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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de mortalidad global, que se caracteriza por el crecimiento
descontrolado de células que pueden destruir y reemplazar tejidos sanos y extenderse por todo el cuerpo
mediante un proceso llamado metéastasis. En 2022, hubo casi 20 millones de nuevos casos y
aproximadamente 10 millones de muertes, siendo el cancer de pulmdn el mas comun y mortal. Por otro
lado, ese mismo afio se diagnosticaron a nivel global 324,000 nuevos casos de cancer ovario. Este cancer
tiene una alta tasa de letalidad debido a la ausencia de sintomas durante las primeras etapas de desarrollo,

la adquisicidn de resistencia a agentes quimioterapéuticos y las altas tasas de recurrencia (70-80%).

Los tratamientos tanto para el cancer de pulmén como de ovario incluyen cirugia y quimioterapia, siendo
los compuestos platinados como el cisplatino o carboplatino los mas empleados. Sin embargo, debido al
uso prologado de estos agentes, se acaban desarrollando resistencias, ademas de que puede provocar efectos
secundarios significativos. Para mejorar su eficacia y reducir la toxicidad, se investigan nuevas
combinaciones terapéuticas y analogos platinados, como el PT-112, un nuevo compuesto en desarrollo cuya

forma quimica es de pirofosfato de platino.

En este trabajo se estudié la viabilidad celular, asi como la capacidad de incorporacion del cisplatino a
diferentes modelos celulares a través de su interaccién con su diana terapéutica que es el ADN, en células
sensibles y resistentes de cancer de ovario y pulmén. Ademas de la medida de platinacion del DNA, se han
iniciado estudios de platinacion de otros compartimentos celulares (ARN y proteinas) para poder comparar

las diferentes lineas en el futuro e incluso el empleo de nuevos compuestos alternativos a cisplatino.
ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. It is characterized by the uncontrolled growth of
tumor-forming cells that destroy and replace healthy tissues and spread throughout the body in a process
called metastasis. In 2022, there were nearly 20 million new cases and about 10 million deaths, among
which, lung cancer was the most common and fatal. Additionally, 324,000 new cases of ovarian cancer
were diagnosed globally. This cancer is extremely deadly due to the lack of early symptoms, resistance to

chemotherapeutic agents, and high recurrence rates (70-80%).

Treatments for lung and ovarian cancer include surgery and chemotherapy, especially platinum-based
compounds such as cisplatin or carboplatin. However, long-term use of these agents can lead to the
development of drug resistance and significant side effects. To enhance their efficacy and reduce toxicity,
new therapeutic combinations and platinum analogues, such as PT-112, a novel compound in development,

are being investigated with the structure of a platinum pyrophosphate.

In this work, we studied the cell viability and the incorporation capacity of cisplatin in different cellular
models through its interaction with its therapeutic target, which is DNA, in both sensitive and resistant
ovarian and lung cancer cells. In addition to measuring DNA, studies on the platination of other cellular
compartments (RNA and proteins) have also been initiated to compare the different cell lines in the future

and even consider the use of new compounds as alternatives to cisplatin.
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1. Introduccion: definicidn, clasificacion y estadistica del cancer de ovario y

pulmédn

La organizacion mundial de la salud define el cancer como “un grupo de enfermedades que
pueden afectar cualquier parte del cuerpo”. Se caracterizan por el rapido crecimiento de células
anormales, creando masas denominadas tumores, que pueden destruir y reemplazar tejidos sanos

y, en ultimo término, diseminarse por todo el cuerpo en un proceso llamado metastasis [1].

El céncer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Segin las estadisticas
del Global Cancer Observatory (GCO), la agencia internacional de investigacion del cancer, en
2022 se diagnosticaron casi 20 millones de casos nuevos en todo el mundo. Ademas, cerca de 10
millones de muertes fueron causadas por estas patologias, siendo el cancer de pulmén el de mayor

incidencia (12,4% de todos los casos globales) y mayor mortalidad (18,7%) en ambos sexos [2].

El mayor factor de riesgo de padecer cancer de pulmén esta asociado al consumo de tabaco. Sin
embargo, los avances realizados en el area han permitido reducir la mortalidad Por otra parte, un
4% por afio, tanto en hombre como mujeres, entre los afios 2017 a 2021, segun datos recogidos
por la ACS (American Cancer Society). El cancer de pulmén se clasifica en dos tipos principales:
no microcitico (80-85%) y microcitico (10%-15%). EI no microcitico se puede clasificar en
adenocarcinoma (40%), carcinoma de células escamosas (20%-25%) y carcinoma de células
grandes (10%-15%). La edad media de diagnéstico es 70 afios, y la probabilidad de padecer cancer
para un hombre es de 1 en 16, mientras que para una mujer es de 1 en 17. La tasa de supervivencia
relativa a cinco afios para el cancer de pulmén no microcitico es del 23%, mientras que para el
microcitico es menor, el 6% [3],[4]. En Espafia, en el afio 2022, se diagnosticaron 30.196 nuevos,

tratandose del cuarto cancer mas comun en la poblacion [5].

En cuanto a las mujeres, el cancer de ovario es uno de los mas letales, situdndose octavo en el
ranking de mortalidad, debido a la ausencia de sintomas especificos durante las primeras etapas
de desarrollo de la enfermedad, el desarrollo de resistencias a agentes quimioterapéuticos y las
altas tasas de recurrencia (70-80% de los casos). Este tipo de tumor maligno puede afectar tanto

a los ovarios como a las trompas de Falopio y al peritoneo [6].

En 2022 se diagnosticaron alrededor de 324.000 nuevos casos de cancer de ovario, con una tasa
de incidencia de 6,7 casos por 100.000 personas y una tasa de mortalidad de 4,2 casos/100.000

personas, mientras que, en Espafia, segun datos de la AECC, se detectaron 14 casos por 100.000
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habitantes. La tasa de supervivencia relativa a cinco afios es del 50,8%, y afecta principalmente a

mujeres mayores de 45 afios [7].

El cancer de ovario puede clasificarse en dos tipos principales segun la célula de origen afectada:
epitelial (90%) y no-epitelial (10%) (incluyendo tumor de estroma de cordén sexual y tumor de
células germinales). El epitelial se puede subclasificar en mucinoso (3%) y no mucinoso (97%),
y este Gltimo a su vez se clasifica en carcinoma seroso (70% de no-mucinosos) (de alto o bajo
grado), carcinoma de endometrio (10%), carcinoma de células claras (10%) y subtipos
inespecificos (5%) [8].

Segun su progresion, el cancer de ovario puede ser clasificado en distintos estadios establecidos
por la FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia). El estadio 1 incluye tumores
gue se encuentran confinados en los ovarios; en el estadio I, uno 0 ambos ovarios se ven afectados
y existe propagacion a otros 6rganos de la pelvis o desarrollo de cancer peritoneal primario. En
el estadio 3, hay una propagacion hacia el peritoneo fuera de la pelvis y/o metéstasis en los
ganglios linfaticos. Y, por altimo, en el estadio 4, se produce metastasis que afecta a drganos
distantes [9].

1.1.Tratamientos para el cancer de ovario y pulmon

Los principales tratamientos para el cancer de ovario normalmente incluyen una combinacion de

cirugia y quimioterapia [10].

- Cirugia: la cirugia citoreductora es la mas comin durante las primeras etapas de desarrollo del
cancer, aunque dependiendo de la extension de la masa tumoral, también pueden realizarse
histerectomia (extirpacion del Gtero y cuello uterino) o salpingooforectomia (extirpacion de

ovario y trompa de Falopio) unilateral o bilateral a las pacientes, entre otras.

- Tratamientos quimioterapéuticos: En cuanto a la quimioterapia, los agentes platinados como el

cisplatino y el carboplatino son los mas empleados.

En cuanto al cancer de pulmon, el tratamiento varia dependiendo del tipo y estadio. El tratamiento
mas comun combina cirugia y quimioterapia, aunque si el cancer se encuentra en los estadios 1 6
2 se puede tratar con radioterapia. El agente quimioterapéutico mas utilizado es el cisplatino, al
igual que en el tratamiento de cancer de ovario, que se suele utilizar en combinacion con otros

agentes como el paclitaxel o docetaxel [11]
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1.2.Cisplatino: caracteristicas, mecanismos de accion y resistencia.

El cisplatino o cisdiaminodicloroplatino (1) ([Pt(NH3).Cl,], (CAS No. 15663-27-1) se emplea en
el tratamiento de diferentes tipos de cancer, como sarcomas, linfomas, carcinomas y tumores de

células germinales, asi como cancer de ovario, pulmdn, cabeza y cuello, vejiga y testiculos.

Se trata de un compuesto neutro con una molécula de platino (I1) central unido a dos &tomos de
cloro y moléculas de amoniaco en posicion cis (Figura 1). Tiene una masa molar de 300,5 g/mol,
densidad de 3,7 g/cm® y una solubilidad en agua de 2,53 g/L a 25°C. Es un polvo cristalino de
color amarillento a temperatura ambiente. Fue aprobado por la FDA (Administracion de

Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos) en 1978 [12].

Cly,  NHa
_

.
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Figura 1. Estructuras quimicas de cisplatino (1).

El cisplatino es un compuesto que se activa cuando uno o ambos cloros son reemplazados por
moléculas de agua, lo que lo hace altamente reactivo. Esta reaccion ocurre espontdneamente en
el citoplasma debido a la baja concentracion de iones cloruro. Debido a su naturaleza electrofila,

puede formar enlaces covalentes con proteinas que contienen azufre y con acidos nucleicos [13].

Ademas, el cisplatino se une con alta afinidad al ADN mitocondrial y nuclear, especificamente
mediante la formacién de un enlace covalente en la posicion N7 del anillo imidazol de dos
guaninas adyacentes. Debido a la formacién de estos aductos, se inhiben los mecanismos de
replicacion del DNA. Cuando la cantidad de dafio en el ADN causado por el cisplatino es limitada,
los sistemas de reparacion celular pueden reconocer y eliminar estas lesiones. Por el contrario,
cuando el dafio inducido por el cisplatino no puede repararse, la detencion del ciclo celular puede

volverse permanente (senescencia celular) o las células pueden entrar en apoptosis [14].

Asimismo, se ha observado que el cisplatino genera especies reactivas de oxigeno (ROS)
directamente o indirectamente a través de la mitocondria. Un aumento en la concentracion de
estas especies puede llevar a la peroxidacién lipidica, generdndose como producto final
malondialdehido (MDA\), que aumenta la carbonilacion de las proteinas resultando en un aumento

del estrés oxidativo en las células [15].
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A pesar de las ventajas de los compuestos platinados, y debido al uso prolongado de estos agentes,
se pueden originar resistencias en las que las células ya no responden a los medicamentos que
normalmente les afectan. Esta resistencia puede deberse a distintos mecanismos, entre los que se
incluyen la capacidad de sobrellevar los cambios genéticos inducidos por el platino mediante
procesos de reparacion del ADN o bien de expulsar dichos compuestos o reducir su entrada antes

de que lleven a cabo su accién [16].

Ademas, estos compuestos platinados pueden presentar efectos citotdxicos secundarios como
nefrotoxicidad (28-36% de pacientes), ototoxicidad (90%), neurotoxicidad (30%), toxicidad
gastrointestinal (70-80%), otros efectos no deseados menos frecuentes son hepatotoxicidad,
cardiotoxicidad, toxicidad hematoldgica y toxicidad visual, que reducen significativamente la
calidad de vida de los pacientes y obligan a reducir la dosis del medicamento o incluso a su

interrupcion completa [17].

Por todo ello, en la actualidad se buscan alternativas para mejorar la efectividad del cisplatino y
reducir sus efectos secundarios. Entre ellas destaca la combinacion con otros farmacos, como
paclitaxel o docetaxel para el cancer de ovario, o con UFT (combinacion de tegafur y uracilo)

para el tratamiento de carcinoma de pulmén no microcitico avanzado [18, 19, 20].

1.3.0tros compuestos platinados

Para evitar los efectos secundarios del cisplatino hay numerosos estudios en busca de nuevos
analogos platinados. Actualmente los Unicos aprobados por la FDA para tratamiento son el
carboplatino y oxaliplatino (Figura 2), mientras que aln se encuentran en analisis clinicos el

nedaplatino, heptaplatino y lobaplatino [21].

El mecanismo de accion del carboplatino y el oxaliplatino es andlogo al del cisplatino, se une al
ADN formando aductos, lo que lleva a la apoptosis celular. Los efectos toxicos del carboplatino,
en comparacion con el cisplatino son menores, debido a que la activacion y la unién al ADN son
mas lentas, sin embargo son necesarias dosis mas altas de carboplatino para que resulte efectivo
[21, 22, 23].
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Figura 2. Estructuras quimicas de oxaliplatino (A) y carboplatino (B).

En la misma linea, el compuesto platinado PT-112, (R,R-1,2-ciclohexanodiamina-pirofosfato-
platino(ll)) se encuentra en las fases 1/2 de desarrollo farmacéutico. Estudios recientes han
demostrado una reduccién en su capacidad de unién al ADN, en comparacion a otros compuestos
platinados, presentando minima toxicidad renal y neurotoxicidad. Sin embargo el mecanismo de

accién de PT-112 todavia no ha sido descrito de forma detallada [24, 25].

1.4.Medida de incorporacién celular de los compuestos de platino. Espectrometria de

masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS)

Investigar las causas y mecanismos de resistencia al cisplatino puede proporcionar informacion
valiosa para la identificacion de marcadores predictivos de respuesta al tratamiento o al desarrollo
de nuevos farmacos que disminuyan la resistencia de los existentes. Como se ha comentado, una
fuente importante de resistencia puede ser una acumulacion disminuida de cisplatino en las células
cancerosas, que ha sido observada frecuentemente en células resistentes. Por ello, la
determinacion intracelular de platino o incluso mas especificamente, la platinacion del ADN
resultan importantes pardmetros a tener en cuenta para detectar resistencia celular al mismo. En
este sentido, la cuantificacion de la incorporacion de platino en cultivos celulares tratados con

cisplatino se ha llevado a cabo mediante ICP-MS de manera global tras la digestion de la muestra.

Aunque existen diferentes posibilidades para evaluar la incorporacién celular de los compuestos
de platino, hoy en dia la medida mas sensible se realiza empleando sistemas de espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS, por sus siglas en inglés) que es una técnica
de analisis elemental con una alta sensibilidad, que utiliza como fuente de ionizacion el plasma
de argdn. Permite identificar y cuantificar la mayoria de los elementos de la tabla periddica. Para
la introduccion de la muestra, se utiliza un sistema de nebulizacién automatica cuya funcién es
generar un aerosol de gotas pequefias y uniformes de la muestra. La presencia de una camara de

nebulizacion evita que las gotas més grandes lleguen al plasma y solo las méas pequefias lo hagan.
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Durante el analisis, cuando las gotas de muestra llegan al plasma, estas sufren un proceso de
desolvataciéon, vaporizacion, atomizacion e ionizaci6n, formando iones elementales
monocargados de los elementos que estuvieran presentes en la muestra. Dichos iones se separan
en funcion de su relacion m/z y la sefial detectada aumenta en proporcion al nimero de iones que
llegan al detector [26]. Estos iones se dirigen a través de la lente de iones y entran en el
espectrometro de masas, donde seran separados en funcion de su relacién masa/carga, y seran

analizados por el detector [27].

1.5.0bjetivos

Los compuestos platinados son una herramienta eficaz para el tratamiento de tumores malignos
de ovario y pulmon. Sin embargo, el desarrollo de resistencias a estas quimioterapias suponen
una grave amenaza para la supervivencia de los pacientes. Por ello, es necesario ahondar, por un
lado en la incorporacion celular de los farmacos en funcion del tipo de células en estudio asi como
en el estudio de las posibles resistencias que pudieran desarrollarse y que puedan encontrarse en

la practica clinica, asi como en la evaluacion de nuevas terapias de compuestos platinados.
En esta linea, en el presente trabajo de fin de grado se han planteado los siguientes objetivos:

1. Evaluar la sensibilidad de diferentes modelos celulares de cancer de ovario y de pulmén
en el tratamiento con cisplatino a través de estudios espectrofotométricos de viabilidad
celular.

2. Estudio de la platinacion del ADN en los modelos celulares anteriores como medida de
la eficacia del farmaco a través de estrategias de espectrometria de masas elemental (ICP-
MS).

3. Iniciar estudios de fraccionamiento celular para poder establecer la platinacion de otros

compartimentos (p.e. ARN y proteinas) dentro de los nucleolos celulares.
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2. Materiales y métodos
2.1.Cultivo celular

Para la primera parte del estudio se usaron 3 tipos de lineas celulares adherentes de cancer de
ovario: A2780, carcinoma epitelial de ovario; A2780cis, version resistente de A2780 a cisplatino,
y OVCARS, adenocarcinoma epitelial de ovario. Adicionalmente se utiliz la linea A549 de

carcinoma epitelial de pulmon.

Para el cultivo de las células se siguieron las recomendaciones de la American Type Culture
Collection (ATCC). Brevemente, las lineas celulares A2780 y A2780 cis se cultivaron en medio
RPMI-1640 (Gibco), suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (SBF). Por su parte,
las células OVCARS3 se cultivaron en medio RMPI-1640 (Gibco), suplementado con 20% SBF y
0,01 mg/mL de insulina. Por Gltimo, para la linea A549 se utiliz6 medio DMEM con 10% SBF.
En todos los casos, se afiadié 0,2% de plasmocin (InvivoGen) para evitar la contaminacion por
micoplasma. Las células se mantuvieron a 37°C con 5% de CO, y 95% de humedad hasta que
alcanzaron un 80% de confluencia (Figura 2), correspondiente con la etapa de crecimiento
exponencial. Para el subcultivo celular, se lavaron las células con PBS y se afiadié 1 mL de
tripsina para levantar las células, incubando a 37°C. Una vez en suspension, se afiadié medio de
cultivo y se centrifugaron las células durante 5 min a 1.300 rpm para finalmente plaquearlas en
un nuevo flask a un ratio 1:3. Todos los procedimientos de cultivo celular se llevaron a cabo en

condiciones de esterilidad, en campana de flujo laminar.

Figura 2. Comparacion de diferentes momentos durante el crecimiento celular de OVCAR 3, al microscopio dptico
(aumento objetivo 10x). A la izquierda, se observan las células al inicio de la fase exponencial y a la derecha, al final

de la misma.
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2.2.Determinacion de viabilidad celular

Tras el tratamiento con compuestos de platino, se empleé el reactivo WST-1, el cual se utiliza
para la cuantificacion espectrofotométrica de la proliferacion celular, el crecimiento, la viabilidad
y la quimiosensibilidad en células. El ensayo esta basado en la actividad metabolica de las células,
las enzimas celulares reaccionan con el WST-1 formando formazan (color rojo intenso). En

resumen, a mayor absorbancia mayor namero de células viables.

En primer lugar, se determiné la concentracion celular (células/mL) utilizando una cdmara de
Neubauer para el contaje en microscopio Optico. Se sembraron 15.000 células por pocillo (500
pL/pocillo) en una placa de 24 pocillos, y se dejaron en el incubador por 24 h para permitir la
adhesién de las células al fondo de los pocillos. Después, se afiadieron concentraciones crecientes
de los tratamientos, por duplicado. Concretamente, para las lineas de cancer de ovario (A2780,
A2780cis y OVCAR3) se trataron las células durante 72 h con las siguientes concentraciones de
cisplatino: 0 uM (control), 0,1 uM; 0,5 uM; 1 uM; 5 uM; 10 uM; 20 pM; 40 pM; 60 puM. En
cuanto a la linea de carcinoma pulmonar A549, se traté con distintas concentraciones de cis-Pt
(0,1 uM; 0,5 uM; 1 uM; 5 uM; 10 pM; 20 uM; 40 uM; 60 pM) durante 24, 48 y 72 h. Pasados
los tiempos de tratamiento, se elimind el medio de cultivo de los pocillos y se afiadieron 200
pL/pocillo de una solucién del reactivo WST-1 (18 pL reactivo/mL de medio completo). Tras 1
h de incubacion (o cuando el reactivo adquirié una coloracién naranja intensa), se pasaron 85 pL
de cada tratamiento (por duplicado) a un nuevo pocillo en una placa de 96 para proceder a la
medicion de la absorbancia a 440 nm utilizando el lector de placas de ThermoFisher Scientific

Varioskan Flash.

El tratamiento de los datos obtenidos se realiz6 mediante el software Graphpad version 10.2.2,
mediante un modelo de regresion no lineal, (log(inhibitor) vs. response-variable slope, no
constrain), para la obtencién de las curvas de supervivencia celular y las concentraciones

inhibidora media maxima (I1Cso).

2.3. Induccion de resistencia en OVCARS3

Se trat6 de inducir resistencia al cisplatino a las células OVCARS3. Para ello, se mantuvieron en
cultivo durante dos semanas, a 37°C, 5% de CO- y 95% de humedad, de forma que, cada vez que

se hacia un pase se afiadia cisplatino al medio (concentracion 1Czs).
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2.4.Extraccion de ADN de células

Para la extraccion de ADN de las lineas de cancer de ovario se utilizd un Kit de extraccion de
ADN (PureLink, DNA Mini Kit, Thermo Fisher Scientific), siguiendo el protocolo PureLink
Genomic DNA mini kit. Las células se levantaron mediante tripsinizacion, se resuspendieron en
200 pL de PBS y se afiadieron 20 L de Proteinasa Ky 20 uL de ARNasa A. Se incubaron durante
2 min para luego afiadir un buffer de lisis que incluye el kit, incubando durante 10 min a 55°C,
para posteriormente afiadir 200 pL de etanol 100%. Se afiadié la muestra a una columna de
purificacion y se procedié al lavado del ADN con los buffer suplementados en el Kkit.
Posteriormente se afiadieron 50 pL del buffer de elucion y se centrifugo para obtener el ADN

purificado, que se almacend a -20°C.

Se utilizo como concentracién de cisplatino el 1C7s correspondiente a cada linea celular, durante

un periodo de incubacidn de 3 horas.

2.5.Anélisis de incorporacion de platino en el DNA mediante FIA-ICP-MS

En este estudio se trabajo con el método denominado andlisis por inyeccion de flujo (Flow
Injection Analysis- Inductively Coupled Plasma- Mass Spectrometry, FIA-ICP-MS). En este tipo
de analisis, una bomba peristaltica bombea de forma continua una disolucién portadora (HNOs,
al 2%) en la que se inyecta un pequefios volumen de la muestra de interés mediante una valvula
de 6 vias. Este procedimiento permitir obtener una alta frecuencia del muestreo, logrando realizar
un seguimiento continuo blanco-muestra automatizado [28] y ademas, un consumo minimo de

muestra empleando el sistema que aparece en la Figura 4.

SAMPLE

PUMP
| MIXING COIL DETECTOR
CARRIER g '

Figura 4. Esquema genérico del sistema de inyeccion en flujo. El detector en este caso es el ICP-MS
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En el trabajo se utilizo la técnica FIA-ICP-MS para determinar la relacién platino-ADN presente
en la muestra, tras el tratamiento de las células de ovario con cisplatino. Este Gltimo para
determinar la cantidad de ADN presente en cada muestra (ya que la cantidad de fésforo detectada
es proporcional a la cantidad de ADN). Para ello se realizaron calibrados de Pt de concentracion
4,8, 10y 20 ppb y de fosforo 3, 12, 18 y 24 ppm a través de la digestion de muestras de ADN
comercial de concentraciéon. Una vez purificado el ADN siguiendo los pasos descritos en 2.4., se
diluyeron las muestras en una relacién 1:10 antes de inyectarlas en el equipo. Se realizaron

mediciones tanto de platino como de fésforo

2.6.Estudio inicial del fraccionamiento de nucléolos y sus componentes macromoleculares

a partir de células A549

Tras plaquear 5 millones de células A549 en un flask T75 y esperar 24 h a que dichas células se
adhieran, se trataron con 25 UM cis-Pt por triplicados. Dichas concentraciones de farmacos se
seleccionaron basadndonos en estudios previos. También se incluyeron células control sin tratar.
Tras 8 h de incubacion, se recogieron las células mediante tripsinizacion para proceder a la
extraccion de los nucléolos, siguiendo el protocolo descrito por Bai y Laiho [29]. Las células se
resuspendieron en 1 mL del buffer de extraccién nuclear (50 mM Tris-HCL, pH 7.04, 0.14 M
NaCl, 1.5 mM MgCl;, 0.5% IGEPAL CA-630, 1 mM DTT) y se incubaron con agitacion 30
minutos. Posteriormente se centrifugaron, 5 min. 300 x g a 4°C, las muestras para separar la
fraccion nuclear de la citoplasmatica. Se descart6 el sobrenadante y se procedié a la extraccion
del nucléolo utilizando 3 buffers de concentraciones crecientes (0,25 M; 0,35 M; 0,88 M) de

Sacarosa.

Posteriormente se llevd a cabo el aislamiento de los componentes macromoleculares (ADN, ARN,
proteinas), utilizando un método basado en gradientes por trizol, descrito por Bai y Laiho [29].
Los nucléolos purificados se resuspendieron en 1 mL de Trizol, se afiadieron 200 pL de
cloroformo, y tras una incubacion de 3 min se centrifugaron las muestras. El pellet se guardé para
aislar el ADN y proteinas mas tarde, mientras que la fase acuosa (que contiene el ARN) se
transfirié a un nuevo tubo y se afiadi6 isopropanol al 100% para precipitar el ARN, que se lavd
con etanol al 80%. El pellet se incubd con etanol 100% durante X min y tras la centrifugacion, se
aislo el ADN del sobrenadante tras afiadir etanol al 75%. En cuanto al pellet, que contiene la
proteina, se afiadio isopropanol para favorecer la precipitacion proteica y se lavé con una solucion

0,3 M de cloruro de guanidinio y posteriormente con etanol al 100%.
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Asi obtenemos por separado el ADN digerido, ARN y proteina presente en el nlcleo de la célula,

y podremos analizar por separado la union del cisplatino a cada uno de estos compuestos.

2.7.Cuantificacion de elementos macromoleculares: ARN y proteina

Para la determinacién de la concentracion de ARN se utilizo la espectrofotometria de absorcion
UV mediante el equipo Nanodrop (Thermo Fisher Scientific), que permite analizar fragmentos de
ARN y ADN, tanto de cadena sencilla como doble [30]. Para determinar la concentracion de

ARN, se midieron las muestras a 260 nm.

En cuanto a la cuantificacion de proteina se utiliz6 el fluorimetro Qubit (Thermo Fisher
Scientific), un equipo preciso, sensible y rapido que requiere bajos volimenes de muestra y
permite la cuantificacion tanto de ADN, ARN y proteina, a bajas concentraciones [31]. Se realizd
una curva de calibrado, usando tres reactivos estandar incluidos y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la medicién, se diluyeron 20 pL de cada muestra con 180 L de la Qubit working

solution. La medida en el equipo indica directamente la concentracion de proteina en la muestra.

La medida del contenido de platino se realiz6 mediante el mismo sistema de inyeccidon en flujo

acoplado en linea al ICP-MS anteriormente descrito.

3. Resultados
3.1.Comparacién morfologia lineas celulares

Entre la linea A2780 (linea parental) y la linea A2780 cis (resistente), pudieron observarse
diferencias en su morfologia. Como puede observarse en la Figura 5 la linea resistente tiene una
forma alargada, ademas de que crecia lentamente en comparacion con su linea parental. En cuanto
a las lineas OVCAR3 y Ab49 apenas se aprecian diferencias morfologicas entre ellas, la linea

Ab549 tenia un nivel de crecimiento mayor que el resto, por lo que requerian pases mas frecuentes.
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Figura 5. Células de cancer de ovario A2780 (A), A2780 cis (B), OVCAR3 (C) y A549 (D) al microscopio 6ptico,

aumento 10x.

3.2.Viabilidad celular tras tratamiento con compuestos de platino

Los primeros resultados obtenidos fueron los ensayos de proliferacion y viabilidad celular de las
lineas celulares A2780, A2780 cis y OVCAR3 empleando el ensayo WSTL1. De forma general, el
ensayo WST-1 debe su nombre al reactivo empleado para la reduccion del cloruro de tetrazolio a
formazén, que contiene WST-1 (Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche, Espafia), una sal de
color rojo claro y un agente de acoplamiento electrdnico diluidos en un tampdn fosfato salino. La
reaccion redox tiene lugar en el sistema mitocondrial succinato-tetrazolio reductasa y es
dependiente de la oxidacion de NADH a NAD+ (Figura 6). La NADH deshidrogenasa no es capaz
de por si de transferir electrones a la sal de tetrazolio, por lo que es necesario la presencia de un
intermediario, como la menadiona. De este modo, al medir la cantidad de formazéan, cuya
formacion estd directamente correlacionada con la actividad de las deshidrogenasas
mitocondriales, podemos conocer el nimero de células metabolicamente activas. Por lo tanto,
mediante medidas de absorbancia, podemos conocer la viabilidad celular en los cultivos, de forma

que valores elevados de absorbancia se correlacionan con alta viabilidad.
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Figura 6. Esquema del funcionamiento del ensayo WST1.

Con los datos obtenidos se representd la concentracion de cisplatino (en el eje de las x), frente a
la tasa de proliferacion (en el eje de las y), obteniéndose las curvas de supervivencia celular
correspondientes (Figura 7) y determinando los valores de 1Cso correspondientes a cada linea
celular . A2780 ICso= 5,212 pM, A2780cis 1C5=24,82 uM y OVCAR3 IC50=4,667 LM.
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Figura 7. Curvas de supervivencia celular de las lineas A) A2780, B) A2780 cis y C) OVCARS.
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A partir de los ICsp, obtenidos mediante el software Graphpad, se obtuvo el valor de los ICvs,

F

1/H .
100—F) [Cs0.

utilizando la férmula: ICr = (

A2780 IC7s= 15,636 uM, A2780cis IC7s= 74,46 uM y OVCARS IC75= 14,001pM

Esta fue la concentracién utilizada posteriormente para tratar las células y extraer el ADN donde

se llevaran a cabo las medidas de platinacién con un tiempo de exposicion al farmaco de 3h.

3.3. Estudio de la platinacion del ADN mediante FIA-ICP-MS

Se determinoé la cantidad total de platino y ADN, con el fin de determinar qué proporcion se
introdujo en el ndcleo formando aductos con el ADN. Para ello, se calcularon en primer lugar las
rectas de calibrado de platino y ADN (Figura 8 A y B, respectivamente). Esta Gltima se obtuvo
mediante digestion acida de patrones de ADN comercial y medida del contenido de fosforo que

es proporcional a la concentracion de ADN en la muestra.
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Figura 8. Calibrado obtenido con el FIA-ICP-MS realizado a partir de distintas concentraciones de A) platino y B)
ADN (mediante la medida de P).

Con las rectas de calibrado se pudieron determinar las concentraciones en las muestras analizadas
(ft platino/ug de ADN), obteniendo los resultados representados en la Figura 9 para las lineas de

cancer de ovario sensibles a cisplatino.
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Figura 9. Representacion grafica de la concentracion de platino (fg) respecto de la cantidad de ADN (ug) para las

lineas de cancer de ovario OVCAR3 (en verde) y A2780 (en azul). Se representan también los datos de las

condiciones control donde no se afiadié tratamiento.

Restandole el valor del control al tratamiento, obtenemos que la concentracion de platino presente
en OVCAR3 es de 35,13 fg Pt/ ug ADN y en las A2780 se corresponde con 77,01 fg Pt/ ug ADN.

3.4.Andlisis de la incorporacion de platino en células de cancer de pulmén y

fraccionamiento.

Como en el caso de la linea de ovario, se llevaron a cabo los ensayos de viabilidad de la linea

A549 de cancer de pulmén cisplatino y se elabord la curva de muerte celular (Figura 10) a

diferentes tiempos. La concentracion que se decidié emplear fue de 25 uM de cisplatino y 8h de

exposicion. Posteriormente se procedio a evaluar el procedimiento de extraccion de nucléolos y

a la separacion de ARN, proteina y ADN.
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Figura 10. Curva de supervivencia celular de la linea A549.

En primer lugar, se determinaron las concentraciones de ARN (Tabla 1) y proteina (Tabla 2) de
las muestras tratadas empleando las estrategias que se describen en la seccién de Materiales y

Métodos del presente Trabajo.

Tabla 1. Concentracion ARN en los nucléolos de células A459 tras tratamiento durante 8 h con

compuestos platinados (y condicion control sin tratamiento).

CONDICION REPLICA CONCENTRACION
RNA (ug RNA/mL)
R1 1828,3
R2 1702,5
Control R3 1670,2
Media +SD | 1733,67 + 83, 53
R1 1652,8
R2 1712,2
Cisplatino R3 1767,6
Media+SD | 1710,86 £ 57,41
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Tabla 2. Concentracion de proteina en los nucleolos de A459

CONDICION REPLICA CONCENTRACION
PROTEINA  (ug
proteina/mL)

R1 110
R2 111
Control R3 108
Media+SD | 109,66 +1,52
R1 110
R2 99,6
Cisplatino R3 90,9
Media = SD | 100,16 + 9,56

Universidad de Oviedo

A continuacién, se determind la cantidad de platino presente en las diferentes fracciones aisladas

del nucleo celular. Para ello, se llevaron a cabo estrategias analogas a las empleadas para evaluar

la interaccion del platino con el ADN mediante FIA-ICP-MS de las diferentes fracciones

digeridas.

Como en el apartado anterior, se introdujeron patrones de calibrado de platino y de ADN y se

obtuvieron las areas promedio de las sefiales, que se utilizaron para representar las rectas de

calibrado correspondientes (Figura 11).
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Figura 11. Calibrados obtenidos con el FIA-ICP-MS realizados a partir de distintas concentraciones de ADN (A) y
platino (B)

En cuanto a las muestras de proteina y ARN, se analizd un patron de platino por separado para

cada una, como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Calibrado obtenido con el FIA-ICP-MS realizado a partir de distintas concentraciones de platino, para las

muestras de proteina (C) y ARN (D) medidas en diferentes dias.

Con las rectas de calibrado y los resultados de cuantificacion, se determinaron las concentraciones
de cisplatino presente en cada componente macromolecular, tal y como se representa en la Figura
13.
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4. Discusion

Entre los tratamientos disponibles para los canceres de ovario y pulmén destaca el uso de
compuestos platinados, que han demostrado tener una alta eficacia en la resoluciéon de estas
patologias. Sin embargo, se han observado también el desarrollo de resistencias, de tal forma que,
aunque durante las primeras etapas del tratamiento se detecta una ralentizacion y/o disminucién
de la progresién maligna, mas adelante este efecto se revierte y el cAncer vuelve a avanzar. En el
presente trabajo fin de grado se han evaluado los niveles de resistencia de varios modelos celulares
de cancer de ovario y de pulmén, asi como la incorporacién de compuestos platinados en

elementos subcelulares.

En cuanto a los carcinomas de ovario, pudo observarse que la linea celular A2780cis fue la mas
resistente (1Cs0=24,82 uM) al tratamiento con cisplatino durante 72 h en comparacion a su version
sensible A2780 (ICs0=5,21 uM) y a OVCAR3 (ICs0=4,66 uM). En cuanto a estas ultimas lineas,
a pesar de que sus ICsp sean muy similares, presentan una tendencia diferente a distintas
concentraciones de cisplatino. Mientras que en las células A2780 se observa que la proliferacion
celular se reduce de forma gradual, habiendo una reduccién de la viabilidad celular incluso a
concentraciones bajas de cisplatino (0,5 pM) (Figura 7), en las OVCARS se puede determinar
una mayor resistencia al cisplatino en concentraciones inferiores a 5 uM, punto a partir del cual

la viabilidad celular disminuye de forma dréstica (Figura 7).

En cuanto al analisis de la incorporacion de platino al ADN, éste solo pudo llevarse a cabo con
las lineas celulares A2780 y OVCARS3 debido a problemas técnicos con las células A2780 cis.
Asimismo, mientras que los ensayos de viabilidad celular se realizaron a 72 horas para permitir
suficiente tiempo para la internalizacion del farmaco, la union al ADN y la ejecucion del dafio y
muerte celular, el andlisis de incorporacion de platino se realizé a 3 horas, ya que ensayos
realizados previamente en el laboratorio habian determinado que este tiempo es suficiente para
poder observar dicha incorporacion sin que las células lleguen a entrar en apoptosis. Los
resultados obtenidos mediante FIA-ICP-MS permitieron verificar la incorporacion de platino al
ADN de las células A2780 y OVCARS3, con diferencias evidentes entre ambas lineas. En primer
lugar, se observé sefial inespecifica para platino en ambas condiciones controles, si bien fueron
mayores en la linea A2780. Este fendmeno se ha observado previamente en el grupo de
investigacion con otras muestras, y si bien no se ha determinado aun la causa real, es muy probable
que dicha deteccién de platino se deba a contaminaciones cruzadas a lo largo del proceso de
preparacion y adquisicion de la muestra. De todas formas, los niveles mas elevados de platino en

las condiciones tratadas con farmaco permiten concluir que la concentracién detectada de platino
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en la linea A2780 fue de 77,01 fg Pt/ug ADN mientras que en las células OVCARS3 fue de 35,13
fg Pt/ug ADN. Estos datos indicarian que la linea OVCAR3 es 2 veces mas resistente al
tratamiento con cisplatino que las A2780, impidiendo la formacién de aductos del Pt con el ADN
al presentar, seguramente, mecanismos mas eficaces para la reparacion del dafio al ADN o bien
para reducir la entrada de la droga en el nucleo celular. Futuros estudios de las proteinas y rutas

de sefializacién alteradas serian necesarios para determinar estos mecanismos.

Si bien parece que el cisplatino actla sobre maltiples objetivos celulares que representan diversas
vias de transduccion de sefiales que conducen a muerte celular, el ADN sigue siendo el objetivo
principal de muerte celular. Es bien sabido que el cisplatino forma aductos intracadena en el ADN
y activa la via de reparacion del mismo. Por lo tanto, la reduccion en la formacion de aductos o
bien una mayor capacidad de reparacioén de los mismos se han propuesto como mecanismos
importantes de resistencia a la accion mediada por platino de muerte celular. Pero otro mecanismo
importante de resistencia a los derivados del platino como agentes antitumorales es el sistema de
transporte. De hecho, un sistema defectuoso de absorcidon del fa&rmaco que resulta en una
alteracion del contenido intracelular del mismo se ha observado desde hace mucho tiempo en
celulas resistentes al cisplatino tanto in vivo como in vitro. Los primeros estudios sugirieron que
el cisplatino entra a las células por difusion pasiva que no requiere transportador activo. Sin
embargo, recientemente los estudios han demostrado que los transportadores que controlan la
homeostasis del cobre intracelular también estan implicados en la regulacion de la entrada y salida
de agentes antitumorales basados en Pt. Estudios previos desarrollados en el grupo de
investigacion donde se ha realizado este TFG han mostrado que la incorporacion intracelular de
cisplatino en la linea A2780 es muy superior a la OVCAR3 o0 a la A549. Por tanto, esto unido con
una mayor capacidad de enlace al ADN hace que esta linea sea la mas sensible de las evaluadas

para el tratamiento propuesto.

Simultaneamente a este experimento, se trato de inducir mayor resistencia al cisplatino a la linea
OVCARS. Sin embargo, se observé que estas células no sobrevivian al afiadir cisplatino, lo que

indicaba que habian alcanzado su maximo nivel de resistencia a la droga.

Finalmente, se llevd a cabo el estudio de incorporacién de cisplatino en la linea de cancer de
pulmén A549 Segln estudios anteriores, y tal y como ya se ha discutido en este trabajo fin de
grado, el cisplatino actGa uniéndose al ADN formando aductos que conducen a la apoptosis
celular. Sin embargo, en muchos casos se desconoce si el cisplatino estd presente en otras
fracciones subcelulares del nicleo como pueden ser las proteinas y el ARN. Para tener una

caracterizacién mas completa de su modo de interaccion, se aislaron y analizaron las diferentes
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fracciones y su platinacién. Los resultados obtenidos mediante ICP-MS determinaron que
mientras que el cisplatino se une al ADN nucleolar mayoritariamente, la unién de cisplatino al
ARN se encuentra a niveles de control, que como se ha mencionado anteriormente, esta
anormalmente elevado. Finalmente, en las muestras proteicas se observO cierto nivel de
platinacion, aunque con una elevada variabilidad entre réplicas que deberia ser estudiado en
mayor detalle en otros modelos celulares. Experimentos adicionales serian necesarios para poder

ahondar en esta cuestion cientifica.

5. Conclusiones

En este trabajo se logré analizar la incorporacién de platino a células de cancer de ovario y

pulmén, utilizando herramientas de ICP-MS.

Se evaluo con éxito la capacidad de incorporacion de cisplatino en el ADN de las lineas
celulares OVCAR3 y A2780, demostrando que OVCARS3 es mas resistente, lo cual sugiere
que presenta mecanismos de accion mas eficaces. A pesar de que no se pudo analizar la
incorporacion de platino en la linea A2780 cis, los ensayos de viabilidad realizados indican

que es la linea mas resistente, entre las tres utilizadas.

Por otra parte, en la linea A459, los andlisis de incorporacion de cisplatino revelaron que la
diana terapéutica de cisplatino es el ADN, encontrando niveles similares a los del control en
ARN vy ligeramente superiores en el caso de proteinas. Seria necesario realizar nuevos

estudios para determinar el mecanismo de accion de este nuevo compuesto.

Estos resultados obtenidos resaltan la necesidad de investigar nuevos farmacos y combinaciones

terapéuticas para mejorar la eficacia y reducir la toxicidad en el tratamiento de estos canceres.
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