que expresan hTERT, con el
objetivo de activar y generar células CD8 (+) especificas para hTERT y asi aumentar el efecto
antitumoral. GV1001 y GRNVAC1 son vacunas basadas en péptidos de hTERT que se utilizaron para
evaluar la respuesta inmune anti telomerasa en pacientes. Actualmente se encuentran incorporadas
a ensayos clinicos para evaluar su eficacia en NSCLC, Cancer Pancredtico, Melanoma y Leucemia

Mieloide Aguda (www.clinicaltrials.gov)

Compuestos contra proteinas asociadas

Otra de las estrategias utilizadas es dirigir la inhibicién contra proteinas no principales del
complejo telomero/telomerasa. Una de estas proteinas es la chaperona HSP90, la cual forma un
complejo con la co-chaperona p23, el cual es requerido para la maduracién de la telomerasa. Dada
esta informacién, se evalué el efecto de un inhibidor de HSP90 denominado Geldanamicina y sus
derivados (Tanespimicina, Alvespimicina) sobre la actividad telomerasa, demostrando su efecto
negativo sobre la misma (Villa R, 2003; Chaklader M, 2012; Hu Y, 2015). Actualmente existen 5
inhibidores de HSP90 en ensayos clinicos, aunque hasta el momento ninguna droga de este tipo ha

sido aprobada (Yuno A, 2018)

Inhibidores provenientes de fuentes microbianas.

A partir de hongos y bacterias se pudieron identificar moléculas con capacidad de inhibir la
telomerasa. Algunos de ellos fueron modificados quimicamente para aumentar su potencia (Kiran KG,
2015; Wei C, 2013). Uno de los organismos mas estudiados a la hora de buscar moléculas con
capacidad inhibitoria, es Actinomycetes spp., ya que el mismo produce compuestos que poseen anillos
benzofuranos y benzodiperenos, los cuales se han estudiado como potenciales inhibidores de la
telomerasa (Mengual Gomez DL, 2016). La Rubromicina es uno de los compuestos ampliamente
estudiados por su capacidad de inducir apoptosis, y actualmente también estd siendo evaluada por su
capacidad inhibitoria de la actividad telomerasa. Este compuesto contiene distintos grupos aromaticos
que interactian de manera competitiva con hTERT y/o hTR y una estructura espiralada que le
permiten ejercer su accion inhibitoria (Ueno T, 2000; Mizushina Y, 2012). Otros ejemplos de estos
compuestos son Thelavin A y B proveniente de Thielavia terricola (Togashi K, 2001). Si bien se han
realizado ensayos que demostraron el efecto de estos compuestos sobre la actividad telomerasa, los
mismos no fueron incorporados en ensayos clinicos y no son estudiados profundamente en la

actualidad.
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Otras moléculas

Dentro de este grupo se puede encontrar al acido oleico, el cual es un acido graso que se
encuentran en varios organismos animales y vegetales. El mismo fue reportado como inhibidor de la
telomerasa hace unos afios (Mizushina Y, 2012). Por otra parte se encuentra la Helenalina, una lactona
natural que también presenta alta potencia y selectividad para inhibir a esta enzima en células
tumorales hematopoyéticas (Huang PR, 2005); y la Curcumina, un compuesto fenélico aislado de la
Curcuma longa Linn, y que ha sido reportado por poseer propiedades inhibitorias sobre la actividad
telomerasa y pro apoptéticas en células de leucemia humana (Chakraborty S, 2006). Otro ejemplo
relevante como terapia antitumoral es el MST-312, un analogo del EGCG (del inglés, green tea
epigallocatechin-3-gallate), el cual ha demostrado actividad antitumoral in vitro sobre lineas de
glioblastoma, meduloblastoma y adenocarcinoma de mama (Gurung RL, 2014; 2015). Si bien todos
estos compuestos presentan actividad inhibitoria de la telomerasa, hasta el momento los mismos se

encuentran en desarrollo preclinico.

Como se ha desarrollado hasta el momento, existen diversos compuestos reportados con
actividad inhibitoria de la telomerasa con distintos mecanismos de accién y caracteristicas

estructurales. En la Imagen 1, se observan algunos de los ejemplos mencionados.

b R T O
°/\’.;‘ Base L/"\, /:P %’ /S‘\

/0 /‘, HN?V\*N
= Base o~{ ¢ BIBR1532 \

PNA \ o
AZT Telomestatin %
HN Nm, W \ v
N \, /
NH; i
HN P
o o H? 0® ~NH f
HO H\ N LY o
o
GV1001 Acido Oleico

(3'-5')d(3"-amino-3'deoxy-P-thio)(—pT -A-G-G-G-T-T-A-G-A-C-A-A)
H
J:/”

HO

Imetelstat B Rubromicina

[ Imagen 1. Estructuras quimicas de algunos de los inhibidores de la telomerasa reportados. ]
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Respecto a su relevancia clinica, solo algunos presentan iniciados ensayos clinicos, sin

encontrarse ninguna de estas drogas aln en el mercado (Tabla 1).

Telomelysin

Telomelysin

Telomelysin

GRNVAC1
GV1001

GV1001

Imetelstat

Imetelstat

Radioterapia

Gemcitabina/C
apecitabina

Paclitaxel/
Bevacizumab

Bevacizumab

Cancer de Eséfago

Melanoma lll y IV

Carcinoma
Hepatocelular

Leucemia
Mieloide Aguda
Cancer
Pancredtico

NSCLC Inoperable

(i
Cancer de Mama
mestastasico
recurrente

NSCLC

En
Reclutamiento
En

Reclutamiento

En
Reclutamiento

Reclutamiento
Completo
En
Reclutamiento

Desconocido
Reclutamiento
Completo

Reclutamiento
Completo

Lyl

Oncolys Biofarma Inc.

Oncolys Biofarma

Inc./INC Research

Oncolys Biofarma
Inc./Medigen

Biotechnology Corp.

Asterias

Biotherapeutics Inc.

Samsung

Pharmaceutical Co.

Kael-GemVax
Co/Quintiles, Inc

Geron Corporation

Geron Corporation

Julio de 2017

Diciembre de 2016

Octubre de 2014

Julio de 2007

Noviembre de
2015

Mayo de 2012

Noviembre de
2010

Mayo de 2010

"

Tabla 1. Ejemplos de ensayos clinicos que contienen inhibidores de la telomerasa. NSCLS: del inglés, non small cells
lung cancer . Fuente: www.clinicaltrials.gov (Diciembre 2017)

Si bien cada uno de los compuestos aqui descriptos presentan varias diferencias entre si, el

principal objetivo que comparten todas las terapias antitumorales basadas en telomerasa es el de

inducir selectivamente muerte celular en las células tumorales, minimizando el efecto en las células

normales (Jager K, 2016).

Objetivo

Evaluar el efecto de los candidatos obtenidos durante el presente trabajo a partir del

screening virtual sobre la actividad telomerasa, el acortamiento telomérico y los procesos de

senescencia y apoptosis, en la linea celular de adenocarcinoma mamario humano MDA MB 231.
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Preparacion de las drogas. Los compuestos liofilizados (10mg) fueron solubilizados en DMSO

estéril dentro de un flujo laminar, a fin de obtener soluciones stock 10mM.

Células tumorales y condiciones de cultivo. Las células MDA MB 231, provenientes de un
adenocarcinoma de mama, se mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10% SFB, glutamina
2mM y 80 pg/ml de gentamicina. La linea celular se cultivo en frascos plasticos de 25 0 75 cm2 a 372C
en atmoésfera humeda con 5% de CO; en aire. La cuantificacidon del nimero celular se realizé por
recuento en hemocitémetro. Las células se trataron con los inhibidores durante 55 pasajes,
colectando muestra cada 5 pasajes. Se utilizé6 como control de tratamiento, el vehiculo de la droga

(DMSO).

Ensayo de sobrevida celular. Las células tumorales se trataron con diversas dosis de los
compuestos para determinar su ICso. Se estudié su capacidad antiproliferativa en placas de 96 wells
mediante la siembra de 10.000 células con una incubacién de 72 horas con los diversos compuestos,

revelandose con MTT.

Determinacion de actividad telomerasa. La actividad de telomerasa de células tumorales
controles y tratadas con los compuestos se determind mediante un ensayo de PCR en tiempo real por
el método de SyBR Green con primers especificos, como ya se menciond anteriormente. Las células
tumorales en cultivo se cosecharon y lavaron una vez con PBS, se transfirieron 1 x 10° células a tubos
conicos de 1,5 ml y se centrifugaron por 8 minutos a 450 x g. El pellet se lisé con 200 ul de buffer

CHAPS, cuantificé y almacené a -20°C hasta su utilizacién.

Determinacion de longitud telomérica. El ADN de alto peso molecular de células tumorales
controles y tratadas con los compuestos se extrajo utilizando el kit Puro gDNA (PB-L) segun
indicaciones del proveedor. EI ADN extraido se cuantificé mediante absorbancia a 260; 230y 280 nm,
utilizando el espectrofotémetro NanoDrop 1000 [Thermo Fisher Scientific]. En primer lugar, primers
especificos (Anexo, Tabla 1) para la secuencia de repeticiones teloméricas se utilizaron para cuantificar
la longitud telomérica de forma relativa de las muestra a analizar. En segundo lugar, se utilizaron
primers especificos para el gen de copia Unica rp/p0 (Anexo, Tabla 1) para determinar las copias de
genomas presentes en la muestra. El perfil de ciclado utilizado se puede observar en la Figura 1.B del
Anexo. Una vez definidos todos los pardametros de la reaccion, los resultados fueron analizados con el

StepOne® Software version v2.3.

Extraccion de ARN y Sintesis de ADN copia (ADNc). Para cada tratamiento, se aislo el ARN
total de las células mediante el reactivo QuickZol [Kalium], siguiendo instrucciones del proveedor. El

ARN extraido se cuantific6 mediante absorbancia a 260; 230 y 280 nm, utilizando el
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espectrofotometro NanoDrop 1000 [Thermo Fisher Scientific]. La sintesis de ADNc se realiz6 a partir
de 1pg de ARN total en 20ul de reaccidn, utilizando oligodT 18 [PB-L] y Superscript lll [Invitrogen],

siguiendo las instrucciones del proveedor.

Evaluacion sobre la induccion de senescencia. La senescencia celular durante el tratamiento
con los inhibidores encontrados se evalué mediante dos técnicas. En primer lugar se evalud la
expresién diferencial de genes asociados a la senescencia replicativa, tales como: glb1, y p16ink4A
(Anexo, Tabla 1), mediante gPCR (método AACt). El perfil de ciclado se puede observar en la Figura
1.A del Anexo. Una vez definidos todos los parametros de la reaccién, los resultados se analizaron con
el Software StepOne® v2.3, utilizando como control de carga el gen hprt1. Por otra parte, se realizé la
determinacién cuantitativa de actividad SA-B-gal mediante la utilizacion del kit Senescence 6-

Galactosidase Staining [Cell Signalling], segun instrucciones del proveedor.

Evaluacion sobre la induccién de apoptosis. La determinacion de apoptosis también se realizod
por vias alternativas. Se determind comparativamente entre células tratadas con los compuestos y
control la expresion diferencial de los genes asociados a apoptosis: bcl2, belx, y bax (Anexo, Tabla 1),
mediante gPCR (método AACt). El perfil de ciclado se puede observar en la Figura 1.A del Anexo. Una
vez definidos todos los parametros de la reaccion, los resultados fueron analizados mediante el
Software StepOne® v2.3, utilizando como control de carga el gen hprtl. Por otra parte, se determiné
apoptosis mediante la medicion de la actividad caspasa 3 con el kit CaspACE™ Assay System, segun

instrucciones del proveedor [Promegal].

Analisis Estadisticos. Todos los datos fueron representados como el promedio * el error
estandar de la media (SEM). La significancia de las diferencias fue determinada utilizando ANOVA de
simple via contrastado con Dunnetty con ANOVA de doble via con el test de comparaciones multiples
de Tukey. Los analisis se llevaron a cabo mediante el software GraphPad Prism 6® [GraphPad software,

La Jolla, CA, USA]. El criterio para la significancia estadistica fue p<0.05.
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Ensayo de sobrevida celular

Una vez obtenidos los compuestos, se procedid a solubilizarlos a fin de poder realizar los
distintos ensayos previstos. A partir de la busqueda bibliogréfica y las caracteristicas de los
compuestos se decidié utilizar DMSO como solvente, en una concentracién stock de 10 mM. Sin
embargo, 6 de los compuestos adquiridos no pudieron ser solubilizados en este vehiculo, motivo por

lo cual no pudieron ser evaluados.

Una vez obtenidas las soluciones stock, se realizaron ensayos de viabilidad celular sobre la
linea MDA MB 231, los cuales se muestran en la Figura 1. La mayoria de los compuestos no presenta
efectos citotdxicos en el rango de dosis evaluado, mientras que unos pocos si los presentan. Para estos

ultimos se determind el valor de 1Cs, la cual se encuentra indicada en la misma figura.

Compuesto 10 Compuesto 15 Compuesto 9
150 + 200 - 150
- 150+ l
E 100 ¢ i E IE -E- 100 i I } }
£ 504 $. i .................. §oo B { { L W B0 e s R B R R
GO dismesnstivunersnanmnrsrionsrsssanmasiiss e
IC5q: 9,52puM IC5q: 12,95 pM
; ; . 0 : ; . 0 y y y
Do 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
p.M p,M uM
Compuesto 12 Compuesto 6 Compuesto 8
150 150 4 150 -
g 100 .i 3 ; 3 g 100::!} I I E 100:' } ; & { 3
° g g ¢
9 Q o +
S5 BOq e s & B0 s s e e s s R Ak e = L1 T DO
U T T 1
0 T T 1 0 T T 1
d > uM - " 0 20 40 60 0 20 40 60
pM uM

/Figura 1. Efecto de los compuestos sobre la proliferacion celular de células de adenocarcinoma\
mamario humano MDA MB 231. E| efecto sobre la proliferacidn celular se midié por medio del
ensayo de MTT descripto previamente. Los valores representan media + SEM y son representativas
de tres experimentos independientes. A partir del valor de este ensayo se determind 10uM como la
concentracion de uso para los tratamientos, excepto para los compuestos 10 y 15, para los cuales
fue 2 uM. Los compuestos no representados en la figura mostraron un efecto similar a los expuestos

Kpor los compuestos 6, 8,9y 12. j
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A partir de estos ensayos y los datos encontrados en la bibliografia, se definié como condicién
de tratamiento una dosis de 10uM para todos los compuestos, excepto el compuesto 10 y el 15, los

cuales se utilizaron a una concentracién 2puM.

Efecto de los compuestos sobre de la Actividad Telomerasa

Una vez definida la dosis en la cual los compuestos no presentaban efectos citotéxicos, se
realizd un screening por actividad de los mismos mediante el tratamiento por 48 hs con los potenciales
inhibidores y la posterior determinacién de actividad telomerasa. Los resultados obtenidos se

encuentran representados en la Figura 2.

Actividad Telomerasa (48 hs)
150 Figura 2. Determinacion h

actividad telomerasa mediante
[ qPCR. Se realizd6 una

cuantificacibn mediante Real
Time PCR con primers especificos

% Control

o]0 10 I 1SR (R CNUPRPIENI ISP S ———
ek ke *%

: 1 _— - utilizando como molde a los

[ lisados proteicos obtenidos a

50+ ' -|- partir de las células tratadas. Los

valores representan media + SEM

(n=6, **p<0,01 ***p< 0,001 vs

0- ‘ : | control ANOVA contrastado con

&

anett). /

Compuesto (10um)

Como se puede observar, los compuestos 6, 8, 10, 12 y 15 presentan un efecto inhibitorio de
la actividad telomerasa del 49,7; 46,6; 57,3; 44,8 y 54,6% respectivamente (p<0,01; p< 0,001). En la
Tabla 1 se muestra un resumen de los distintos pardmetros evaluados hasta el momento para cada
compuesto. A partir de estos resultados, se seleccionaron los compuestos que presentaron mayor
inhibicién a menor dosis para continuar con los ensayos posteriores. Para esto, con los compuestos
10 y 15 se comenzd el tratamiento crénico de las células a una dosis 2 puM, con el objetivo de ir

evaluando distintos parametros conforme avanza el tratamiento.
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. Codigo Energiade docking Concentracionin Inhibicion Actividad
Compuesto N

Enamine (kcal/mol) vitro (M) Telomerasa (%)
1 z1717 -7.9 10 ns
2 28696 -7.3 10 ns
3 z4050 -8 10 ns
4 21388 -7.7 10 ns
5 28692 -8.1 10 ns
6 22200 -8.5 10 49.7 (p<0.01)
7 22792 -7.5 10 ns
8 20338 -7 10 46.6 (p<0.01)
9 24979 -6.7 10 ns
10 25110 -8.2 2 57.3 (p<0.001)
11 26341 -7.2 Insoluble DMSO -
12 25909 -8.2 10 44.8 (p<0.01)
13 27428 -8.2 10 ns
14 27066 -8.2 Insoluble DMSO -
15 z4034 -7.6 2 54.6 (p<0.001)
16 26281 -8.2 Insoluble DMSO -
17 26285 -7.8 Insoluble DMSO -
18 20048 -7.1 Insoluble DMSO -
19 z0054 -7.1 Insoluble DMSO -
20 21131 -7.6 Insoluble DMSO -

Tabla 1. Parametros in silico e in vitro de los compuestos analizados. (ns: no significativo)

Efecto del tratamiento crénico de los compuestos sobre la longitud
telomérica

Se determind la longitud telomérica de los distintos tratamientos luego de 10, 25, 40 y 55
pasajes de exposicion a los compuestos. Como se puede observar en la Figura 3.A, el tratamiento
cronico con el compuesto 10 provoca una disminucidn progresiva en la longitud telomérica,
alcanzando un 66% luego de 55 pasajes (p<0,001). Se puede observar el mismo fendmeno en lo que
respecta al tratamiento con el compuesto 15 (Figura 3.B), en el cual se alcanza un acortamiento

telomérico del 43%.
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A. Longitud Telomérica B. Longitud Telomérica
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Figura 3. Determinacion de la longitud telomérica relativa en la linea MDA MB 231 luego del
tratamiento durante 10, 25, 40 y 55 pasajes con las compuestos 10 y 15. A. Células tratadas con el
compuesto 10. B. Células tratadas con el compuesto 15. C. Las cuantificaciones se realizaron utilizando
como control del numero de células el gen de copia Unica rp/p0. Los valores representan media * SEM

(n=6, *p<0,05 **p< 0,01 ***p<0,001 vs control (ANOVA contrastado con Tukey).

A partir de lo observado, se procedid a evaluar si las células post tratamiento presentaban

indicios de entrada en senescencia.

Evaluacion de la capacidad de los compuestos de inducir senescencia.

Para evaluar este proceso celular, en una primera aproximacién se procedié a evaluar la
expresion génica de dos marcadores relacionados con senescencia. Como se puede observar en la
Figura 4.A, la expresidn del g/bl1 no presenta cambios respecto al control luego del tratamiento con
ambos compuestos. Resultados similares se obtienen respecto a la expresion de p16ink4a luego del
tratamiento con el compuesto 15. Sin embargo, se puede observar que luego del tratamiento crénico

con el compuesto 10, la expresidn de este marcador se ve aumentada mas de 4 veces respecto a las

células no tratadas (Figura 4.B)

Por otra parte, se decidio evaluar la actividad B galactosidasa asociada a senescencia sobre las
células tratadas. Como se muestra en la Figura 5, las células control y las tratadas con el compuesto
15, no presentan tincidn positiva para la actividad. Por el contrario, en lo que corresponde al
tratamiento con el compuesto 10, se pueden observar células que presentan un precipitado azul

coincidente con la actividad de esta enzima, sumado a una morfologia coincidente con un estado de

senescencia celular.
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Figura 4. Evaluacion sobre la expresion génica de genes relacionados con la senescencia celular
en la linea MDA MB 231 luego del tratamiento durante 55 pasajes con los compuestos 10 y 15.
A. Expresion relativa del gen pl16ink4a. B. Expresidn relativa del gen g/bl1. C. Las cuantificaciones
se realizo utilizando como control de carga el gen hprt1. Los valores representan media + SEM (n=3,
*p<0,05 **p< 0,01 ***p<0,001 vs control (ANOVA contrastado con Dunnett).

Control 15 (2uM)

10 (2uM)

Figura 5. Determinacion de la actividad de la 8 galactosidasa asociada a senescencia en la linea
MDA MB 231 luego del tratamiento durante 55 pasajes con los compuestos 10 y 15. El ensayo se
realizé con el kit Senescence B8-Galactosidase Staining Kit de Cell Signalling. Las flechas indican las
células positivas para la tincion. Las imagenes son representativas de 3 ensayos independientes.
Magnificacién: 200X
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Dados estos resultados, se procedié a evaluar el efecto del tratamiento sobre marcadores de

apoptosis celular.
Evaluacion de la capacidad de los compuestos de inducir apoptosis.

Para evaluar este proceso celular se llevaron a cabo dos tipos de determinaciones: se evalué
la expresidn de los genes anti y pro apoptoticos bcl2/bax y se determind la actividad caspasa 3 de las
células sometidas al tratamiento crénico con los compuestos 10 y 15. Como se puede observar en la
Figura 6 A., el tratamiento con el compuesto 10 y el 15 provoca una disminucién en la expresién de
bcl2 del 40% y 35%, respectivamente (p<0,001; p<0,01). Respecto a la expresion de bax, se puede
apreciar un aumento del 30% luego del tratamiento con el compuesto 10, aunque no se observan
diferencias con el compuesto 15 (Figura 6.B). Cuando se analiza la relacién entre ambos genes (Figura
6.C), se obtiene una relacion de 2,3 y 2 veces de bax respecto a bc/2 para el tratamiento con los

compuestos 10 y 15 respectivamente (p<0,001; p<0,01).

A bel2 B. bax
1.5+ 1.5- Frkk
I'w
G *kk
x _l_
N S S
> l @
O N N
C. bax/bcl2
Figura 6. Evaluacion sobre la expresion génica
3+ . * . )
de genes relacionados con la apoptosis en la
_I_ linea MDA MB 231 luego del tratamiento
durante 55 pasajes con los compuestos 10 y 15.
= 24 A. Expresién relativa del gen antiapoptético
'g bcl2. B. Expresién relativa del gen proapoptético
T bax. C. Relacion de la expresién relativa de
o q] bax/bcl2. Las cuantificaciones se realizacon
utilizando como control de carga el gen hprt1.
Los valores representan media * SEM (n=6,
o4 . *p<0,05 **p< 0,01 ***p<0,001 vs control
60\ §!\\ (ANOVA contrastado con Dunnett).
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Por otra parte, se midié la actividad caspasa 3, a partir de lisados provenientes de las células
con tratamiento crénico. Como se puede observar en la Figura 7, el tratamiento con el compuesto 10
provoca un aumento del 55% de actividad respecto a las células control (p<0,01). Sin embargo, el

tratamiento con el compuesto 15 presenta valores similares a los obtenidos para las células sin

tratamiento.

svetiviad Laspasa 3 Figura 7. Determinacion de la actividad

Caspasa 3 sobre lisados de células

200+ i MDA MB 231 luego del tratamiento
durante 55 pasajes con las moléculas
150 - 10y 15. Se realizd una cuantificacion de

la actividad caspasa 3 mediante el kit
colorimétrico CaspACE™ Assay System
(Promega). Se utilizaron 75 ug de lisado
proteico por reaccion. Los valores
representan media +* SEM (n=3),
*p<0,05 **p< 0,01 ***p<0,001 vs

control (ANOVA contrastado con
Wnett). /

Dado los resultados obtenidos, se realiz6 un modelado de la interaccién del compuesto 10

% Control
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N Q‘) 4,\?0

&
® N N

con la proteina DKC1, con el objetivo de observar como dicho compuesto se dispone espacialmente

en el sitio de docking definido. El resultado se observa en la Figura 8.

Figura 8. Modelado de la estructura 3D de DKC1 junto con el compuesto 10. En color naranja se
observa el dominio PUA.; en celeste, el residuo K293; en RGB, la caja definida para el ensayo de
docking, la cual presenta como centro el residuo K293.
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El uso de la telomerasa como un blanco anti tumoral presenta varias ventajas. En principio, es
un componente esencial y especifico de la mayoria de las células tumorales y se encuentra
ampliamente expresado en comparacién con otros marcadores tumorales (Jager K, 2016). Ademas, la
telomerasa es el mecanismo mads eficiente para resolver la mortalidad replicativa, existiendo solo un
mecanismo compensatorio menos robusto (ALT). Este hecho podria limitar el riesgo de desarrollar
resistencia a terapias basadas en la inhibicién de la telomerasa. Por otra parte, la baja o nula expresién
de la telomerasa en tejidos normales junto con la mayor longitud que presentan los telémeros de
células stem normales versus las células tumorales, permite que exista un grado de especificidad y

minimiza el riesgo de toxicidad en células sanas (Shay, J.W, 2010)

Entre las estrategias utilizadas en la busqueda de inhibidores de este blanco, se pueden
destacar compuestos naturales, de tipo “small molecule”, inmunoterapias, oligonucledtidos, terapia
génica, analogos de nucléosidos, etc. (Mengual Gomez DL, 2016). En este trabajo particularmente se
evalud la capacidad inhibitoria de compuestos del tipo “small molecule” provenientes de una
biblioteca comercial utilizada en un ensayo de screening virtual basado en docking. En bibliografia sélo
se encuentran reportados unos pocos trabajos que utilizan una estrategia similar a la aqui propuesta.
Tal es el caso del trabajo realizado sobre analogos de benzylidin-hidrazona, en el cual a partir de 15
compuestos con caracteristicas del tipo “small molecule” realizan ensayos in vitro sobre células de
pulmédn, ovario, melanoma y colon y un screening por docking contra la subunidad catalitica de la
telomerasa, con el objetivo de evaluar la capacidad de unién de los analogos (Alam MS, 2016). Otro
grupo de estudio ha desarrollado una estrategia de identificacidon de inhibidores de la telomerasa a
partir de compuestos que se unan a hTR. Para el mismo, se utilizé6 como blanco una region de hTR y
se realizd un screening virtual basado en docking a partir de una biblioteca de 3000 compuestos
aprobados por la FDA (Disney MD, 2014). Otro ejemplo es el de la busqueda de compuestos
estabilizadores del G-cuadruplex, a través de un screening virtual sobre la estructura de la region

telomérica utilizando una biblioteca de mas de 30000 compuestos naturales (Artese A, 2013).

Los compuestos evaluados en este trabajo, presentan caracteristicas del tipo “small
molecule”, es decir, presentan un peso molecular menor a 350 Da, valores de lipoficidad adecuados
(logP<3) y grupos farmacéforos relevantes, tales como carboxilos, aminas primarias y amidas,

parametros que son importantes en el desarrollo de una nueva droga (Lipinski CA, 2001).

Como se ha mencionado anteriormente, para el desarrollo de este trabajo se han obtenido 20
compuestos, de los cuales 13 presentaron aceptable solubilidad en DMSO. Luego se evalué su
capacidad citotdxica sobre las células MDA MB 231 en un rango de concentraciones de 0 hasta 50uM,

en donde luego de 72 horas de incubacion, se obtuvieron valores de ICso de 9,52 y 12,95 pM para el
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compuesto 10y 15 respectivamente. Estos resultados coinciden con lo reportado en la literatura para
distintos inhibidores de la telomerasa: el inhibidor BIBR1532 presenta solubilidad en DMSO y no tiene
efectos citotdxicos a una concentracion de 2,5 uM en las lineas MDA MB 231 y MCF7 (Wardi L, 2014);
en el caso de MST312, el mismo presenta solubilidad en DMSO y no presenta efectos citotdxicos a un
dosis 1uM en las lineas MDA MB 231 y MCF7 (Gurung RL, 2014); otro ejemplo es el caso de la
Curcumina, en donde la misma también presenta solubilidad en DMSO y un ICso de 15uM luego de 72

hs de incubacién en la linea de cdncer mamario T47D (Kazemi-Lomedash F, 2013).

Por otra parte, se evalud la capacidad inhibitoria de los compuestos sobre la actividad
telomerasa a una dosis de 2uM para los compuestos 10 y 15, y 10 uM para los demds compuestos
durante 48 hs, obteniéndose una inhibicion del 49,7; 46,6; 57,3; 44,8 y 54,6% para los compuestos 6,
8, 10, 12 y 15 respectivamente. Estos valores coinciden con lo reportado para el inhibidor Imetelstat,
en donde el tratamiento con una dosis de 2uM durante 72 horas sobre células de osteosarcoma
provoca una reduccién del 50% sobre la actividad telomerasa (Hu Y, 2015). Sin embargo, en
comparaciéon con otros inhibidores ya reportados, nuestros compuestos presentan una mayor
inhibicién en menor tiempo y dosis. Por ejemplo, en el caso del Pterostilbeno, si bien se observa una
inhibicién del 80% de la actividad telomerasa sobre células de cdncer de pulmén, la misma se obtiene
a una dosis 80uM durante 72 hs (Chen RJ, 2017). Del mismo modo, en el caso de BIBR1532, el mismo
alcanza un porcentaje similar de inhibicion al alcanzado por nuestros compuestos, aunque a una dosis
de 60uM sobre células de leucemia linfoblastica aguda (Bashash D, 2017). Por ultimo, el tratamiento
con AZT sobre células de hepatocarcinoma, provoca un descenso del 50% de la actividad telomerasa
a 48 hs, pero a una dosis 100 uM (Fang JI, 2009). Estos resultados sugieren que los compuestos
obtenidos presentan mayor efectividad sobre la inhibicién de la telomerasa, teniendo en cuenta que
alcanzan una inhibicién mayor al 50% en 48 hs de tratamiento a una dosis similar al de un inhibidor ya
reportado que se encuentran en ensayos clinicos, como lo es el Imetelstat. Esto es un parametro
importante ya que, teniendo en cuenta que se trata del desarrollo de nuevas drogas antitumorales,
en algun momento se realizara el escalado de esta dosis “in vitro” a una dosis “in vivo” y, por lo tanto,
obtener el efecto deseado a la menor dosis posible es un objetivo relevante a la hora de la toma de
decisiones, ya que minimiza la aparicion de efectos no deseados. Teniendo en cuenta esto Ultimo, a
raiz de este ensayo se seleccionaron como candidatos para continuar con los estudios a los

compuestos 10y 15.

Teniendo en cuenta que el objetivo de este trabajo era evaluar la capacidad de los compuestos
de inhibir la telomerasa y, por lo tanto, provocar acortamiento telomérico, senescencia y apoptosis,
se decidi6 realizar un tratamiento durante 55 pasajes, lo cual equivale a aprox. 22 semanas, con los

compuestos 10y 15 a una dosis 2uM. En lo que respecta a inhibidores de la telomerasa, considerando
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que los procesos a evaluar dependen de las duplicaciones celulares, la duracién del tratamiento suele
estar dentro de este rango y se denominan como tratamientos crénicos o “Long Term”. Tal es el caso
del tratamiento con Imetelstat sobre lineas de osteosarcoma, en el cual la duracion del tratamiento a
una dosis 1uM varia entre 14 a 36 semanas (Hu Y, 2015). Otro trabajo llevado a cabo sobre células de
carcinoma pulmonar con varios inhibidores de la telomerasa (BRACO19, BIBR1532, 2'-O-methyl RNA,
y PNA) con una dosis de entre 0,1y 1 uM se realizé durante 99 dias (Kleideiter E, 2007). Otro ejemplo
es el del AZT, con el cual se realizé un tratamiento durante 50 pasajes sobre una linea celular de

adenocarcinoma mamario (Tejera AM, 2001).

Una vez comenzado el tratamiento crénico, uno de los primeros pardmetros a evaluar fue el
efecto del tratamiento sobre la longitud telomérica. Para evaluar este parametro se puso a punto un
ensayo de determinacion relativa de la longitud telomérica basado en qPCR, tomando como punto de
partida el trabajo publicado por Richard Cawthon (Cawthon RM, 2002). Como ya se ha mencionado,
el tratamiento con los compuestos provocd un descenso de la longitud telomérica, alcanzando una
disminucion del 66% y 43% para los compuestos 10 y 15 respectivamente, luego de 55 pasajes.
Resultados similares se encuentran reportados para el tratamiento crénico con Imetelstat sobre
distintas lineas de NSCLC (Frink RE, 2016); para el inhibidor MST312 luego del tratamiento crénico
sobre células de adenocarcinoma mamario MCF7 (Morais KS, 2017) y para el tratamiento prolongado

con el inhibidor BIBR1532 sobre células tumorales germinales (Mueller S, 2007).

Teniendo en cuenta la teoria telomérica (Bernadotte A, 2016) la entrada en un estado de
senescencia celular es principalmente provocada por el acortamiento telomérico. El proceso de
senescencia implica cambios, no solo en la capacidad replicativa, sino también en la morfologia
celular, expresion génica, metabolismo, etc. (Van Deursen JM, 2014). Existen distintos marcadores
que permiten observar este proceso; El marcador mas comunmente utilizado, principalmente por su
facil deteccion, es la actividad de la SA-B galactosidasa a pH 6 con el sustrato artificial X-gal. La B-
galactosidasa enddgena, la cual esta codificada por el gen g/b/1 es una enzima lisosomal que presenta
actividad optima a pH 4.0-4.5, por lo que su deteccién a un pH subéptimo de 6 correlaciona con su
gran nivel de expresion en células senescentes (Sharpless N, 2015). Por otra parte, se encuentra la
expresion del gen supresor de tumor p16INK4a, el cual codifica para una proteina que juega un rol
principal en los procesos de ciclo celular y senescencia (Zhao R, 2016). Con el objetivo de evaluar si el
tratamiento con los nuevos compuestos provocaba un fenotipo senescente, se realizaron
cuantificaciones relativas mediante qPCR de los ARNm de glb/1y p16INK4a, obteniéndose un aumento
de 4 veces en la expresion de este ultimo para el tratamiento con el compuesto 10, pero ninguna
diferencia significativa en lo que respecta a la expresion de este gen para el compuesto 15 y de g/b/1

para ambos compuestos. Por otra parte, se evalud la actividad de la SA- galactosidasa, obteniéndose
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células azules y con una morfologia asociada a senescencia para el tratamiento con el compuesto 10,
pero no para el correspondiente al compuesto 15. Respecto a la actividad del compuesto 10 sobre la
senescencia, se puede ver que el mismo provoca el aumento de p16ink4a y la actividad de la SA-B
galactosidasa, lo cual sugiere la entrada en senescencia provocada por el acortamiento telomérico.
Ademas la morfologia celular se ve afectada en las células positivas, observandose células de mayor
tamanio, redondeadas y con vacuolizacidn. Si bien se esperaba que el tratamiento genere un aumento
de la expresién del gen glbl1, como se puede apreciar en las imagenes, no todas las células presentan
actividad positiva para esta enzima. Ademds, se trata de un gen de expresidn constitutiva en las células
no senescentes. Dada esta situacién y que el analisis de la qPCR incluye todo el cultivo, una de las

posibilidades es que las diferencias quedan enmascaradas.

En lo que respecta al tratamiento con el compuesto 15, con los marcadores evaluados no se
aprecian diferencias entre las células tratadas y el control. Este fendmeno se puede explicar teniendo
en cuenta que la disminucién en la longitud telomérica para este compuesto fue menor que la que
presentd el compuesto 10. Tratandose de dos compuestos quimicos con caracteristicas diferentes
entre si, puede resultar légico pensar que presentan distinta capacidad de unién con el blanco,
haciendo mas eficiente la inhibicion en el tiempo en un caso que en el otro. Teniendo en cuenta esto,
si se alargara el tiempo de tratamiento con el compuesto 15, se podrian obtener resultados similares

a los obtenidos con el compuesto 10.

Los resultados de este novedoso compuesto son similares a los encontrados en bibliografia.
Por ejemplo, en el tratamiento crénico con el inhibidor Imetelestat sobre células de cancer
pancreatico, se observd acortamiento telomérico, seguido de actividad positiva para SA-B
galactosidasa luego de 100 dias de tratamiento (Burchett KM, 2014). Resultados similares sobre la
actividad SA-f galactosidasa se obtuvieron bajo el tratamiento prolongado con el inhibidor MST312

sobre la linea celular MCF7 (Morais KS, 2017).

Asi como el acortamiento telomérico es capaz de disparar el proceso de senescencia, también
puede desencadenar apoptosis. Cuando hay disfuncidn telomérica, se activa la respuesta de dafio a
ADN, lo cual activa a la proteina supresora de tumor p53. Esta Ultima es la encargada de dirigir a la
célula hacia el proceso de muerte celular programada (Roake CM, 2017). Existen varios protagonistas
en el proceso de apoptosis. Entre ellos que se pueden destacar a la familia de proteinas Bcl-2 (Bax,
Bak, Bcl-2, Bcl-xL ), cuyo equilibrio entre proteinas pro y anti apoptdticas regulan el proceso de
apoptosis; y a las caspasas efectoras 3 y 6 que inducen la muerte celular o retroalimentan la via
intrinseca de la apoptosis mediante el clivado de la proteina BID (Su Z, 2015). Teniendo en cuenta el

acortamiento telomérico provocado por el tratamiento con los compuestos, se evalué el efecto de las
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moléculas sobre la expresion de los genes bcl2/bax y sobre la actividad caspasa 3. Luego del
tratamiento con el compuesto 15, no se vieron cambios respecto a la expresién de bcl2, aunque si se
evidencié un aumento en la expresién de bax. Sin embargo, tampoco se observéd un aumento en la
actividad caspasa 3. Se supone que, al igual que con el proceso de senescencia, se pueden llegar a
observar cambios significativos si se extendiera el tratamiento con este compuesto. Respecto al
tratamiento crénico con el compuesto 10, el mismo generd un descenso del 40% en la expresion del
gen anti apoptdtico bcl-2 y un aumento del 30% del gen pro apoptdtico bax. Esto generd que la
relacion bax/bcl2 sea de 2,3 veces uno sobre el otro, lo que indicaria un escenario pro apoptético
respecto al control. Sumado a esta evidencia, se determiné un aumento de mds del 50% de actividad
caspasa 3 luego del tratamiento con este compuesto, indicando un claro escenario apoptdtico.
Resultados similares se obtuvieron mediante el tratamiento con distintos inhibidores de Ia
telomerasa: en el caso del inhibidor BIBR1532 en células de leucemia linfoblastica aguda, donde se
observaron aumentos en la relacién bax/bcl2 y actividad caspasa 3 luego del tratamiento crdnico
(Bashash D, 2013); el tratamiento con el inhibidor hTR ASODN, un oligonucleétido antisentido contra
hTR, sobre células NB4 provoca un aumento en la actividad caspasa 3 (Asghari-Kia L, 2017) ; del mismo
modo, tanto el tratamiento con el BIBR1532 sobre células MDA MB 231 y MCF7, como el tratamiento
con Imetelstat sobre células de cdncer pancreatico, provocaron un aumento de apoptosis (Wardi L,

2014; Burchett KM 2014).

Teniendo en cuenta los resultados hasta aqui expuestos, hemos desarrollado un inhibidor
novedoso de la telomerasa, proveniente de un ensayo de screening virtual basado en docking sobre
el dominio PUA de la disquerina que presenta actividad inhibitoria de la telomerasa, generando

acortamiento telomérico y entrada en senescencia y apoptosis (Imagen 1).

i NN

Nucleo \\

AZT

Geldanamicina ——] T \\ \(

PONTIN

Célula Tumoral
Célula T CD8*

Telomelysin

Telémero
BIBR1532

B Rubromicina /
Curcumina

Complejo Telomerasa Imetelstat //

Imagen 1. Mecanismos diana de los principales inhibidores de la telomerasa reportados.
En color rojo se incorpora el inhibidor desarrollado durante este trabajo con el mecanismo
de accion planteado para el mismo.
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Este capitulo consistié en la evaluacién de la actividad de los compuestos obtenidos como
potenciales inhibidores de la telomerasa, teniendo en cuenta que los mismos provienen de un
screening virtual basado en docking, como ya se discutié anteriormente. Este salto del ensayo in silico
a los ensayos in vitro constituye uno de los pasos mas importantes en el diseio racional de nuevas
drogas, ya que el encontrar la actividad buscada establece la base en la validacién de todo el disefio

experimental planteado.

Como se ha mencionado anteriormente, el principal objetivo que comparten todas las
terapias antitumorales basadas en telomerasa es el de inducir selectivamente la muerte celular en las
células tumorales. Este objetivo es légico de formular teniendo en cuenta que la inmortalidad celular
es uno de las caracteristicas mdas importantes de la célula tumoral, ya sea por la capacidad replicativa

ilimitada proporcionada por la telomerasa, como por la evasidn del proceso de apoptosis.

A partir de la evaluacién in vitro de los candidatos sobre la linea de adenocarcinoma mamario
humano MDA MB 231, se encontrd que el compuesto 10, el cual presenta caracteristicas de tipo “drug
like”, es capaz de inhibir la actividad telomerasa con una dosis similar a los inhibidores de la telomerasa
gue actualmente se encuentran en ensayos clinicos; provocar acortamiento telomérico e inducir la

entrada en senescencia y apoptosis.

Cabe destacar que se ha utilizado una estrategia original de inhibicién contra un blanco
novedoso dentro del estudio de la telomerasa, ya que hasta el momento no se encuentra reportada
ninguna investigacion sobre inhibidores que tengan como blanco a la interacciéon hTR/DKC1 para
desestabilizar al complejo telomerasa. Teniendo en cuenta esta informacion, los resultados aqui
obtenidos no solo permiten dar por satisfecho el objetivo de desarrollar una terapia dirigida basada
en telomerasa; sino también contribuyen con un objetivo mucho mayor: el disefio racional de nuevas

drogas antitumorales.

Como producto final de este capitulo, se obtuvo un compuesto con caracteristicas tipo “drug
like” de potencial utilidad clinica, contra un blanco novedoso dentro los inhibidores de telomerasa ya
existentes, y con capacidad inhibitoria de la telomerasa. El mismo es capaz de conducir a la célula
hacia un proceso de senescencia y apoptosis, aportando evidencia significativa al estudio de esta

enzima en el proceso tumoral.

Teniendo en cuenta el camino en el desarrollo de nuevas drogas, y los objetivos alcanzados
hasta el momento, se considera que este compuesto se encuentra en condiciones de continuar con

los ensayos preclinicos necesarios para caracterizar su especificidad, funcionamiento, propiedades de
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tipo ADME y efectividad como terapia antitumoral en diversos modelos, a fin de demostrar su

potencialidad de insercién en la clinica.
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El cancer de mama sigue siendo la patologia oncolégica con mayor incidencia en la Argentina,
presentandose como una de las enfermedades con mayor tasa de mortalidad en mujeres de entre 50
y 80 afios (http://www.msal.gov.ar/inc/). Dentro del mismo, se pueden clasificar distintos subtipos
segun su perfil molecular. Entre estos grupos se encuentra el cancer de mama triple negativo, el cual
representa a un grupo heterogéneo de enfermedades, caracterizado por una variabilidad significativa
en las caracteristicas morfolégicas y patoldgicas. Estos tumores carecen de los 3 marcadores
terapéuticos mas significativos: el receptor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2), el
receptor de estrégeno alfa (ER) y el de progesterona (PR) y son la causa de, al menos, entre el 15% y
20% de todos los tumores mamarios. Dentro de las caracteristicas clinico-patolégicas de este grupo
se incluyen: inicio de la enfermedad en edades jovenes; tamafno tumoral medio mayor; mayor grado
e incidencia de nddulos positivos en comparacién con los esperados respecto al tamafio tumoral.
Adicionalmente, los pacientes con este tipo tumoral tienen una alta probabilidad de una recaida
temprana luego del diagndstico, siendo mas propensos a desarrollar metdstasis cerebrales y
presentando mayor riesgo de muerte. Esto genera que la identificacién de mejoras en la terapia

adyuvante sea un foco interesante para la investigacién (Perez E, 2010).

Las terapias adyuvantes para el cdncer de mama triple negativo se encuentran en constante
crecimiento, debido a las caracteristicas bioldgicas mas agresivas que presenta este subtipo tumoral,
y la falta de terapias dirigidas aprobadas. La quimioterapia sistémica representa el pilar principal para
el tratamiento de esta patologia. Si bien, por ejemplo, la quimioterapia neoadyuvante ha demostrado
una alta respuesta, la mayoria de los pacientes presentan enfermedad residual con un mayor riesgo
de recaida. Con el objetivo de mejorar el tratamiento para el cancer de mama triple negativo, se estan
evaluando nuevas combinaciones con quimioterapia. Entre ellas se encuentran diferentes
compuestos dirigidos, tales como anti angiogénicos, inhibidores de PARP y otros inhibidores del tipo

“small molecule” (Carbognin L, 2015).

Dentro de los procesos involucrados en el desarrollo tumoral, el mantenimiento telomérico
se esta estudiando de manera intensiva, generando que nuestro entendimiento en lo que respecta al
rol de la telomerasa en cancer haya aumentado de manera significativa en los Ultimos afios. Los
avances en el estudio de los mecanismos por los cuales las células tumorales regulan los distintos
eventos moleculares involucrados en el mantenimiento telomérico se encuentran en un periodo de

crecimiento constante (Jafri M, 2016).

Uno de los principales interrogantes dirigidos a los inhibidores de telomerasa es si el bloqueo
de la elongacion telomérica es una estrategia terapéutica eficiente. Sin embargo, la gran cantidad de

literatura sobre las funciones no candnicas de TERT y de otras proteinas asociadas genera una
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oportunidad para la blsqueda mds alld de la inhibicion de la telomerasa como enzima de
mantenimiento de la longitud telomérica. El estudio y/o desarrollo de drogas que definan como blanco
a proteinas asociadas a la telomerasa con funciones extra teloméricas, puede proveer una gran
cantidad de efectos antitumorales y eludir el efecto terapéutico tardio que es inherente a los
compuestos que tienen como blanco a la telomerasa en su rol de mantencién de los telémeros. TERT
y disquerina son blancos atractivos para esto ultimo teniendo en cuenta que su expresién es elevada
en células tumorales en comparacion con las células normales, y ambas estan reportadas como
participantes en funciones independientes de teldmero que permiten la supervivencia y replicacion
de las células tumorales (Arndt G y MacKenzie K, 2016). En este sentido, junto a los resultados
obtenidos en esta tesis, el estudio del AZT como droga antitumoral toma mayor relevancia, ya que el
tratamiento con el mismo sobre el modelo de adenocarcinoma mamario murino F3ll, provoca la
regulacion de dos vias de gran importancia para el desarrollo tumoral. Si bien la dosis evaluada
durante este trabajo es comparativamente alta respecto a la de otros inhibidores, la misma fue
determinada a raiz del efecto observado sobre la actividad telomerasa. Teniendo en cuenta que los
efectos evaluados sobre la via Wnt B-catenina y NFkB son independientes de esta actividad, lo que
resta evaluar es si a menores dosis se logra un efecto similar y determinar si el AZT efectivamente
evita que TERT se una a los complejos transcripcionales de ambas vias. Ademas, seria interesante
realizar estos ensayos en lineas de carcinoma mamario humano, como MDA MB 231, para
eventualmente evaluar el efecto in vivo en un modelo murino xenogénico, con el objetivo de

incorporar al AZT en un esquema de tratamiento combinado con otros quimioterdpicos.

Para obtener una nocién mads profunda de la activacién de la telomerasa en la carcinogénesis
es necesaria mayor investigacion. Sin embargo, el desarrollo de nuevas drogas dirigidas contra esta
enzima se presenta como una estrategia prometedora para el tratamiento del cancer. Teniendo en
cuenta que los ensayos realizados con inhibidores de la telomerasa han resultado satisfactorios en lo
que respecta a la validacidon del blanco, pero presentan una respuesta clinica tardia desde la
administracion de la droga, el tratamiento combinado de estos inhibidores con terapias ya utilizadas
en la clinica abre una ventana de oportunidad para la evaluacién de estas nuevas drogas, tanto en

ensayos preclinicos como clinicos.

En lo que respecta a drogas antitumorales que tienen como blanco a la telomerasa, algunas
de ellas plantean su uso en combinacién con quimioterapias. Tal es el caso del Imetelstat, el cual ha
sido evaluado en combinacién con Trastuzumab sobre células de cancer de mama her2+,
obteniéndose resultados prometedores (Koziel JE, 2015). Este inhibidor también se encuentra en un
ensayo clinico en Fase Il para el tratamiento combinado con Paclitaxel en cancer de mama metastasico

recurrente (NCT01256762, ClinicalTrials.gov). Por otra parte, se evalud el efecto del inhibidor

160



BIBR1532 en combinacidn con Paclitaxel, obteniéndose un efecto sinérgico sobre la inhibicién de la
proliferacién de células MCF7. De manera similar se evalu6 el efecto del tratamiento con Telomelysin
en combinacién con Docetaxel, y Gemcitabina sobre distintos tipos de cancer humano (Fujiwara T,
2012). Actualmente, si bien no son para el tratamiento de cancer de mama, se estan llevando a cabo
ensayos clinicos con terapias dirigidas contra telomerasa en combinacién con otros agentes
quimioterdpicos. Estos son los casos de GV1001 en combinaciéon con Gemcitabina o Capecitabina para
el tratamiento del cdncer pancreatico o del Imetelstat en combinacién con Bevacizumab para el

tratamiento de NSCLC (NCT02854072; NCT01137968 Clinicaltrials.gov).

Teniendo en cuenta la informacién existente y los resultados obtenidos en esta tesis,
actualmente disponemos de un compuesto novedoso con capacidad inhibitoria de la actividad
telomerasa, el cual presentd sus efectos sobre una linea de cancer de mama con caracteristicas de
tipo triple negativo. Teniendo en cuenta que este compuesto estd dirigido contra un blanco que se
encuentra presente en la mayoria de los tumores, resta evaluar su potencial utilidad para el
tratamiento de otras estirpes tumorales. Particularmente, se trata de un compuesto de tipo small
molecule que presenta originalidad no sélo por ser DKC1 el blanco elegido, sino también por estar
disefiada para interrumpir una interaccién ARN - Proteina. Los resultados nos permiten hipotetizar
que el compuesto 10 resultante de este trabajo presenta un uso potencial como terapia adyuvante
para el tratamiento de cancer de mama triple negativo. El abordaje que se propone para continuar en
esta linea de trabajo es, a grandes rasgos, determinar en distintos modelos el efecto in vitro del
tratamiento sobre lineas celulares de cancer de mama triple negativo y completar la preclinica del
compuesto. En el caso de obtener resultados prometedores, se buscarda evaluar el potencial
sinergismo del tratamiento combinado con otros agentes ya utilizados en la clinica, con el objetivo de

establecer dosis aplicables a modelos in vivo, como pasos previos a un eventual estudio en fase clinica.

De aqui en adelante nuestros estudios estaran dirigidos a complementar la informacion
necesaria para afirmar esta hipdtesis y, por lo tanto, contribuir al estudio de esta enzima como blanco

en el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer.
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espero que sean muchisimos afos mas compartidos!

Hec, mi compafero de canciones de cualquier cantautor que se me ocurra! Gracias por
compartir tu alegria y amistad conmigo! Sos una gran persona con la que me encanta compartir miles
de cosas, con la que podria bailar sin parar y con la que sé que puedo contar “forever and ever”. Si la
ciencia te llega a fallar, sabés que voy a estar ahi como manager de tu carrera de modelo culinario hot

jajaja, te adoro!

Cyn, mi companera de contabilidad y subsidios. Gracias por los mates a la mafiana temprano,
por las horas en el banco Nacién y por odiar al ASI tanto como yo jajaja. También por haber llevado a
cabo el trabajo “Efecto del numero de placas por estante sobre el consumo de material de plastico

estéril en un modelo de comportamiento humano” (Gulino et al, 2017), con resultados tan
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prometedores jaja. Quiero que sepas que de pequefia M no tenés nada, sos una gran persona y

laburadora. Ojald podamos compartir muchos afios mas!

Ro, compaiiera de fanatismo por las cosas con forma de sandia! Jaja! Gracias por escucharme
cada vez que lo necesite y ofrecerme tu ayuda una y otra vez para que yo me quede escribiendo!
Espero que sepas que también podés contar conmigo para lo que necesites, tanto personal como

cientificamente! Y que en tu préxima fiesta todos coman mucha comida antes! Jajaja

Joy, la loca linda sin filtro jajaja. Gracias por hacerme reir mas de una vez con tus salidas y por
hacerme poner de todos colores mientras fui instructora jajaja. Te lo he dicho mil veces, pero lo repito,
sos de las personas mas frontales que conozco y eso te hace una persona en la que sé que puedo

confiar. Me encanta poder compartir dia a dia el labo con vos y tu “outfit” de marshmallow jaja.

Juli, “él es el chico del otro lado de la barra...” Jajaja. Creo que desde el dia 1 pegamos buena
onda, y mientras no me sigas cargando con lo que sucedié ese dia en La Plata, sé que se va a mantener
por mucho tiempo mas jaja. Gracias por tu compafierismo, por hacerme reir y por confiarme el

cuidado del pequefio Rammus (lo escribi bien? Jaja). PD: anotaste las cosas en la planilla? =)

Nani, la chica seria...jaja. Debo confesar que me costd encontrarte la onda al principio, pero
detrds de esa primera impresidn de chica con pocas pulgas (lo cual es un poco cierto también, jaja),

aparecié una Nani copada, divertida y siempre dispuesta a ayudar! Gracias Nani!

Flor, la chica del vestido rosa jaja... Hace poquito que nos conocemos, pero no hace falta mas
tiempo para darme cuenta de la gran compafera que sos. Desde el primer dia te preocupaste por
como iba la escritura, me ofreciste tu ayuda y paciencia para todo lo que necesité y fuiste el primer
paso para que Coco esté en casa =) Espero que podamos seguir compartiendo muchas mas cosas!!

Gracias Flor!

Nori y Humbert, los chicos cubanos. La parte donde la gente dice que ustedes traen el caribe
en la sangre es totalmente cierta (en Nori se nota mas jaja). Gracias por las charlas, las risas, los saltitos
de Humbert mientras baila y la compaiiia! Ah, y por ensenarme lo que quiere decir espejuelo regado!

Jajaja!

Lore, la chica de la risa contagiosa. Mientras escribo, me acuerdo de vos riéndote y me causa
mucha gracia! Jajaja! Gracias por la compaiiia, risas y por siempre estar para brindar la ayuda que sea
necesaria!l Ojala tengamos mil cosas mas de que reirnos y que tu marido tenga la oportunidad de ver

gue no somos tan malos jajaja =)
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Fuera del labo, pero dentro de la UNQ: a la gente de los labos, Yami S, Rami, Mati G, Aye C,
Marian, Cin, Vicky, Facu, Marcos, Cris, Marce, a los Cronos, a todos, gracias por siempre estar
dispuestos a ayudar, ya sea prestdndonos algo, como brinddndonos sus conocimientos o,
simplemente, compartiendo un mate. Y gracias a Ale Zinni, por la buena predisposiciéon de siempre y

por ponerle magia a tus firmar de papeles de Conicet para que a todos nos salgan las becas!!

A Pablo y Maia, por ayudarme e intentar darme paz miles de veces a lo largo de esta escritura.

Gracias por los consejos, por las cenas y por la paciencia! Los Quiero!

A Mati, Tade y Maca. Pasamos toda la carrera juntos, todo el doctorado y todavia Mati me
sigue mirando raro cuando bailo en el pasillo jajaja. Gracias por los mates, los almuerzos, las cervezas,
las risas, la compaiiia, los chistes contra Maqui y por seguir estando juntos después de tanto tiempo.

Los quiero mucho!

A los Marteamigos, Jose, Fer, Charly, Mir, Nuni... Gracias por las comidas geniales, por crear
un espacio dénde uno puede volcar el mambo que lo atormenta y los demas intentan hacerlo
desaparecer. Gracias por los juegos, las risas y por hacerla enojar a Maqui cuando le hacian comer 12

cartas en el UNO, jaja, los quiero =)

Alas “Good Girls”, Anas, Noe y Andre. Gracias por las juntadas, las risas, las escapadas a Carild,

las charlas por Whatsapp y todos los momentos compartidos! Las quiero!

A Andrew, por ser mi consejero a la distancia y tener siempre una palabra de aliento! Gracias

por la buena onda!

A los Fabioamigos, Andre, Fabio, Cane, Simi, Andy, Bel, Sole, Romi C, Roco. Sin dudas, de mis
cables a tierras preferidos. Son de las amistades mas nobles que tengo y me hacen muy feliz! Gracias
por estar siempre, por los mates que nunca llegan de Andre, por las palabras con “R” y canciones de
Fabio, por las ocurrencias y “simpatia” de Canela, por los chistes de Simén, por la organizacién de
juntadas de Andy, por la amistad sincera de Sole, y por los comentarios de Bel y Romi C respecto a los
pilotos de Roco jaja. Respecto a vos Roquito, gracias amiga por haber estado siempre durante los
ultimos 11 afos. Pese a nuestras diferencias gigantes al principio de nuestra relacién, nuestra amistad
evoluciond y hoy sos una de las personas mds importantes y que mds me banca! Gracias amiga!

Gracias a todos por acompafarme siempre, pase lo que pase! Los adoro con todo el corazén!

A mi Familia... A mi mama, que es el ejemplo de todo lo que me gustaria ser... El ejemplo de
perseverancia, de lucha, de amor... Sos la que siempre confia en mi, la que me da su palabra de aliento,
la que me ensend a que no hay que bajar nunca los brazos y pelear por lo que uno ama, la que

comparte videos en Facebook con las que lloramos las dos... Sos todo Ma, no alcanza la palabra gracias
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para decirte lo que siento... Te amo! Y a Silvio, por aguantar las locuras de mi mama y quererla tanto!

Y habernos adoptado como parte de la familia! Gracias Sil, Te Quiero!!

A mi hermana, Nati Lu. Gracias por haberme bancado siempre y entender al 100% lo dificil de
esta carrera que elegimos! Gracias por ser ejemplo de valores y defensa de ideales! Te quiero mucho
y me pone muy orgullosa tener una hermana tan genial =) Love you Sis! Y a mi cuiia cordobés, Nata!
Gracias por formar parte de esta familia y estar siempre disponible para dar una mano en lo que sea!

Te quiero! Y no me olvido de mis sobrinos Chimu y Fantu! Son los mejores gatos sobrinos del mundo!

A mi primo, Gabibriel. Sos mds hermano que primo, nos criamos juntos y hoy en dia te
convertiste en un gran hombre y persona! Gracias por creer que porque entendia matemdtica tenia

un super cerebro jaja, y por estar siempre que te necesité! Te adoro hasta el infinito y mas alla!

A mi abuelo, Lelo. Podria copiar y pegar lo que pienso de mama en esta parte, porque
realmente te salié igualita a vos. Fuiste nuestro abuelo y papa al mismo tiempo, nos criaste, ensefiaste,
jugaste, consentiste... y todo el amor y paciencia que nos brindaste hacen que hoy los 3 seamos
personas felices y de bien. Sos otro Gracias gigante que sé que no alcanza con escribirlo! Te Quiero

Mucho Lelito!

A mi abuela, Lela. Casi no viviste nada de toda esta etapa doctoral, te fuiste mucho antes de
lo que todos esperabamos. Pero también fuiste un pilar mas que importante en mi vida, y sé que hoy
desde arriba estas mirandome, probablemente rodeada de perritos “cachos de carne” y cuiddndome

como siempre. Esto en parte también es tuyo. Gracias por todo Lelita! Te quiero!

A mi Tio, el Tio Ten, que aunque no compartamos mucho tiempo juntos, cada vez que pudiste
me preguntaste por como iba mi trabajo y mivida. Gracias por hacerme reir con tus chiste constantes!

Te quiero!

A mis mascotas, Frida, Coco y Miau, que aun sin hablar me hicieron el aguante todas las tardes
al lado de la compu, me llenaron de besos cada vez que paraba de escribir y me ayudan a bajar mil

cambios cada vez que me escapaba de la tesis y me tiraba en el sillén =)

Llegé tu turno, “Diego Boss”. Tuviste la capacidad rescatista en dos momentos claves de este
ultimo tiempo, y por eso el agradecimiento es doble. El primero fue apenas empecé este doctorado,
cuando llegaste a meterle onda a una Romi llena de dudas, con un kit de Millipore del infierno, y con
mas miedos que certezas. Gracias por haber cumplido el rol de co-director desde el dia 1, y no cansarte
de hacerme ver las cosas de una forma mas positiva cuando creo que todo esta mal. (AVISO: Viene un
momento Cursi jaja). La segunda vez fue hace casi 2 afios, cuando nos elegimos para ser comparieros

de ruta. Cada uno veia con su mochila, frustraciones, miedos y mambos, pero nada de eso logré
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empafiar la visién que teniamos de nosotros 2 juntos. No hace falta ni recordarte la cantidad de
obstaculos que nos tocd superar, pero no hubo ni uno en el que me haya sentido sola, y eso no tiene
precio para mi. Gracias por elegirme, por confiar, por ser mi compafiero en todo, por cuidarme y por
quererme de una manera tan sana. Mi mayor deseo es que podamos cumplir este proyecto de familia
gue encaramos juntos, y llegar a ser compafieros de aventura como los viejitos de UP jaja. Te amo

mucho!

Por dltimo, aunque no por eso menos importante, quiero agradecer a la Universidad Nacional
de Quilmes. Llegué hasta ella en el 2007 con muchos miedos y expectativas. Y con lo que me encontré
fue con una universidad publica hermosa, cuidada, llena de gente copada, profesores altamente
calificados y dispuestos a ensenar dando lo mejor de si mismos. La universidad me permitié completar
mi carrera de grado, con una calidad docente, de contenidos, y material a los que sé que no todos los
estudiantes universitarios tienen acceso. La misma oportunidad se me volvié a brindar para realizar
mi carrera de posgrado, inclusive ddndome la chance de convertirme en docente UNQ y poder
devolver un poco de todo lo que esta universidad me dio. Creo que cualquier persona que decida
empezar una carrera universitaria, tiene derecho a tener la misma experiencia que yo tuve en la UNQ.
Y sé que como egresada y cientifica de la universidad publica, es nuestro deber el de contagiar la idea
de defensa de estas oportunidades que son de todos. Asi que agradezco a todos aquellos que trabajan,
luchan y me hicieron tomar conciencia sobre lo importante que es defender la Educacién Publicay a
la Ciencia Argentina, y espero que, cada uno desde su lugar y con lo que pueda aportar, se pueda ir

sumando a esta tarea.
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Concentracion |Perfil de

Secuencia nucleotidica

Final Ciclado

Bactina (R) Fwd 5' CAAGATCATTGCTCCTCCTg 3 400 nM A
Rev 5' AgCACTTgCggTgCACgATg 3 400 nM

cye-di(R) Fwd 5' AgTgCgTgCAgAAGgAgATTyg 3 400 nM A
Rev 5' TAgTTCATggCCAgCgggARAg 3 400 nM

), Fwd 5' CCTTTgggCgTTggARACC 3 400 nM A
Rev 5' TCgTCgCAgATgAAATAGYg 3 400 nM

tert(R) Fwd 5' gAGCCTCACCTTCCAGAGTY 3' %0nM|
Rev 5' TJACACTTCAACCgCAAgAC 3 900 nM

i6(R) Fwd 5' CCggAgAggAgACTTCACAg 3 300 nM A
Rev 5' TCCACGATTTCCCAGAGAAC 3' 300 nM

i Fwd 5' TTTCACTCACTggCCCAAgg 3 500 nM A
Rev 5' TCgCggATCATgCTTTCTg 3 500 nM

Actividad ACX 5' gCgCggCTTACCCTTACCCTTACCCTAACC 3' 250nM |
Telomerasa TS 5' AATCCgTCgAgCAGAGTT 3 800 nM
Longitud Fwd 5' CggTTTgTTTgggTTTgggTTTgggTTTgggTTTgggTT 3 500 nM

Telomérica Rev 5' ggCTTgCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT 3 500 nM 8

rplp0 (H) Fwd 5' CAgCAAgTgggaRAggTgTAATCC 3 250 nM B
Rev 5' CCCATTCTATCATCAACgggTACAA 3 250 nM

glbl1 (H) Fwd 5' CCACgATCgAGCATATGTTg 3' 90nM|
Rev 5' CAGAgTggCTCCAGCTTTC 3' 900 nM

p16inkda (H) Fwd 5' gCgATgTCgCACggTACCTg 3 600 nM A
Rev 5' ggCATggTTACTgCCTCTgg 3 600 nM
7 Fwd 5' ggCCgggTTgTCgCCCTTTT 3 500 nM

Lty Rev 5' CCgCTCCCggAggARGTCCA 3 soonm|
2 Fwd 5' ggATgCCTTTgTggRAACTgTAC 3 125 nM

el Rev 5' TTCACTTgTggCCCAgATAgyg 3 125 nM A
g Fwd 5' AACgTCTTgCTCgAgATgTg 3 300 nM

hprtl (H) A
Rev 5' gCTTTgATgTAATCCAgCAgY 3' 300 nM

Tabla 1. Secuencias y Condiciones de Reaccién de los primers utilizados. (R) Ratén. (H) Humano. (1 Primers disefiados y
puestos a punto por la Licenciada Marina Pifano. ? Primers disefiados y puestos a punto por la Dra. Maia Cabrera (Cabrera M,

2017). ® Primers disefiados y puestos a punto por el Licenciado Hector Cuello).

En la Figura 1 se observan los perfiles de ciclado utilizados. En la Figura 2 se encuentran los
valores de eficiencia para cada gen analizado. Para los genes Bactina, c-myc, cyc-d1, tnf-a, il6, y glbl1
las diluciones seriadas utilizadas fueron 1/10, tomando como punto de inicio 1ul de ADNc realizado a
partir de 1ug de ARN. Para el gen p16ink4a, se realizaron diluciones 1/5, con el mismo punto de inicio.
En el caso de la determinacion de actividad telomerasa, se realizaron diluciones seriadas 1/10,
tomando como punto de inicio 2l de lisado proteico correspondiente a 1000 células. Respecto a la
determinacion del gen rplp0, se realizaron diluciones seriadas 1/10, tomando como punto de inicio
1ul que contenia 10% copias de este gen. Para el caso de longitud telomérica, se utilizaron diluciones

seriadas 1/5, considerando como punto de inicio 1ul de un stock de ADNg 10 ng/pl.
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