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Abreviaturas

1. Abreviaturas

2-AG
2-DG
2-HG
6AN
7-AAD
o-KG
A¥Ym

AA
ADN
ADNmt
ADP
ARN
ARNt
AEA
AlF
AMPc
AMPK

AraC
ATCC
ATP

Bcl-2
Bcl-XL
BER
BSA

c1p
C1PP
CB1
CB2

2-araquidonilglicerol
2-deoxyglucosa
2-Hidroxiglutarato
6-aminonicotinamida
7-aminoactinomicina D
o-ketoglutarato

Potencial de membrana mitocondrial

Antimicina A

Acido desoxiribonucléico

Acido desoxiribonucléico mitocondrial

Adenosin difosfato

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico de transferencia

Anandamida

Factor de induccion de apoptosis (Apoptosis Inducing Factor)
Adenosin monofosfato ciclico

Proteina quinasa activada por AMP (Activated protein
kinase)

Citarabina

American Type Culture Collection

Adenosin trifosfato

B-cell lymphoma 2
B cell lymphoma extra large
Reparacion por escision de bases (Base excision repair)

Albimina de suero bovino (Bovine serum albumin)

Ceramida-1-Fosfato
Ceramida-1-Fosfato fosfatasa
Receptor cannabinoide tipo 1

Receptor cannabinoide tipo 2

3



Abreviaturas

CBD Cannabidiol

CCCP Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone

Cdc Célula dendritica convencional

CEEA Comité Etico de Experimentacién Animal

CEIC Comité Etico de Investigacion Clinica

CerS Ceramida sintasa

Cl Combination index

CK Ceramida kinasa

CLP Progenitor comun linfoide (Common lymphoid progenitor)

CMH Célula madre hematopoyética

CMP Progenitor comun mieloide (Common myeloid progenitor)

CPM Célula plasmatica mielomatosa

CR Complete remission o remision completa

D

DAPI 4 ' 6-diamidino-2-fenilindol

DDR Respuesta al dafio del ADN (DNA damage response)

DES Dihidroceramida desaturasa

DH-CerS Dihidroceramida sintasa

dhSph Dihidroesfingosina

DMEN Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMS Dimetil succinato

DMSO Dimetilsulfoxido

DSB Rotura de doble cadena del ADN (Double strand DNA breaks)

DSMZ Coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares (Del
aleman, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)

E

ECAR Tasa de acidificacion extracelular (Extracellular acidification rate)

eCB Endocannabinoide

eCS Sistema endocannabinoide

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EM Esclerdsis multiple



Abreviaturas

FAAH
FACS
FB1
FBS
FDA
FLT-3
FITC
FS
FCCP

G6PDH
GAPHD
GCS
G-CSF
GFP
GLUT1
GlyR
GMP
GPCR
GvHD

H.0,
HPC
HK
HSC
HR

IDH
IMDM
IMID

Amida hidrolasa de acido graso

Fluorescence-activated cell sorter

Fumonisina B1

Suero bovino fetal (Fetal bovine serum)

Administracion de Medicamentos y Alimentos

Receptor de la tirosina kinasa tipo Ill (Fms related tyrosine kinase 3)
Fluoresceina isotiocianato

Forward scatter

Carbony! cyanide-4 (trifluoromethoxy) phenylhydrazone

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Glucosilceramida sintasa

Factor estimulante de colonias de granulocitos

Proteina verde fluorescente (Green fluorescent protein)
Transportador de glucosa 1 (glucose transporter 1)

Receptor de glicina

Progenitor granulo-monocitico (Granulocyte-monocyte progenitor)
Receptor acoplado a proteinas G

Enfermedad injerto frente a huésped (Graft versus host disease)

Peroxido de Hidrogeno

Celula progenitora hematopoiética (Hematopoietic progenitor cell)
Hexokinasa

Célula madre hematopoyética (Hematopoietic stem cell)

Recombinaciéon homdloga (Homologous recombination)

Isocitrato dehydrogenasa
Medio de cultivo Dulbecco modificado de Iscove

Inmunomodulador



Abreviaturas

L

LC-MS-MS Cromatografia liquida con espectrometria de masas

LD Dosis letal media

Lin Marcadores de linaje

LK Lin"/c-Kit*/Sca-1" cells

LKS Lin"/c-Kit*/Sca-1* cells

LMA Leucemia mieloblastica aguda

LSC Célula madre leucémica (Leukemic stem cell)

LT-HSC Célula madre hematopoyética con capacidad de
reconstititucion a largo plazo

M

MAGL Monoacilglicerol lipasa

MAPK Proteina cinasas activadas por mitégenos

MEP Megakaryocyte-erythroid progenitor

MM Mieloma Multiple (Multiple Myeloma)

MO Medula dsea

MOMP Mitochondrial outer membrane permeabilization

MP Metil Piruvato

MPP Célula progenitora multipotente (Multipotent progenitor cells)

MS Espectrometria de masas (Mass spectrometry)

Myr Miriocina

N

NAD* Nicotinamida adenina dinucledtido

NADH Nicotinamida adenina dinucledtido reducido

NADP* Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido

NAM Nicotinamida

NAMPT Nicotinamida Fosforibosiltransferasa

NF-KB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas

NHEJ Unién de extremos no homologos, (Non-homologous
DNA end joining)

NMN Nicotinamida mononucleétido

NSG NOD scid gamma mouse



Abreviaturas

@)

OAA
OCR
OXPHOS

PAR
PARP
PBS
PCNA
PCR
pDC
PE
PE-Cy7
PFK
PGl
PGM
PI3K
PK
PPAR

PPP
PKA

R5P
RC
RE
ROS
Rot
RPMI

Acido oxalacético (Oxalacetic acid)
Tasa de consumo de oxigeno (Oxygen consumption rate)

Fosforilacion oxidativa (Oxidative phosphorylation)

Poli ADP-ribosa

Poli ADP-ribosa polimerasa

Solucién salina tamponada con fosfato
Antigeno nuclear de células en proliferacion
Reaccion en cadena de la polimerasa
Célula dendritica plasmacitoide
Ficoeritrina

Ficoeritrina-cianina 7
Fosfofructoquinasa

Glucosa-6-fosfato isomerasa
Fosfoglucomutasa

Fosfatidilinositol 3-kinasa

Piruvato kinasa

Receptor activado por proliferadores peroxisomales (Peroxisome

proliferator activated receptors)
Via de las pentosas fosfato (Pentose phosphate pathway)

Proteina quinasa A

Ribulose 5-phosphate

Remision completa

Reticulo endoplasmico

Especies reactivas de oxigeno (Reactive oxygen species)
Rotenona

Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute



Abreviaturas

S1P
S1PP
SK
SMasa
SMS
SNC
SP
Sph
SphK
SPL
SPF
SPT
SS
SSB
ST-HSC

TBS
TCA
THC
TMRE
TPI
TRPV1
TTBS

UA

UPN
UPR
URF

Esfingosina-1-fosfato

Esfingosina 1-fosfato fosfatasa
Esfingosina kinasa

Esfingomielinasa

Esfingomielina sintasa

Sistema nervioso central

Sangre periférica

Esfingomielina

Esfingomielina quinasa
Esfingosina-1-fosfato liasa

Zona libre de patdgenos especificos
Serina C-palmitoiltransferasa

Side scatter

Single-Stranded DNA Binding Protein
Célula madre hematopoyética con capacidad de reconstitucion

a corto plazo

Tris buffer salino

Ciclo de los acidos tricarboxilicos (Tricarboxylic acid cycle)
A°-tetrahydrocannabinol

Tetrametilrodamina

Triosa fosfato isomerasa

Receptor vaniloide tipo |

Tris buffer salino-Tween

Unidades arbitrarias
Unique patient number
Unfolded protein response

Unidades relativas de fluorescencia



Abreviaturas

W

WB Western blot

WBC White blood cell
WIN-55 WIN-55 212-2 mesylate
WT Wild type

Nota: en la mayoria de abreviaturas se ha mantenido la nomenclatura en inglés por ser

la de uso habitual
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2. Introduccion

2.1. Hematopoyesis y Hemopatias malignas

2.1.1. Hematopoyesis

El sistema sanguineo de los mamiferos esta constituido por mas de diez tipos

diferentes de células maduras, como son las células mieloides (monocitos, macrofagos y
granulocitos), los linfocitos T y B, los eritrocitos, megacariocitos/plaquetas, mastocitos,
células NK'y células dendriticas(Seita & Weissman, 2010).
La hematopoyesis es un proceso que da lugar a los diferentes linajes de células
sanguineas maduras a partir de la diferenciacion de células madre hematopoyéticas (en
adelante abreviado como HSC, de sus siglas en inglés Hematopoietic Stem Cel)(Ng &
Alexander, 2017), capaces de repoblar a largo plazo todos los linajes hematopoyéticos
cuando son trasplantadas a receptores sometidos a un tratamiento mieloablativo que
permita su injerto(Barquinero-Mafiez, 2009; Till & Mcculloch, 1961). La hematopoyesis se
produce principalmente en la médula dsea (MO), aunque en el periodo embrionario y
fetal puede darse también en otros 6rganos como en la regién aorta-gdonada,
mesonefros del mesodermo, el bazo, los ganglios linfaticos o el higado fetal.

Las HSC se caracterizan por su multipotencialidad y capacidad de auto-
renovacion y, aunque se han descrito varios modelos de diferenciacion, el mas aceptado
hasta la fecha es el modelo de desarrollo jerarquico, en el cual las HSC dan lugar
progresivamente a progenitores mas comprometidos hacia un determinado linaje
hematopoyético, finalizando en las células sanguineas maduras (Figura 1).

Segun este modelo, la hematopoyesis comienza con la diferenciacién de las
HSCs hacia los progenitores multipotenciales (MPP), que no poseen capacidad de
automantenimiento, pero si conservan la capacidad de diferenciacion a todos los linajes
del sistema hematopoyeético.

Los MPPs originan progenitores oligopotentes: el progenitor comun linfoide (CLP), del
que procede el linaje linfoide, incluyendo linfocitos T, B, células NK'y células dendriticas
plasmacitoides (pDC); y el CMP (progenitor comun mieloide) que origina las células
dendriticas convencionales (cDC), el progenitor granulo-monocitico (GMP) y el eritro-
megacariocitico (MEP)(Akashi K et al., 2000); de ellos a su vez derivan el linaje granulo-

monocitico y el eritro-megacariocitico, respectivamente(Seita & Weissman, 2010).

13
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-
( b |
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NK T B |
Baséfilo Monocito Eosindfilo Neutréfilo Plaquetas
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*

Célula dendritica Macréfago

Figura 1. Jerarquia de células hematopoyéticas durante la diferenciacién normal de células
madre / progenitoras hematopoyéticas derivadas de la médula dsea en células sanguineas

especificas de linaje. (Adaptado de Mahalingaiah et al., 2018)

2.1.2. Identificaciéon de los progenitores hematopoyéticos

Cada uno de los tipos celulares anteriormente mencionados se caracterizan por
la expresion de proteinas especificas en su superficie que nos permite su identificacion,
y esta puede variar dependiendo del organismo del que proceda. En la MO de ratones
adultos la expresion diferencial de los marcadores Sca-I, c-Kit, CD150 y CD48 permite el
aislamiento de las HSC (lin"Sca*c-Kit* CD150*CD48). Por el contrario, CD150, CD48 y
Sca-I no son dutiles en humanos, donde las HSC y las células progenitoras
hematopoyéticas (HPC) no expresan CD150, y CD48 se expresa tanto en HSC como en
HPC. Las HSC humanas a largo plazo se podrian identificar en la fraccion CD34*CD38"

lin- de la sangre del corddn y la médula 6sea(Parekh & Crooks, 2013).

14
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En cuanto a la cantidad de HSC presentes en un organismo, la frecuencia de estas
células en la MO es de aproximadamente un 0,01% del total de células nucleadas,
pudiéndose aislar aproximadamente 5000 HSC de un Unico ratén, aunque esta cifra
depende de varios factores como su edad, sexo y la cepa, asi como del procedimiento
de purificacion utilizado. Esto limita el estudio de las HSC a técnicas que requieren
grandes cantidades de material de partida(Mayle et al.,, 2013).

El estudio inmunofenotipico por citometria de flujo es esencial para el analisis de
las HSC vy el diagndstico, clasificacion 'y monitorizacion de enfermedades
hematopoyéticas clonales, particularmente de neoplasias hematologicas e
inmunodeficiencias primarias(Orfao et al., 2019). Weissman y colaboradores describieron
en 1988 las primeras pautas para realizar un enriquecimiento de células HSC utilizando
la combinacion de varios marcadores de superficie(Spangrude et al., 1988). Hoy en dia,
se han definido marcadores de superficie caracteristicos para cada poblacién. Aunque
los avances en este area de conocimiento hacen que vayan actualizandose
constantemente las estrategias de identificacion, el antigeno CD34 se considera como
antigeno universal para la identificacion de las HSC humanas(Bonnet, 2002), el cual
disminuye su expresion progresivamente a lo largo de la diferenciacion celular, hasta
que desaparece en las Ultimas etapas madurativas (Sutherland & Keating, 1992; Young
et al., 1995).

Ademas, una caracteristica clave que define a las HSC es que no expresan ninguno de
los marcadores especificos de los distintos linajes maduros, es decir son Linaje negativas
(Lin").

La poblacion celular de HSC humanas Lin"CD34* se puede subdividir en otras usando
marcadores como el CD38 y CD45RA, que estan ausentes o solo se expresan
débilmente en HSC, CD90 (Thy-1), que se expresa en mayor medida en HSC que en
células diferenciadas y otros marcadores como el CD133, CD150, c-kit o los receptores
de la familia SLAM (Majeti et al., 2007; Maraninchi et al., 1987; Mulford & Jurcic, 2004).
En el caso del raton, con mucho la especie en la que se han caracterizado mejor los
distintos progenitores hematopoyéticos, la identificacion de las HSC es algo distinta (por
ejemplo, en el raton las HSC son CD34-)(Barquinero-Mafiez, 2009; Osawa et al., 1996).
La denominada deplecion Lin™ utiliza una mezcla de anticuerpos (CD3, CD4 o CD8 para

células T, CD11b, CD11c o Gr1 para células mieloides, B220 para células B, o el Ter-119
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para células de la serie roja) frente a estos marcadores y permite eliminar la inmensa
mayoria de células maduras y de precursores diferenciados, enriqueciendo unas 20
veces en capacidad de repoblacion en comparaciéon con la MO no enriquecida en
células Lin~.

Los antigenos c-Kit y Sca-I suponen un paso mas alla en la identificacion de las
HSC(Koichi lkuta et al, 1992). La subpoblacién de células Lin~ c-Kit* Sca-I* (también
llamadas L'/K*S* o LKS) engloba todas las células hematopoyéticas multipotentes. Dentro
de esta poblacién, podemos identificar otros subgrupos gracias a los marcardores CD34
y Flk-2/FIt3 (Osawa et al,, 1996), como son las HSCs con capacidad de reconstitucion a
largo plazo (LT-HSCs, definidas como L'K*S* CD34" Fit3), las que presentan capacidad
de reconstitucion a corto plazo, (ST-HSC, L'K*S* CD34* FIt37), o los progenitores
multipotentes (MPP L'K*S* CD34* FIt37).

Las LT-HSC son una poblacion muy escasa en la MO, que tiene capacidad de
reconstituciéon a largo plazo (>3-4 meses), mientras que las ST-HSC solo la tienen un
corto plazo (en su mayoria <1 mes). Las LT-HSC se diferencian dando lugar a las ST-
HSC, y posteriormente, las ST-HSC se diferencian en MPP, que no tienen capacidad de
autorrenovacion.(Cheng et al., 2020; L. Yang et al., 2005)

La poblacion progenitora mieloide se puede identificar como Lin~ c-kit* Scal” (de ahi que
se les conozca como células LK) ya que carecen del marcador para el receptor II7roC.
Esta fraccion se puede subdividir en progenitores comunes mieloides o CMP (LK CD34*
CD16/32"), progenitores megacariociticos-eritroides o MEP (LK CD34™ CD16/32") vy
progenitores granulo-monociticos o GMP (LK CD34* CD16/32*)(Challen et al., 2009)

Por otro lado, los progenitores linfoides comunes o CLP, se pueden identificar en la
medula 6sea completa usando la combinacion de LK*S* y el anticuerpo contra en
antigeno ll7ra. La poblacion de CLP es bastante escasa, con una frecuencia de ~ 0,02%

en la médula ésea de raton.
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CLP

LKS: Lin" c-Kit* Scal* Flt3+
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LK: Lin- c-Kit* Scal GMP
CD34- CD34+ CD34+

CD34+
3. P Figs S CMP .

. A7 eD16/32+

~a

CD34+ .MEP
CD34-

CD16/32-
CD16/32-

Figura 2. Esquema de los marcadores de superficie para cada subpoblacion de HSC en ratdn.
Se muestran las subpoblaciones L'K*S* (poblaciones de HSC a largo plazo (LT-HSC), HSC a
corto plazo (ST-HSC) y progenitor multipotente (MPP)), subpoblaciones de L'K* (progenitor
mieloide comun (CMP), progenitores de megacariocitos / eritrocitos (MEP) y Poblaciones de

progenitores de granulocitos / macrofagos (GMP) y CLP (progenitor linfoide comun).

En la actualidad, la informacién inmunofenotipica se complementa con la identificacion
de genes que regulan el desarrollo, la autorrenovacion y la diferenciacion de las HSC,
como son los estudios de célula Unica © “single cell' y modelos geneéticos de raton
(Cheng et al., 2020). El conocimiento de los genes, las interacciones proteicas, y las vias
regulatorias que sustentan la biologia de las HSC serd de vital importancia en los
proximos afios para la comprension de la hematopoyesis normal y patoldgica

(Papathanasiou et al., 2010).

2.1.3. Hemopatias malignas

Las hemopatias malignas son trastornos clonales que conducen a la transformacion
tumoral de las celulas de estirpe hematopoyeética y que pueden producirse en los
distintos estadios madurativos a lo largo de su proceso de diferenciacion. Determinar la
composicion de los tipos de células que constituyen las subpoblaciones de HSC
humanas y la relacion entre ellos puede ayudar tanto a identificar los factores celulares y

moleculares que intervienen en el desarrollo normal y leucémico de las células madre
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como a avanzar en las aplicaciones clinicas de trasplantes, terapia génica, expansion de
celulas madre y eliminacion de celulas tumorales(Bonnet, 2002). El analisis genémico ha
influido en el diagnostico y el tratamiento de las neoplasias hematoldgicas.(Taylor et al.,
2017)

En el trabajo de la presente tesis doctoral, nos centramos en el mieloma
multiple, cuyo evento clonal afecta a la estirpe linfoide en su Ultimo estadio de
diferenciacion, y en la leucemia aguda mieloblastica, que afecta a las células mas
inmaduras de estirpe mieloide. Estas patologias, a pesar de afectar a celulas en
extremos opuestos del proceso de diferenciacion, comparten una caracteristica comun
como mostraremos a continuacion: su sensibilidad al efecto pro-apoptético de los

derivados cannabinoides.

2.1.3.1. Mieloma Multiple

El mieloma multiple (MM) es una hemopatia maligna que se define por la presencia de
células plasmaticas monoclonales que producen una paraproteina monoclonal, dando
lugar a algunas manifestaciones clinicas caracteristicas como anemia, insuficiencia
renal, hipercalcemia o lesiones Oseas (sintomas conocidos como “CRAB")(Garcia-sanz
et al., 2007; Rajkumar et al,, 2014) . En el momento del diagndstico, el sintoma clinico
prevalente es anemia normocromica-normocitica, presente en ~75% de los pacientes,
mientras que la leucopenia y la trombocitopenia se encuentran con menos
frecuencia(Bruns et al., 2012; Kyle et al., 2003).

En cuanto a su incidencia, es la segunda neoplasia maligna hematolégica mas frecuente
(aproximadamente el 10%), y representa el 1% de todos los canceres, causando el 2% de
las muertes por cancer(Laubach et al., 2010; Rajkumar et al,, 2014). La edad media de los
pacientes en el momento del diagndstico es de unos 65 afios.(Rajkumar, 2018)

Los pacientes con MM presentan una reduccion significativa de células progenitoras en
la MO, en particular de MEP, los cuales presentan alteraciones funcionales con respecto
a su capacidad clonogénica y de autorrenovacion a largo plazo, asi como su actividad
proliferativa. Por lo tanto, el agotamiento de las HSC en la MO de pacientes con MM no
solo se debe a un desplazamiento poblacional, sino que también resulta de un deterioro

funcional(Bruns et al., 2012).

18



Introduccién

La celula plasmatica maligna surge de una célula B madura que ha pasado por el centro
germinal del foliculo linfoide y ha sufrido el proceso de hipermutacion somatica,
(Tripodo et al, 2011). Respecto a la expresion de antigenos celulares estudiados
mediante citometria de flujo, a diferencia de la célula plasméatica normal (CD38* hidh,
CD19* y CD56), el fenotipo de la célula plasmatica mielomatosa es 1gS-, IgC*, CD38* v,
CD138* (Syndecan-1), CD19°, CD56* (San Miguel et al., 1995)

Durante muchos afios, el melfalan y la prednisona han representado el estandar en la
terapia del MM, seguidos de trasplante de células madre hematopoyéticas (Laubach et
al, 2010). En los Ultimos afios, las mejoras terapéuticas aportadas por farmacos
inmunomoduladores (IMiDs del inglés “/mmunomodulatory Drugs’, como la talidomida,
lenalidomida y pomalidomida), inhibidores del proteasoma (como bortezomib,
carfilzomib e ixazomib), y el avance de la inmunoterapia con la generacidon de nuevos
anticuerpos monoclonales dirigidos (como elotuzumab y daratumumab), han permitido
un progreso notable en el control de esta enfermedad, aumentandose el tiempo medio
de supervivencia de 3 a 9 afios. Sin embargo, todavia se considera incurable(K. C.
Anderson & Carrasco, 2011; Shah et al., 2020). Por lo tanto, se estan dedicando grandes
esfuerzos a descubrir nuevos farmacos con el fin de mejorar el arsenal terapéutico

actualmente disponible.

2.1.3.2. Leucemia mieloide aguda

La leucemia mieloide aguda (LMA) es causada por un trastorno clonal en las
células madre hematopoyeéticas del linaje mieloide. (Blchner et al., 2009; Estey et al.,
2006).

La LMA se caracteriza por la aparicion de aberraciones cromosomicas recurrentes y
mutaciones, que se pueden agrupan en 8 grandes grupos de acuerdo a la clasificacion
propuesta por Dohner et al, 2015 (Figura 3):

- Mutaciones en genes de sefializacion, como el gen del receptor de la tirosina
quinasa de clase Il (FLT-3), que confieren una ventaja proliferativa a través de la
via de sefializacion RAS-RAF, JAK-STAT y PI3K —AKT.

- Mutaciones en factores de transcripcion mieloides como RUNXT y fusiones de

factores de transcripcion por reordenamientos cromosémicos, como la
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traslocacion t(8; 21) (g22; g22); RUNXI-RUNX1T1, que conducen a la
desregulacion transcripcional y diferenciacion hematopoyética alterada.

- Mutaciones en el gen de la nucleofosmina (NPM1), que codifica una proteina de
transporte nucleocitoplasmatico multifuncional, que dan como resultado la
localizacion citoplasmatica aberrante de NPM1y de las proteinas que interactan
con NPM1.

- Mutaciones en genes del complejo del espliccosoma como SRSF2, SF3B1, U2AF1
y ZRSR2, que estan involucradas en el procesamiento desregulado de ARN.

- Mutaciones en genes del complejo de cohesina, como STAG2 y RAD21, que
pueden afectar a la segregacion cromosomica precisa y a la regulacion
transcripcional.

- Mutaciones en genes implicados en la homeostasis epigenética de las células,
como las descritas en ASXL1 o en EZH2, que conducen a la desregulacion de la
modificacion de la cromatina (p. Ej., Metilacion de las histonas H3 y H2A en los
residuos de lisina K79, K27, y K119, respectivamente), asi como la fusién del gen
KMT2A-MLLT3, que puede dafiar otras transferasas de grupos metilo como
DOTIL (DOT1-like histona H3K79 metiltransferasa).

- Mutaciones en DNMT3A y TET2, asi como mutaciones en IDH1 e IDH2, actuando
a través de la produccion del oncometabolito 2-hidroxiglutarato (2-HG), que
puede conducir a la desregulacion de la metilacion de las regiones del ADN que
contienen 5-metilcitosina (5mdC) y su producto de desmetilacion 5-hidroximetil
citosina (5hmdQ).

- Mutaciones en genes supresores de tumores como TP53, las cuales pueden

conducir a la desregulacion y posterior degradacion a través de MDM2 y PTEN.

Esta heterogeneidad de las LMA plantea un gran desafio terapéutico(J. Chen et al.,
2010)
Para el diagnostico de la LMA se emplean diferentes técnicas, como el estudio
morfologico, el inmunofenotipado, y los estudios geneticos y moleculares(Dohner et al.,

2010; Lowenberg et al., 2003).
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Figura 3. Clasificacion de los distintos grupos de LMA segun las aberraciones cromosdmicas

recurrentes y mutaciones propuesta por Déhner (NEJM 2015).

La identificacion de la LMA por citometria de flujo es compleja debido a la
heterogeneidad de pacientes y subtipos de la enfermedad. Los marcadores aceptados
para la identificacion de cada subtipo, junto con otros criterios de diagndstico que han
sido aceptados recientemente aparecen en la Tabla 1.(Arber et al., 2022; Khoury et al.,

2022)
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TIPOS CRITERIO DE DIAGNOSTICO
* Los blastos son negativos (<3%) para MPO y SBB por citoquimica
LMA con ¢ Expresidn de 2 o mas antigenos asociados a mieloides, como CD13,

diferenciacion minima [ CD33 y CD117

* >3% de blastos positivos para MPO (por inmunofenotipado o
citoquimica) o SBB y negativos

para NSE porcitoquimica

e Las células en maduracion del linaje granulocitico constituyen <10%
de las células nucleadas de la MO

¢ Expresién de dos o mds antigenos asociados a mieloides, como
LMA sin maduracién | MPO, CD13, CD33y CD117

* >3% de blastos positivos para MPO (por inmunofenotipificacion o
citoquimica) o SBB por citoquimica

e Las células en maduracion del linaje granulocitico constituyen 210 %
de las células nucleadas de la MO

e Las células de linaje de monocitos constituyen <20 % de las células
de la médula ésea

¢ Expresidon de dos o mds antigenos asociados a mieloides, como

LMA con maduracién | MPO, CD13, CD33y CD117

¢ Blastos y basdfilos inmaduros/maduros con metacromasia en la
tincién con azul de toluidina

¢ Los blastos son negativos para MPO, SBB y NSE citoquimicos
Leucemia baséfila | » Sin expresion del equivalente fuerte de CD117 (para excluir la

aguda leucemia de mastocitos)
* >20 % de monocitos y sus precursores
Leucemia ® >20 % de células granulociticas en maduracién
mielomonocitica ¢ >3 % de blastos positivos para MPO (mediante
aguda inmunofenotipificacidn o citoquimica)

* >80 % de monocitos y/o sus precursores (monoblastos y/o
promonocitos)

® <20 % de células granulociticas en maduracion

* Blastos y promonocitos que expresan al menos dos marcadores
Leucemia monocitica | monociticos, incluidos CD11c, CD14, CD36y

aguda CD64, o positividad de NSE en citoquimica

* >30 % de células eritroides inmaduras (proeritroblastos)
Leucemia eritroide |e Médula dsea con predominio eritroide, por lo general 280% de la
aguda celularidad

Leucemia * Los blastos expresan al menos una o mas de las glicoproteinas
megacarioblastica | Plaguetarias: CD41 (glucoproteina lb), CD61

aguda (glucoproteina llla), o CD42b (glucoproteina Ib)b

Tabla 1. Expresion de marcadores citoplasmaticos y de superficie celular para el diagndstico de
LMA.
*Los criterios de diagndstico compartidos incluyen:

- >20% de blastos en médula 6sea y/o sangre (excepto leucemia eritroide aguda).

- No se cumplen criterios para tipos de LMA con alteraciones genéticas definidas.
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- No se cumplen los criterios para la leucemia aguda de fenotipo mixto (relevante para la
LMA con diferenciacion minima).
- No cumplir con los criterios de diagndstico de neoplasia mieloide post terapia
citotoxica.
- Sin antecedentes de neoplasia mieloproliferativa.
MO (médula 6sea), MPO (mieloperoxidasa), NSE (esterasa no especifica), SBB (Sudan Black B).
(Adaptado de Khoury et al, 2022).

En cuanto al prondstico, solo el 40-55% de los adultos mayores de 60 afios
logran una remision completa (RC), con pésimas tasas de supervivencia a largo
plazo(Shipley & Butera, 2009). Entre los pacientes mas jovenes, el 60-80% logra la RC
con la terapia estandar(Lowenberg et al., 2003). Sin embargo, solo el 20-30% tiene una

supervivencia libre de enfermedad a largo plazo(Tallman et al., 2005).

En la dltima década, las opciones de tratamiento para la LMA se han expandido
como resultado del descubrimiento de nuevas dianas moleculares, pero la mayoria de
ellos se encuentran aun en fase de ensayo clinico(DiNardo & Wei, 2020; Kayser & Levis,
2018).

Nuevos farmacos que influyen en la practica clinica de la LMA
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Figura 4. Resumen de los nuevos farmacos usados en la practica clinica de la LMA.

Para los pacientes sin comorbilidades en ausencia de una diana terapéutica, CPX-351 puede ser
la opcion preferida para la terapia en pacientes con LMA con displasia y gemtuzumab
ozogomicina (GO) podrian afiadirse a la terapia convencional, especialmente para pacientes con
LMA con factor de unién al ndcleo (CBF). Para los pacientes que no son aptos para la
quimioterapia intensiva, es probable que las opciones de tratamiento dirigido y no dirigido se
utilicen mas ampliamente en el futuro en combinacidon con Ara-C en dosis bajas (LDAC) o
agentes hipometilantes (HMA). (Adaptado de Di Nardo & Wei, Blood 2020)

La identificaciébn de dianas terapéuticas es una tarea de rutina tanto en el
momento del diagndstico como durante la progresion de la enfermedad. Como se
describe en la figura 4, se debe considerar a los pacientes por su idoneidad para la
terapia intensiva frente a la no intensiva. (DiNardo & Wei, 2020).

A pesar de estos avances, para la gran mayoria de pacientes, el réegimen de
induccién estandar se basa en la combinacion de un agente especifico del ciclo celular,
como es la citarabina 100 mg / m? en infusién continua durante 7 dias y una antraciclina,
como la daunorrubicina a concentraciones que van desde 45 a 60 mg/m?/d por via
intravenosa durante 3 dias, régimen que se lleva usando desde hace mas de 40
afios(Crowther et al.,, 1970; Dillman et al., 1991; Tallman et al.,, 2005; Yates et al., 1982).
Por tanto, la identificacion de nuevos compuestos activos en el tratamiento de esta

enfermedad es, al igual que en el mieloma multiple, una necesidad médica insatisfecha.

2.2. El Sistema endocannabinoide

Los cannabinoides son componentes activos de la planta Cannabis sativa
(marihuana) y sus derivados.

El interés terapéutico sobre los cannabinoides surgio después del descubrimiento de
un complejo sistema endocannabinoide (eCS) en humanos(Mackie, 2008; Onaivi, 2008),
el cual esta constituido por ligandos enddgenos (endocannabinoides), junto con sus
receptores y las proteinas responsables de su sintesis, transporte y degradacion(Mackie,

2008; Malfitano et al., 2014; Velasco et al., 2012)
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2.2.1. Receptores cannabinoides

Hasta la fecha, se han identificado dos tipos de receptores cannabinoides
especificos, el receptor CB1, clonado a partir de muestra de cerebro de rata en
1990(Matsuda et al., 1990), y el receptor CB2, obtenido a partir de la linea celular de
leucemia promielocitica humana HL60, en 1993(Munro et al., 1993a). Ambos pertenecen
a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G (Howlett, 2002)(Howlett, 2002;
Pertwee et al., 2010).

Los receptores CB1 se encuentran mayoritariamente en el cerebro y el sistema
nervioso central, y en menor abundancia en sistema nervioso periférico y
organos(Mackie, 2008). Esta implicado en la capacidad de reconocimiento y memoria,
ademas del control de la funcién motora. Estos receptores también median muchos de
los efectos psicoactivos de los cannabinoides(Mackie, 2008).

Por otro lado, los receptores CB2 se encuentran principalmente en érganos
periféricos, especialmente en células del sistema inmune y hematopoyético (Galiegue et
al., 1995), que también expresan CB1 aunque en mucha menor medida(Howlett, 2002).
Estudios de expresion génica del gen Cnr2 (gen que codifica para el receptor CB2) han
revelado que se expresa en todas las células hematopoyéticas, pero sus niveles de
expresion varian entre las poblaciones de células inmunes, al igual que en sus estados
de activacion o reposo. En los seres humanos, los niveles de expresion de Cnr2 entre las
poblaciones de células inmunitarias es el siguiente: células B> células NK> macrofagos>
células polimorfonucleares> células T CD8> células T CD4(Galiegue et al., 1995).

Las funciones de los receptores cannabinoides incluyen la modulaciéon de la
liberacion de citocinas, la migracion de células inmunes y la estimulacion del
crecimiento en la mayoria de los linajes hematopoyéticos(Derocq et al.,, 2000; P. Valk et
al., 1997).

Se ha descrito que los receptores CB2 desempefian diferentes funciones en el sistema
immune y la respuesta inflamatoria. En macroéfagos, la estimulacion de CB2 suprime la
proliferacion y la liberacion de citocinas IL-2, IL-12 y TNF-o, a la vez que induce la
migracion de células NK'y suprime la migracion y diferenciacion de neutrofilos.

Modelos murinos deficientes en CB2 muestran que la hematopoyesis en ratones CB2-/-
parece ser completamente normal, a excepciéon de una linfocitosis leve y niveles

ligeramente elevados de células progenitoras circulantes. Ademas, la movilizacion en
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respuesta a estimulos farmacolodgicos (como Plerixafor o G-CSF), es indistinguible entre
ratones silvestres y Cnr2”" 'y, en experimentos de trasplante en animales receptores
irradiados las células de MO de animales Cnr2’- reconstituyen la hematopoyesis con

una cinética similar a las células silvestres (Danner et al., 2019).

Estructuralmente, el receptor CB2 esta compuesto por una cadena polipeptidica,
que contiene siete hélices-a transmembrana, con un extremo amino-terminal (NH,)
extracelular y glicosilado, y un extremo carboxi-terminal (COOH) intracelular(Malfitano
et al., 2014). El estado de fosforilacion de CB2 se puede determinar mediante el uso de
un anticuerpo policlonal especifico que reconoce el COOH-terminal y que puede
discriminar entre las isoformas de CB2 fosforiladas activas (fosforiladas en la serina 352)
e inactivas (no fosforiladas en este residuo) (BOUABOULA et al., 1993; Galiegue et al,
1995; Malfitano et al., 2014).

Ademas de activar los receptores CB1 y CB2, los cannabinoides también
interactian con otros receptores GPCR y canales ionicos. Algunos de ellos son:

- Receptor vanilloide tipo 1 o TRPV1: Son canales catidnicos no selectivos que

conducen el calcio y el sodio a una amplia variedad de tipos celulares en los

mamiferos(Starkus et al.,, 2019). Estan presentes en sangre, MO, lengua, rifiones,
higado, estdmago, vias respiratorias y neuronas, donde desempefian un papel
en la nocicepcion debido a su capacidad de respuesta a nivel molecular a los
metabolitos secundarios de las plantas que son nocimimeéticos (p. Ej., Capsaicina)

y a compuestos que son picantes e imitan sensaciones de ardor o enfriamiento

(p. Ej., alicina, cinamaldehido, mentol). Algunos cannabinoides, incluidos la

anandamida (AEA), A°-tetrahidrocannabinol (THC), cannabidiol (CBD),

cannabinol (CBN) y algunos compuestos minoritarios del Cannabis se unen a

este receptor(Pertwee et al, 2010; Starkus et al, 2019). La activacion

cannabinoide de TRPV1 muestra una dependencia significativa de niveles
externos de calcio. Otros canales de esta familia, como el TRPV2, TRPM8 y TRPAT1

también muestran una activacion diferencial con la exposicion a

cannabinoides.(Starkus et al., 2019)

- GPR18: Es un receptor acoplado a proteina G (GPCR) que comparte una

homologia de secuencia baja con los receptores cannabinoides CB1y CB2 (~13%
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y 8% respectivamente). No obstante, se ha relacionado con el sistema
endocannabinoide, ya que se ha demostrado que una variedad de
cannabinoides enddgenos, fitogénicos y sintéticos modulan este receptor. Se
puede encontrar principalmente en la MO, el bazo y los ganglios linfaticos y, en
menor medida, los testiculos(Console-Bram et al., 2014; Morales et al., 2020;
Pertwee et al., 2010).

En los Ultimos afios se ha demostrado el potencial terapéutico de GPR18, ya que
la modulacion de este receptor se ha asociado con procesos fisiopatoldgicos
que incluyen dolor, fisiologia del esperma, inmunomodulacion, presion
intraocular, metabolismo o cancer(Morales et al., 2020)

- GPR55: Otro receptor GPCR con capacidad de interactuar y ser modulado por
ligandos cannabinoides, y que esté altamente expresado en huesos, el yeyuno e
ileon y el cerebro, en particular el cerebelo.

En neuronas puede activarse por varios cannabinoides (THC, metanandamida,
JWH-015, CP55940, AEA 'y 2-araquidonilglicerol (2-AG))(Mackie, 2008),
aumentando el calcio intracelular e iniciando vias de sefializacién distintas a las
que se activan por los receptores CB1y CB2(Lauckner et al., 2008; Pertwee et al,,
2010; Ryberg et al., 2007).

- Receptores PPAR: Algunos cannabinoides activan las diferentes isoformas de
los receptores PPAR (o, By y). La superfamilia PPAR participa en el metabolismo
de los lipidos intracelulares mediante la regulacion transcripcional de genes
implicados en la captacion, transporte y almacenamiento de lipidos en
adipocitos, monocitos y macrofagos(Luo et al.,, 2020). La activacion de todas las
isoformas, pero principalmente PPARa y vy, media algunos (pero no todos) de los
efectos analgésicos, neuroprotectores, de modulacion de la funcion neuronal,
antiinflamatorios, metabdlicos, antitumorales, gastrointestinales y
cardiovasculares de algunos cannabinoides, a menudo junto con activacion de
los sitios de accion diana mas tradicionales, como los receptores cannabinoides
CB1y CB2 y el canal idnico TRPV1. Los PPAR también median algunos de los
efectos de los inhibidores de la degradacion o el ftransporte de

endocannabinoides(O’Sullivan, 2016). Algunos endocannabinoides como la AEA
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y la 2-AG se unen a receptores activados por proliferadores de
peroxisomas(Malfitano et al.,, 2014).

- Receptores de glicina (GlyR): El canal de cloruro del receptor de glicina (GlyR)
es un miembro de la familia de canales i6nicos activados por ligandos del
receptor nicotinico de acetilcolina. El GlyR es mas conocido por mediar la
neurotransmision inhibitoria en la médula espinal y el tronco encefélico, aunque
también puede tener otras funciones fisiologicas, incluida la neurotransmision
excitadora en neuronas embrionarias(Lynch, 2004). Los receptores inhibidores de
glicina son una diana importante para los cannabinoides en los sistemas
nerviosos central y periférico. El THC y otros cannabinoides pueden aumentar la
actividad de los GIyR a través de un mecanismo independiente de CB1y CB2. El
THC y los GlyR comparten funciones similares en la regulacion de algunos
comportamientos, como la actividad neuromotora, la sensacién de dolor, la
relajacion muscular y la ansiedad(Hejazi et al., 2006; Pertwee et al.,, 2010; Xiong et

al., 2011).

2.2.2. Agonistas cannabinoides

Dependiendo de la procedencia de los cannabinoides pueden clasificarse en

fitocannabinoides, endocannabinoides y cannabinoides sintéticos:

2.2.2.1. Fitocannabinoides

La planta Cannabis sativa L. (marihuana) se ha utilizado durante muchos siglos
tanto con fines medicinales como recreativos. Hoy en dia, es ampliamente aceptado
que, de los ~70 cannabinoides producidos por la marihuana, el A°-tetrahidrocannabinol
0 THC, es el mas relevante debido a su alta potencia y abundancia en preparaciones
vegetales (Velasco et al, 2012). Aunque los fitocannabinoides tienen estructuras
quimicas similares, sus efectos farmacologicos pueden ser muy diferentes(Malfitano et
al., 2014).

El THC fue el primer componente psicoactivo del cannabis que se identificé(Mechoulam
& Gaoni, 1967) y actia como agonista parcial del receptor cannabinoide CBT1

(Malyshevskaya et al., 2017).
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El cannabidiol o CBD es el segundo compuesto principal de la planta, y es de particular
interés ya que no es psicoactivo y no afecta la funcion locomotora, la temperatura
corporal o la memoria por si solo. Sin embargo, se ha sugerido que dosis elevadas de
CBD mejoraban los efectos farmacolégicos del THC a través de un mecanismo
dependiente de CB1.

Este cannabinoide tiene una afinidad muy baja por los receptores CB1y CB2 (algunos

los consideran un agonista inverso de CB2(Thomas et al., 2007))(Hahn, 2017).

2.2.2.2. Endocannabinoides (eCB)

Despues del descubrimiento de los receptores cannabinoides, los estudios
revelaron que los tejidos de los mamiferos podian sintetizar agonistas del receptor
cannabinoide y liberarlos para ejercer diferentes funciones fisidlogicas(Pertwee et al,
2010).

Los endocannabinoides mejor estudiados son los lipidos a base de araquidonato. La N-
araquidonoil etanolamina (también conocida como anandamida o AEA) fue el primer
eCB descrito(Mechoulam et al., 1995), y el 2-araquidonoil glicerol (2-AG) el segundo
identificado (Mackie, 2008).

Aunque la anandamida puede actuar como un agonista parcial a traves de los
receptores CB1 y CB2 (con mucha mas afinidad para el primero), también es un
antagonista del receptor TRPV1 y algunos de sus metabolitos pueden presentar,
ademas, otros mecanismos de accion importantes(Pertwee & Ross, 2002).

La AEA y el 2-AG pueden servir como neurotransmisores o neuromoduladores, ya que
hay evidencias de que son sintetizados por neuronas "a demanda", que pueden
controlarse mediante liberacion inducida por la despolarizacién de las neuronas y que
una vez liberados se eliminan rapidamente del espacio extracelular por un proceso de
transporte de membrana(Di Marzo, 1999; Di Marzo et al.,, 1998; Pertwee & Ross, 2002) .
La AEA es degradada por la amida hidrolasa de acido graso (FAAH) a acido
araquidonico y etanolamina y el 2-AG es degradado por la monoacilglicerol lipasa

(MAGL) a acido araquidonico y glicerol.(Fonseca et al., 2013; Malfitano et al., 2014)
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2.2.2.3. Cannabinoides sintéticos

Hasta principios de los noventa, todos los compuestos conocidos por actuar como
cannabimiméticos fueron estructuralmente derivados del THC. La situacion cambi6
cuando los investigadores de la farmacéutica Sterling Winthrop describieron una nueva
familia de aminoalquilindoles que poseian propiedades cannabimiméticas. R-(+)-
WIN55-212 es el compuesto de la serie mas estudiado, disponible comercialmente.
Muestra una alta afinidad por ambos receptores cannabinoides, con selectividad
moderada a favor del receptor CB2. (Bouaboula et al., 1997; Griffin et al.,, 1998; Tao y
Abood, 1998; Pertwee, 1999). In vivo, produce el espectro de efectos farmacologicos del
THC vy sustitutos, mientras que su enantiomero S-(-)-WIN55-212-3, carece de actividad
tanto /n vivo como /n vitro (Martin et al., 1991, Compton et al., 1992a; Pacheco et al. al,,
1993; Slipetz y col.,, 1995; Wiley y col., 1995b; Pertwee,1997; Pertwee, 1999). (Howlett,
2002). Esto se debe a que los agonistas de receptores cannabinoides a menudo
contienen centros quirales y estos generalmente confieren una marcada

estereoselectividad en ensayos farmacolégicos. (Pertwee, 2006)

2.2.3. Antagonistas

Los posibles usos terapéuticos de los antagonistas de receptores cannabinoides
incluyen el manejo de esclerosis multiple / lesion de la médula espinal, dolor, trastornos
inflamatorios, glaucoma, asma bronquial, vasodilatacion que acompafia cirrosis
avanzada y cancer(Pertwee & Ross, 2002). De estos, SR141716A y LY320135 exhiben una
selectividad significativa por CB1, mientras que SR144528 y AM630, que son compuestos
selectivos de CB2, también se comportan como agonistas inversos en lugar de
antagonistas "silenciosos"(Pertwee & Ross, 2002). Mientras que las dianas terapéuticas
para los agonistas inversos / antagonistas del receptor CB2 siguen siendo identificadas
o validadas, es probable que el agonista inverso / antagonista del receptor CB1,
SR141716A (Rimonabant / Acomplia), se ha disefiado para su uso en clinica como agente

contra la obesidad(Pertwee, 2006).
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2.2.4. Mecanismos de accion del receptor CB2

El receptor CB2 suele estar acoplado a una proteina Gi / Goa que desencadena
una via de sefializacion candnica que conduce a la inhibicion de la actividad de la
adenilil ciclasa y la reducciéon de los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc). La
falta de AMPc atenua la activaciéon de la proteina quinasa A (PKA). Dado que la PKA
activada fosforila factores de transcripcion que regulan genes que promueven la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las células inmunes; el resultado final es
la inhibicion inmunitaria.

La sefializacion de CB2 a través de las subunidades Gy también se produce y
esta acoplada a la ruta de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK). La
sefializacion de MAPK desempefia un papel importante en la migracién celular, la
produccion de citocinas, la proliferacion y la apoptosis. Hay tres MAPK principales que
se han encontrado reguladas por CB2, que son proteina quinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERK), p38 MAPK y quinasas c-Jun NH2-terminales (JNK)(Malfitano et al.,
2014).

Entre las moléculas principales que regulan la muerte celular inducida por

cannabinoides estan las ceramidas, las especies reactivas de oxigeno (ROS), las quinasas
mitogénicas (MAPK) y algunos factores de supervivencia.
Los cannabinoides pueden modular también las vias de metabolizacion de los
esfingolipidos al inducir la degradacion de la esfingomielina y aumentar los niveles de
ceramida. Esta estimulacion de la sintesis de ceramidas a través de la activacion de la
serina pamitoiltranferasa (SPT) aumenta los niveles de p8, una proteina regulada por el
estrés que también regula a genes relacionados con estres del reticulo endoplasmico
(RE) como ATF-4, CHOP y TRB3, lo que conduce a la induccion posterior de
apoptosis.(Sarfaraz et al., 2008)
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Figura 5. Representacion esquematica de las vias de sefializacidén asociadas con la activacion del
receptor cannabinoide inducida por sus agonistas. Tras la union al receptor, los agonistas del
receptor cannabinoide inhiben la proliferacién celular mediante la inhibicién de la proteina
quinasa dependiente de AMPc, que activa las proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPK). La estimulacion de la sintesis de ceramidas a través de la activacién de la serina
pamitoiltranferasa (SPT) regula al alza p8, lo que conduce a la induccién posterior de apoptosis.
Los agonistas del receptor de cannabinoides también activan las vias MAPK y PI3K/Akt. La
activacion sostenida de ERK1/2 conduce a la induccion del inhibidor de ciclina quinasa p27/KIP1
con modulacién de moléculas reguladoras del ciclo celular, lo que da como resultado la
detenciéon de G1y apoptosis. Los mecanismos propuestos se basan en la literatura disponible y
son especificos de cada célula, y no todas las vias se activan simultdneamente. Se necesitan mas
estudios para desentrafiar el mecanismo de accion detallado de la activacion del receptor de

cannabinoides por parte de sus agonistas. (Adaptado de Sarfaraz et al., 2008)

2.3. Uso clinico de los cannabinoides

Los cannabinoides estan implicados en la regulacion de diversas funciones fisiologicas,
como la nocicepcion, la transmision sinaptica o la homeostasis dsea. Ademas, existen

evidencias de que podrian ser efectivos en diversos contextos patologicos, como el
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tratamiento del dolor o para mitigar las nauseas y los vomitos asociados con la
quimioterapia contra el cancer(Pertwee & Ross, 2002; T.W. et al., 2001).

Una de las aplicaciones terapéuticas mas interesantes en la investigacion de los

cannabinoides son sus posibles propiedades antitumorales(Bifulco & Di Marzo, 2002).
En este sentido, el efecto de los cannabinoides en el tratamiento de gliomas ha sido el
mas estudiado(Galve-Roperh et al.,, 2000; Massi et al., 2004; Sanchez et al., 1998, 2001).
En estos tumores, el tratamiento con cannabinoides induce la apoptosis de células de
glioma por acumulacion de ceramidas y activacion de una via relacionada con el estrés
del RE. La proteina p8 juega también un papel clave en este efecto, controlando la
expresion de ATF-4, CHOP y TRB3. Esta cascada de eventos conllevaria la activacion de
la via apoptética intrinseca en la mitocondria(Velasco et al., 2007).
Estudios mas recientes han demostrado que el cannabinoide WIN-55 induce apoptosis
en gliomas promoviendo la activacion de la caspasa-3 y la liberacion del citocromo C.
Ademas, se produciria un dafio en el ADN mediado por ROS y una disfuncion en la via
de sefializacion VEGF-AKT/FAK(K. Wang et al,, 2021).

También se ha observado el efecto terapéutico de los cannabinoides en tumores
de piel(Casanova, 2003), de pancreas(Carracedo, Gironella, et al., 2006), cancer de
mama(Caffarel et al., 2010), de prostata, de pulmén, linfoma y mieloma multiple(M.V.
Barbado et al., 2017) y se ha observado que el uso de THC en modelos murinos de EICH
conduce a una recuperacion temprana de la pérdida de peso corporal, reduccion del
tejido dafiado en el higado e intestino, asi como aumento en la supervivencia.(Pandey
et al., 2011)

Actualmente se estan usando algunos compuestos cannabinoides en clinica:

- La nabilona, un analogo estructural del THC, fue aprobada recientemente por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para tratar las nauseas y los
vomitos inducidos por la quimioterapia.

- El THC y su analogo sintético Dronabinol (Marinol®) se utilizan como
estimuladores del apetito en pacientes con SIDA.

- Sativex, compuesto de THC y CBD, no esta aprobado actualmente en los Estados
Unidos, pero se encuentra en ensayos clinicos de fase Ill para el tratamiento del

dolor en pacientes con cancer y para el tratamiento del dolor y la espasticidad
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asociados con esclerésis multiple. Sin embargo, Sativex esta aprobado para su
uso en Canada y muchos paises europeos.

- Ademas, hay al menos cinco farmacos adicionales a base de cannabis que han
finalizado o estan en fase de ensayos clinicos en varios paises.(Malfitano et al,,

2014).

2.4. Metabolismo en hemopatias malignas

2.4.1. Ceramidas y esfingolipidos

Los esfingolipidos son un tipo de lipidos bioactivos que se encuentran en las
membranas celulares y desempefian un papel fundamental en la transduccién de
sefiales para controlar funciones como el ciclo celular, senescencia, apoptosis, migracion
celular e inflamacion.

La esfingosina (2-amino-4-octadeceno-1,3-diol o Sph) y dihidroesfingosina (2-
aminooctadecano-1,3-diol o dhSph), también conocida como esfinganina, son los
bloques de construccion basicos de todos los esfingolipidos en mamiferos. Ademas,
existen diferentes variantes de ceramidas dependiendo de la longitud de su cadena de
acidos grasos y la isoforma enzimética que la sintetiza.

Por otro lado, algunas de las enzimas involucradas en la sintesis de ceramidas tienen
actividad inversa y el metabolismo forma una "telarafia" donde diferentes rutas pueden
converger y divergir en un mismo punto (Figura 6).(Espaillat et al., 2015)

Enzimas tales como la ceramidasa, esfingomielinasa, fosfatasa C1P, fosfatasa Sip,
ceramida o esfingosina quinasas o SphK1 tendrian una expresion / actividad anormal en
células leucémicas promoviendo asi un desequilibrio entre lipidos anti y proapoptéticos.
Dentro de las células, la esfingosina-1-fosfato (S1P), la ceramida-1-fosfato (C1P) o la
glucosilceramida podrian tener un efecto antiapoptético, promoviendo la inflamacién, la
supervivencia celular, la angiogénesis e invasion celular; mientras que la ceramida y la
esfingosina tienen el efecto opuesto, modulando la apoptosis, detencion del ciclo

celular y senescencia (Figura 7). (Hernandez-Corbacho et al., 2017).
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Figura 6. Esquema de las vias metabdlicas de los esfingolipidos y su compartimentacion
subcelular. La sintesis de novo de esfingolipidos se origina en el reticulo endopladsmico (RE),
donde a través de una serie de reacciones de condensacion y reduccién se produce ceramida
(Cer). La Cer también puede formarse en las membranas asociadas a las mitocondrias. La Cer
generada de novo no se transporta por vesiculas, sino por la proteina de transferencia de
ceramida (CERT) y luego a través del transporte vesicular por la proteina adaptadora de cuatro
fosfatos 2 (FAPP2) al Golgi. En el Golgi, Cer se modifica para formar esfingomielina (SM),
ceramida-1-fosfato (C1P) y glucosilceramida (GluCer), esta Ultima actla como precursora de
glucoesfingolipidos complejos (GSL). Después de la sintesis en el aparato de Golgi, la SM y el
complejo GSL se envian a la membrana plasmética por transporte vesicular. Hay varias enzimas
metabdlicas de esfingolipidos presentes en la membrana plasmética para regular los niveles de
SM, Cer, esfingosina (Sph) y esfingosina-1-fosfato (S1P). La S1P es producida por las isoenzimas 1
y 2 de la esfingosina quinasa (SK) y puede transportarse a través de la bicapa para sefializar a
través del receptor STP (no mostrado). Durante la endocitosis, los esfingolipidos de membrana se
internalizan y transportan al lisosoma a través de vesiculas endociticas, donde la hidrélisis es
catalizada por la esfingomielinasa acida (aSMasa), ceramidasa acida (aCDasa) y glicosidasa. La

Sph puede ser fosforilada por SK para formar S1P y seguir el eje metabdlico de la producciéon de
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glicerolipidos regulada por la liasa S1P. Alternativamente, S1P puede pasar por la via de rescate

para la generacion de Cer. Espaillat et al., 2015
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Figura 7. Equilibrio entre ceramida-S1P en cancer y terapia.

Existe un equilibrio o redstato entre la ceramida y la sefializacion de S1P en el cancer. Un cambio
hacia la acumulacién de ceramidas conduce a efectos proapoptéticos, autofagicos, respuesta al
estrés del RE y la no supervivencia, mientras que un cambio dinamico hacia la acumulacion de
S1P conduce a la supervivencia, tiene un efecto anti-apoptético, metastésico y produce

resistencia a los medicamentos (Adaptado de Selvam SP y Ogretmen B, 2013).

La composicion de esfingolipidos es variable a lo largo de la diferenciaciéon
hematopoyética en humanos, y variaciones en la homeostasis de esfingolipidos sirven
para regular el destino de las HSC. La delta 4-desaturasa, esfingolipido 1 (DEGST1), por
ejemplo, es una enzima esfingolipida necesaria para la funcion hematopoyética de las
células madres y actla activando la autofagia y la respuesta de proteina malplegadas
(UPR, del inglées Unfolded Protein Response).(Xie et al., 2019)

En cuanto al papel de los esfingolipidos en neoplasias hematolégicas, se ha
descrito que la STP puede actuar activando el factor de transcripcion NF-kB en la linea
celular de LMA U937(Shatrov et al, 1997)(Wallington-Beddoe et al, 2013), y se ha
demostrado que los factores que promueven la proliferacion en neoplasias
hematoldgicas activan ademas a la esfingosina quinasa 1 (SPHK1), la cual se encuentra
afectada en células de mieloma multiple (Li et al, 2007a).

Estos datos sugieren que tanto la STP como la SPHK1 pueden ser dianas intracelulares

interesantes para el desarrollo de medicamentos contra la leucemia(Vorbach et al.,
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2020). Por otro lado, se ha descrito que la sobreexpresion del receptor de la
esfingosina-1-fosfato tipo 3 (S1P3) en células madre hematopoyéticas es suficiente para
inducir leucemia mieloide trasplantable. Por el contrario, la sobreexpresion de S1P3 en
las poblaciones mas maduras no provocaron una transformacion maligna. (Vorbach et

al., 2020).

2.4.1.1. Sintesis de ceramidas

La produccion de esfingolipidos bioactivos estda regulada en una red
interconectada de reacciones en las que la produccién de ceramidas se considera el eje
central. Como podemos observar en la figura 8, la sintesis de novo de esfingolipidos
bioactivos comienza con la condensacion de serina y palmitoil CoA catalizada por la
serina palmitoil transferasa (SPT) en la membrana del RE. Este paso inicial genera 3-
cetosfinganina, que se reduce posteriormente a dihidroesfingosina. A continuacion, la
dihidroceramida sintasa (DH-CerS) genera dihidroceramida mediante la adicién de un
grupo acil CoA. Posteriormente, la dihidroceramida desaturasa (DES) produce ceramida
a través de una reaccion de desaturacion.

La ceramida se puede convertir en: esfingomielina, mediante la esfingomielina
sintasa  (SMS); glucosilceramida por la glucosilceramida sintasa  (GCS) (y
glucoesfingolipidos complejos) y fosforilada por la ceramida quinasa (CK) para formar
ceramida-1-fosfato.

La ceramida también se puede generar de forma reciproca mediante las actividades
enzimaticas de la esfingomielinasa (SMasa), la glucocilceramidasa (GCasa) y la
ceramida-1-fosfato fosfatasa (C1PP). Ademas, la ceramida puede desacetilarse mediante
ceramidasas (CDasa) para formar esfingosina, la cual puede ser fosforilada por la
esfingosina quinasa (SK) para formar esfingosina-1-fosfato (S1P) o acetilada por la
ceramida sintasa (CerS) en la ruta de rescate para regenerar ceramida. Finalmente, la
S1P se puede desfosforilar por la STP-fosfatasa (S1PP) para generar esfingosina, o ser
degradada de forma irreversible por la S1P liasa (SPL), generando glicerolipidos a través

de la produccion de etanolamina fosfato y hexadecenal(Espaillat et al., 2015).

37



Introduccién

ISerine + palmitoyl CoAl De Novo
l SPT Pathway

NADPH-dependent reductase
A

Y

i
[
[
[
‘ |3-Ketosphinganine|
[
|
|
[
[

| Dihydrosphingosinel
Ceramide-1- loH-CerS
phigaphats | I Dihydroceramide |
Crp |
\ lDES GCase
G ; 3 |Glucosylceramide
K Ceramide B08 y
y CerS lCDase
e Sphingosine

|Sphingomyelin| S1PPIISK
SPL Ethanolamine

Sphingosine- l—— | phosphate +
1-phosphate hexadecenal

Figura 8. Representacion esquematica de la via metabdlica de los esfingolipidos. (Espaillat et al.,
2015)

2.4.1.2. Efecto de los cannabinoides en el metabolismo de las ceramidas

Estudios previos han sugerido que los cannabinoides pueden desempefiar su
funcion a través de las ceramidas, promoviendo la sintesis de novo de las mismas y
aumentado los niveles intracelulares de éstas. (Herrera et al., 2005; Sanchez et al.,
2001)(Galve-Roperh et al., 2000; Gomez del Pulgar et al., 2002; M. Guzman et al., 2001).
La acumulacion de ceramidas inducida por cannabinoides ha sido descrita en tumores
del sistema nervioso central, especificamente en gliomas(Galve-Roperh et al., 2000;
Velasco et al, 2012), asi como en otros tumores solidos tras el tratamiento con
diferentes agentes quimioterapicos, como etopdsido, estaurosporina, daunorrubicina o
dexametasona(Grullich et al., 2000; Siskind, 2005). Sin embargo, aunque los mecanismos
implicados en estos procesos aun se desconocen, se ha descrito que los esfingolipidos
juegan un papel clave en la funcionalidad celular actuando como moléculas bioactivas
que regulan la proliferacion, diferenciacion, supervivencia y apoptosis celular.

Debido a que la ceramida es el bloque fundamental para la sintesis de los

esfingolipidos, ha sido definida como la "coordinadora" de las respuestas, ejerciendo
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como "directora" de orquesta en los procesos apoptéticos(Morad & Cabot, 2013). De
hecho, la alteracion del metabolismo de los esfingolipidos es un elemento clave en el
desarrollo del cancer, por lo que actualmente se considera un "sello de identidad" de las
células tumorales, que logran evadir los mecanismos apoptodticos evitando la
acumulacién de ceramidas.(Zhou & Blom, 2015) .

A pesar de la evidencia que apunta a la ceramida como coordinadora de la
respuesta apoptotica a los cannabinoides (y otros agentes quimioterapéeuticos),
actualmente se desconocen los mecanismos que median la acumulacién de ceramidas y
los procesos que controlan la regulacion del perfil y patrén de esfingolipidos. Esto se
debe principalmente a que el estudio de los lipidos, conocido como lipidomica, se
encuentra en sus etapas iniciales, a diferencia de otras disciplinas "émicas", como la
gendmica y la protedmica. Lamentablemente, la naturaleza quimica de los lipidos ha
sido un obstaculo inherente al estudio y caracterizacion funcional de los lipidos, que ha
quedado relegada a un segundo plano en el campo de la oncologia(Schmelzer et al.,
2007). De hecho, el desarrollo de la lipidémica esta ligado al desarrollo tecnologico, que
solo en los ultimos afios ha permitido destacar la importancia de los lipidos en la
biologia de la célula. A la dificultad y poca accesibilidad para el estudio de los lipidos, se
suma la alta complejidad del metabolismo de los esfingolipidos(Yusuf A. Hannun &

Obeid, 2011).

2.4.2. Metabolismo en LMA

Las HSC normales, las LSC y los blastos de LMA tienen perfiles metabdlicos
distintos y Unicos. En comparacion con la baja demanda de energia de las HSC
normales, los blastos leucémicos requieren una mayor produccion de adenosin
trifosfato (ATP) para promover su mayor division celular y son mas dependientes de vias
metabdlicas como la glucdlisis y la via de las pentosas fosfato (PPP) necesarias para
producir los componentes basicos de las macromoléculas. Por el contrario, las LSC
dependen mas del metabolismo mitocondrial para mantener su viabilidad vy
autorrenovacion(Mesbahi et al., 2022).

Las vias metabdlicas reprogramadas en LMA incluyen la glucdlisis, la fosforilacion

oxidativa (OXPHOS), la sintesis de aminoacidos y la sintesis de lipidos (Figura 9).
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Figura 9. Esquema simplificado de las vias del metabolismo celular importantes para la
fisiopatologia de la LMA. Los nombres en los recuadros marrones indican las principales vias
metabdlicas.

GLUT, transportador de glucosa; G6P, glucosa-6-fosfato; R5P, ribosa-5-fosfato; F1P, fructosa-1-
fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato; G3P, glicerol-3-fosfato; OAA, oxalacetato; a-KG, a-cetoglutarato;
PPP, ruta de las pentosas fosfato; ALAT, alanina transferasa; GSH, glutation; GSR, glutation-
disulfuro reductasa; GPX1, glutation peroxidasa 1; FA, acido graso; GLS, glutamindlisis; OXPHQOS,

fosforilacion oxidativa. (Mesbahi et al., 2022)

2.4.2.1. Glucolisis

La glucdlisis es una via de 10 pasos que convierte una molécula de glucosa en 2
de piruvato, con una produccion neta de 2 moléculas de ATP, y en paralelo proporciona
intermediarios para vias anabdlicas. Cada paso de la reaccion glucolitica es catalizado

por una enzima o complejo enzimético especifico. Algunas de estas enzimas
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comprenden diferentes isoformas, que se expresan de una manera diferente
dependiendo del contexto y del tejido, estando desreguladas en las ceélulas
cancerigenas para contribuir a la glucdlisis aerdbica. De estas enzimas, hay tres enzimas
limitantes de la velocidad que se sabe que controlan el flujo glucolitico segun las
condiciones: hexoquinasa (HK), fosfofructoquinasa (PFK) y piruvato quinasa (PK)(Kreitz et

al., 2019).
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Figura 10. Esquema de la glucdlisis

GLUTY, transportador de glucosa tipo 1; HK, hexokinasa; G6P, glucosa-6-fosfato; PGI, glucosa 6-
fosfato isomerasa; F6P, fructosa-6-fosfato; PFK, fosfofructoquinasa; F1,6BP, fructosa-1,6-bifosfato;
DHAP, fosfato de dihidroxiacetona; TPI, triosafosfato isomerasa; GAP, gliceraldehido-3-fosfato;
GAPDH, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa; G13BP, 1,3-bisfosfoglicerato; PGK, fosfoglicerato
quinasa; 3PGA, 3-fosfoglicerato; PGM, fosfoglicerato mutasa; 2PGA, 2-fosfoglicerato; PEP,

fosfoenolpiruvato; PK piruvato quinasa; LDH, lactato deshidrogenasa.
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La entrada de glucosa en las células se lleva a cabo mediante difusion facilitada a
traves de la familia de los transportadores de glucosa (GLUT). Una vez en la celula, la
glucosa es fosforilada a glucosa-6-fosfato (G6P) por la enzima hexokinasa (HK) con el
consumo de una molécula de ATP. La siguiente enzima glucolitica de la via es la glucosa
6-fosfato isomerasa (PGI), que cataliza la reaccion reversible de glucosa-6-fosfato a
fructosa-6-fosfato (F6P), la cual es convertida hasta fructosa-1,6-bifosfato (F1,6BP) por la
fosfofructoquinasa (PFK). El fosfato de dihidroxiacetona (DHAP) y el 3-fosfato de
gliceraldehido (GAP) se crean a partir de la F1,6BP mediante la aldolasa. EI DHAP se
convertira en GAP por la triosafosfato isomerasa (TPI), donde ahora las dos moléculas
de GAP continuaran por el mismo camino. El gliceraldehido-3-fosfato se oxidara en una
reaccion exergonica a 1,3-bisfosfoglicerato (G13BP), reduciendo una molécula de NAD*
a NADH y H*. El G13BP se convertira luego en 3-fosfoglicerato (3PGA) con la ayuda de
la fosfoglicerato quinasa (PGK), junto con la produccion de la primera molécula de ATP
a partir de la glucdlisis. Posteriormente el 3PGA se convertira, con la ayuda de la
fosfoglicerato mutasa (PGM), en 2-fosfoglicerato (2PGA). Con la liberacion de una
molécula de H,O, la enolasa producira fosfoenolpiruvato (PEP) a partir de 2-PGA.
Debido al estado inestable de la PEP, la piruvato quinasa (PK) facilitaré la pérdida de un
grupo fosfato para crear el seqgundo ATP en la glucdlisis. Por lo tanto, PEP luego se

convertird en piruvato (Figura 10)(Lenzen, 2014).

2.4.2.1.1. Glucolisis en LMA

Se ha descrito que la glucdlisis aumenta en las células leucémicas. Curiosamente,
las células que inician la leucemia dependen de un alto flujo glucolitico mediado por la
activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), y la delecion de AMPK
inhibe la proliferacion de las células leucémicas al comprometer el flujo de glucosa a
traves de una menor expresion de GLUT1y al aumentar el estrés oxidativo y el dafio del
ADN.

El alto flujo de glucdlisis también se correlaciona con un nivel disminuido de autofagia y
la resistencia a farmacos, por lo que las terapias dirigidas frente a la glucdlisis pueden

ser, por tanto, una estrategia viable para el tratamiento de la LMA.
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También hay que destacar la capacidad de las células de LMA para adaptar su
metabolismo al microambiente que se genera en la MO, y es que, debido a su alto
indice de consumo de glucosa, las células aumentan la expresion del transportador
GLUTS para contrarrestar su déficit en el medio, lo que les permite utilizar fructosa
como sustrato alternativo para la glucdlisis. Ademas, se ha descrito que un bloqueo de
la absorcion de fructosa reduce la leucemogénesis y potencia la citotoxicidad de la
citarabina.

Finalmente, las células leucémicas también controlan su mayor necesidad de
glucosa independientemente de los mecanismos intrinsecos. La induccion de un "estado
diabético" en el huésped, a través de la regulaciéon de diferentes mecanismos que
conllevan la supresion de la secrecion de insulina, permite una mayor disponibilidad de
glucosa para impulsar su propio crecimiento.

Por tanto, la adiccion de las células de LMA a la glucdlisis, via metabdlica
frecuentemente regulada al alza para acelerar su capacidad proliferativa, crea por tanto
una vulnerabilidad metabdlica que puede aprovecharse terapéuticamente.(Chapuis et

al., 2019)

2.4.2.2. Via de las pentosas fosfatos

La via de las pentosas fosfato es una via metabdlica que genera NADPH vy
pentosa. Los genes implicados en la PPP estan también sobreexpresados en muchos
tumores.

En LMA, Chen et al. han estudiado las posibles alteraciones genéticas de los
genes implicados en esta via y comprobaron que estaban regulados positivamente en el
61% de los pacientes con LMA, estando sobreexpresados genes como G6PD, PFKL, PFKP
y PGLS en todos los casos (Y. Chen et al.,, 2016).

Por otro lado, la supervivencia de las células de LMA depende en gran medida de la
glucdlisis, que permite mantener un alto flujo de glucosa hacia la via de las pentosas
fosfato, lo que convierte a la enzima que se encarga de este paso, la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), en una posible diana terapéutica. De hecho, se ha visto que la
sobreexpresion de G6PDH se correlaciona con un prondstico adverso en la LMA, y se ha
observado una actividad antileucémica de 6-AN, un inhibidor de la G6PDH(Y. Chen et
al., 2016).
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2.4.2.3. Metabolismo mitocondrial en LMA

Las mitocondrias juegan un papel fundamental en el metabolismo de los
carbohidratos, los lipidos y los aminoacidos, los cuales son esenciales para la
proliferacion de las células tumorales (Carter et al, 2020). Las células tumorales
muestran una variedad de cambios en su metabolismo, que les permiten satisfacer las
altas demandas bioenergéticas y biosintéticas para una rapida division celular. La
principal adaptacion metabdlica se conoce como glucdlisis aerdbica o "efecto Warburg”,
que implica un cambio metabdlico para aumentar la via glucolitica como fuente
principal de ATP, en lugar de fosforilacion oxidativa (OXPHQOS), independientemente de
la presencia de oxigeno(Leni et al., 2013). Ademas, también se induce una regulacion
positiva del metabolismo de glutamina, de la oxidacion de acidos grasos y del
metabolismo de aminoacidos.

En neoplasias hematoldgicas se ha descrito que la manipulacion de la via glucolitica
a distintos niveles puede inhibir la proliferacion de las células malignas mediante la
restauracion del metabolismo normal(Leni et al., 2013). También se ha descrito que las
células de LMA vy las células madres leucémicas tienen una masa mitocondrial mas alta
que las células hematopoyéticas homdlogas o las células madre hematopoyéticas
normales, respectivamente. A pesar de este aumento en la masa mitocondrial, no se ha
detectado un aumento paralelo en la actividad de la cadena respiratoria, y las células de
la LMA presentan una menor capacidad de reserva (capacidad respiratoria maxima
cuando el potencial de la membrana mitocondrial (AWm) esta desacoplado). Esta
aparente disfuncion mitocondrial conduce a un mayor estrés oxidativo mitocondrial en
las células de LMA y, en consecuencia, a un incremento en los niveles de ROS.

Las células de LMA también muestran una regulacion positiva de las vias de
biosintesis de ADN mitocondrial (ADNmt) en comparacion con las celulas
hematopoyéticas normales y la inhibicion de estas vias correlaciona con la inhibicion de
la funcion mitocondrial, y especificamente con la OXPHOS, ya que las 13 proteinas
codificadas por el ADN mitocondrial forman parte de la maquinaria OXPHOS. Ademas,
las células de LMA, incluidas las células madre leucemicas (LSC, del inglés /feukemic stem
celf, sobreexpresan la proteina antiapoptética BCL-2, que puede funcionar

indirectamente para regular la OXPHOS mitocondrial.
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Estos estudios han demostrado la dependencia Unica de la funcidn mitocondrial que
tiene la LMA en comparacion con las células hematopoyéticas normales (Figura

1) (Carter et al., 2020).

Metabolismo de las HSC

ATP
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Metabolismo de
aminoacidos

Oxidacién de
acidos grasos
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Metabolismo de las LSC

Glicolisis —» ATP

OXPHOS Metabolismo de
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Figura 11. Metabolismo de las células madre hematopoyéticas y las células madre leucémicas.

Las células madre hematopoyéticas (HSC) normales son dependientes de la glucélisis y en menor
medida, de la via OXPHOS para sustentar el metabolismo celular y la supervivencia. Las LSC
dependen exclusivamente de OXPHOS para apoyar el metabolismo celular y la supervivencia y
muestran deficiencia glucolitica. Las LSC se basan en el metabolismo de los aminoacidos sobre la
oxidacion de los acidos grasos o la glutamina para alimentar el ciclo de Krebs en la mayoria de
los casos. (Adaptado de Carter et al., 2020)
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2.4.2.4. Ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs, también conocido como ciclo del acido tricarboxilico (ciclo
TCA), es una ruta central para la fosforilacion oxidativa en las células y cumple con sus
requisitos de equilibrio bioenergético, biosintético y redox. A pesar del dogma inicial de
que las células cancerosas evitan el ciclo de Krebs y utilizan principalmente la glucdlisis
aerdbica, existen evidencias que demuestran que ciertas células cancerosas dependen
en gran medida del ciclo de Krebs para la produccién de energia y la sintesis de
macromoléculas(Berg JM , 2002).

El ciclo de Krebs comienza con la entrada del producto final derivado del
piruvato en la glucdlisis, el acetil-CoA. A través de una serie de reacciones redox, la
energia de enlaces quimicos del acetil-CoA produce electrones de alta energia, que son
transportados a la cadena de transporte de electrones por el dinucledtido de
nicotinamida y adenina (NAD") y el dinucledtido de flavina y adenina (FAD).

La fosforilacion oxidativa posterior da como resultado la produccion de adenosina
trifosfato (ATP) a partir de cada acetil-CoA. Debido al requerimiento de oxigeno para la
regeneracion del NAD* y el FAD, el ciclo de Krebs solo funciona en ambientes
aerdbicos.

El ciclo de Krebs consta de un total de 8 reacciones quimicas, tres de las cuales son
irreversibles; i) la generacion de citrato a partir de oxalacetato y acetil-CoA; ii) la
conversion de isocitrato a a-cetoglutarato (a-KG); y iii) la formacion de succinil-CoA a
partir de a-KG (Berg JM, 2002; Akram, 2014).

Las reacciones bioquimicas en el ciclo de Krebs se regulan mediante la
disponibilidad de sustrato, la inhibicion por producto, la disponibilidad de nutrientes y la
regulacion alostérica de algunas enzimas, que permite que la célula controle la
produccién de energia en funcion de su estado energético (relacion NADH/NAD* o
disponibilidad de ATP)(Berg JM , 2002). Los metabolitos intermediarios del ciclo pueden
derivarse de fuentes externas, como la produccion de acetil-CoA a partir de la B-
oxidacion de acidos grasos, o la produccion de o-KG a partir del catabolismo de
proteinas, en particular la glutamindlisis (Houten y Wanders, 2010; Akram, 2014). Es
importante destacar que la desregulacion de genes implicados en el ciclo de Krebs, o la
acumulacion aberrante de intermediarios pueden tener consecuencias relevantes en
cancer. (N. M. Anderson et al.,, 2018)
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2.5. Papel de PARP1 y del proceso de poli ADP-ribosilacién en la biologia celular

2.5.1. Funciones de PARP1

Las polimerasas de poli (ADP-ribosa), también conocidas como PARP, son una familia
de enzimas nucleares dependientes de ADN que catalizan la transferencia de residuos
de ADP-ribosa a una gran variedad de proteinas diana usando el nucledtido de
nicotinamida NAD* celular. Aunque han sido consideradas como elementos de la
maquinaria de reparaciéon del ADN residentes en el nucleo, estudios recientes han
revelado un importante papel fisioldgico de las PARPs en numerosas regiones

extranucleares(Cseh et al.,, 2017).

2.5.1.1. Reparacion del daifo en el ADN

El mantenimiento de la integridad del genoma depende principalmente de una

red de diferentes mecanismos de reparacion, colectivamente denominado respuesta al
dafio del ADN (DDR). Décadas de investigacion han revelado que PARP es uno de los
pilares de la DDR.(Wei & Yu, 2016).
En LMA, los genes que codifican los factores de transcripcion mieloide, los receptores
de sefializacion que regulan la proliferacion celular y los modificadores epigenéticos
pueden afectarse por mutaciones adquiridas somaticamente o por translocaciones
cromosomicas. Estas mutaciones pueden modificar la organizacion de la cromatina en
regiones donde se encuentren genes que regulan la proliferacion de las HSC, la
diferenciacion y la reparacion del ADN, contribuyendo al desarrollo y progresion de la
enfermedad.(Pennisi et al., 2018)

La secuenciacion de las uniones de translocacién en las leucemias agudas ha
revelado que las translocaciones probablemente estan mediadas por una via de
reparacion de corte de doble cadena del ADN, denominada union de extremos no
homologos (NHEJ). Hay 2 tipos principales de NHEJ: (1) la via clasica iniciada por el
complejo KU (KU70/KU80) y (2) la via alternativa iniciada por la poli ADP-ribosa
polimerasa 1 (PARP1). Estudios recientes sugieren que los componentes de reparacion
de la NHEJ clasicos reprimen las translocaciones, mientras que los componentes de la
via de NHEJ alternativos son necesarios para las translocaciones (Ray Chaudhuri &

Nussenzweig, 2017) (Figura 12).
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El paso limitante de NHEJ alternativo es el desplazamiento del complejo KU por
la PARP1. Estudios de inhibicién de PARP1 mediante el uso de inhibidores o de represion
de la expresion de la proteina PARPT han demostrado que la pérdidad e funciéon de
PARP1 disminuia drasticamente las translocaciones cromosdmicas (Wray J et al.), lo que
implica que PARPT es esencial para este proceso y plantea la posibilidad de que las
translocaciones oncogénicas que ocurren tras tratamiento con dosis altas de
quimioterapia o radiacion se puedan prevenir mediante la inhibicion de PARP1.(Wray et
al,, 2013)

PARP1, junto con yH2AX, BRCA1 y BRCA2 son indicadores moleculares
convencionales del dafio del ADN en las células y, a menudo, se sobreexpresan en
canceres.(Park et al, 2015). Se ha observado que los pacientes con alta expresién de
PARP1 tienen niveles mas altos de células blasticas en la médula 6sea y mayores
recuentos leucocitarios en sangre periférica, y se asocié con una mayor frecuencia de la
mutacion FLT3-ITD. Ademas, la supervivencia general y la supervivencia libre de eventos
de los pacientes con alta expresion de PARP1 fueron significativamente mas cortas que
las del grupo con baja expresion. (Li et al.,, 2018).

Mientras que el papel de PARP1 en la maquinaria de reparacion de ADN esta
bien establecido, solo el 60% de los complejos de PARP1 son detectados en roturas de
ADN, lo que sugiere la existencia de funciones de PARP1 independientes de la

reparacion(Cseh et al., 2017).
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Figura 12. Funciones de PARP1 en la deteccion y reparacién de roturas de doble cadena del ADN

(DSB). (A) Se requiere PARP1 para la deteccion de DSB y para la respuesta inicial al dafio del ADN

a través de su interaccion con la proteina reparadora de doble hebra MRE11 y la proteina de

control de ciclo celular ATM. (B) PARP1 juega un papel en la reseccion del extremo del ADN

durante el proceso de recombinacidon homadloga (HR) a través del reclutamiento de MRE11 a los

DSB, que es seguido por la union de la hebra sencilla por la proteina de replicacion RPA. (C)

PARP1 también participa en la reparacion de DSB estimulando la unidon de extremos no

homdlogos clasico. (D) PARP1 tiene un papel en el NHEJ alternativo, que esté activo en ausencia

del clasico. El NHEJ alternativo requiere el procesamiento de los extremos de ADN por MRET],

que es reclutado por PARP1(Ray Chaudhuri & Nussenzweig, 2017).
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2.5.1.2. Regulador mitocondrial

La hiperactivacion exacerbada de PARP1 se caracteriza por un consumo excesivo
de NAD* nuclear acompafiado de su agotamiento a nivel citosdlico. Esta deplecion de
NAD* compromete las funciones de las vias metabdlicas dependientes de NAD*, como
la glucdlisis y el ciclo de Krebs (TCA), pudiendo culminar en un mal funcionamiento de
la cadena respiratoria de electrones y la consecuente acumulacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Figura 13). También se ha documentado que la permeabilidad
mitocondrial inducida por ROS puede conducir a una pérdida de NAD® intra-
mitocondrial. Por tanto, la hiperactivacion de PARP1 podria iniciar eventos que no solo
agravan el dafio de las mitocondrias, sino que también contribuyen a la generacion de
roturas adicionales de ADN monocatenario mediadas por ROS.

Estos hallazgos inspiraron la idea de que los inhibidores de PARP podrian ejercer un
efecto citoprotector limitando el agotamiento de NAD™ celular inducido por PARP1Yy, en

consecuencia, preservando la bioenergética mitocondrial.

Dafio en el ADN

PARP1 1

l \Metabolismo

| —— clicolisis{
N T

OXPHOS

1PAR + H+ ATP} l

l Reparacion del ADNJ —

Figura 13. Efecto de la activacion de PARP1 en la supervivencia celular. La actividad de PARP1
dependiente del dafio en el ADN provoca la PARilacién de proteinas dianas y la disminucion de
NAD* y ATP. La PARIilacion en los sitios de dafio del ADN promueve el reclutamiento de
modificadores de cromatina y facilita la reparacién del ADN.

Mientras que la PARilacidon también suprime la glucdlisis a través de la inhibicion de HK, el

consumo de NAD* debido a la PARilacién también inhibe la glucdlisis. Como resultado, el

50



Introduccién

consumo de NAD* por PARP1 desencadena un cambio general de dependencia metabdlica a
OXPHOS, lo que contribuye a la disminucion de NADH. En respuesta al dafio al ADN y a la
activaciéon de PARP1, la via OXPHOS se convierte en fundamental para la reposicion de ATP.
(Adaptado de Murata et al, 2019).

Otros estudios han planteado la posibilidad de que el efecto protector de la
inhibicion de PARP1 estan mediados por la via AKT/PKB. Aunque la relacion entre el
metabolismo y la via AKT / PKB se ha conocido durante décadas, la implicacion de esta

via en la mitocondria se describid por primera vez en 2003. (Cseh et al., 2017)

2.5.1.3. Actividad enzimatica de PARP1

La poli(ADP-ribosil)acion (6 PARilacion) es una modificacion postraduccional de
proteinas mediante la adiciéon de cadenas lineales o ramificadas de unidades del
monomero ADP-ribosa. Usando NAD* como donador de ADP-ribosa, las proteinas
PARPs transfieren estos residuos a las cadenas laterales de los residuos de arginina,
acido aspartico, acido glutamico, cisteina, lisina, serina y tirosina de las proteinas
diana(Gibson & Kraus, 2012). La enzima central para la produccién de polimeros de poli
(ADP-ribosa) (PAR) en células y la principal diana de la poli (ADP-ribosil)acion durante el
dafio del ADN es PARP1. (Alemasova & Lavrik, 2019)

Se ha visto que la sintesis de PAR mediada por PARP1, pero no el agotamiento directo
de NAD*, bloquea la glucdlisis y conduce a la pérdida de ATP. Estos hallazgos apoyan
un modelo en el que la hiperactivacion de PARP1 conduce a la inhibicion vy
deslocalizacion de la hexoquinasa-1, causando una reduccion de la glucdlisis y el

agotamiento del ATP celular.(Fouquerel, Goellner, Yu, Gagne, Moura, et al., 2014).

2.5.1.4 Parthanatos: Muerte mediada por AIF

La muerte celular mediada por PARP se denomina parthanatos, en referencia al
polimero de poli (ADP-ribosa) (PAR), que es el producto de la activacion de PARP1y
"thanatos’, que es la personificacion griega de la muerte y la mortalidad. (Harraz, et al.,
2008).

Parthanatos es un proceso que depende de la actividad de PARP y no requiere la
mediacion de las caspasas para su ejecucion, pero es claramente dependiente de la

translocaciéon nuclear del factor inductor de apoptosis asociado a mitocondrias (AlF).
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AIF es una flavoproteina NADH oxidasa normalmente anclada a la membrana
mitocondrial interna, contribuyendo al mantenimiento del complejo I.

La sobreactivacion de PARP provoca la poli (ADP-ribosa)ribosilacion excesiva y
conlleva la translocacion nuclear de la proteina AIF mitocondrial, que causa una
fragmentacion del ADN a gran escala (50 kb) y la condensacion de la cromatina, y
conduce a la muerte celular(Fatokun et al., 2014)(Heeres & Hergenrother, 2007) (Figura
14).

El polimero PAR generado tras la sobreactivacion de PARP1 esta considerado como la

molécula clave en la cascada de sefializacién de parthanatos(Andrabi et al., 2006).

Disfuncion
mitocondrial

Unidn de polimeros de
PAR a la membrana
mitocondrial

Deplecion de
NAD*/ATP

Liberacion de AIF

al ADN

Condensacio
de cromatina

Figura 14. Esquema de los efectos producidos tras la muerte celular dependiente de la

sobreactivacion de PARP1 o parthanatos.

2.5.2. Inhibidores de PARP: Olaparib

En base a su papel central en la maquinaria de reparacion nuclear, PARP1 se
considera una diana potencial para el tratamiento del cancer, cuyas células presentan

una maquinaria de reparacion de corte de doble cadena defectuosa. De acuerdo con
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este concepto, canceres BRCA1/2 negativos son adictos a la funciéon de PARP, cuya
inhibicion actuaria como un "segundo golpe” en el mal funcionamiento de la
maquinaria de reparacion celular, que darfa lugar a inestabilidad cromosomica
exacerbada que provocaria la detencion del ciclo celular y la apoptosis. Esto llevd al
desarrollo terapéutico de inhibidores de PARP y su aplicacion para potenciar los agentes

alquilantes antineoplasicos(Cseh et al., 2017).

Olaparib (AZD-2281, Ku-0059436) es un inhibidor de PARP actualmente en

investigacion en pacientes con tumores solidos. Esta diseflado para actuar como un
inhibidor competitivo de NAD* en el sitio catalitico de PARPTy PARP2, ambos miembros
de la familia de enzimas PARP, que son fundamentales para la reparacion de roturas de
cadena sencilla del ADN (SSB) mediadas a través de la via de reparacion por escision de
bases (BER). La inhibicion de la via BER por Olaparib conduce a la acumulacién de SSB
no reparados, que tras la replicacion del ADN conduce a la formacion de roturas de
doble hebra (DSB) deletéreas, en ausencia de un mecanismo de recombinacién
homologa (HR) funcional.
En células con una via de HR funcional, estos DSB se pueden reparar de forma eficaz.
Sin embargo, en tumores con deficiencias de reparacion de HR, Olaparib causa letalidad
sintetica a traves de la combinacion de dos eventos moleculares que de otra manera no
son letales cuando se producen de forma aislada.

Olaparib ya esta aprobado para el tratamiento de pacientes con cancer de
ovario recidivante con mutacion en BRCA, y se ha demostrado que proporciona
beneficios clinicamente significativos entre estos pacientes. Olaparib también ha
mostrado una actividad prometedora en pacientes con cancer de mama o de prostata
metastasico con mutaciones en BRCA en la linea germinal. Ademas de su uso como
agente Unico, Olaparib también puede actuar como quimio y/o radiosensibilizador,
debido a su capacidad para potenciar los efectos citotoxicos de estos agentes
terapéuticos. Sin embargo, todavia no se ha demostrado un beneficio claro para el

paciente con esta Ultima aplicacion.(Bochum et al., 2018).
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4. Hipdtesis y Objetivos

4.1 Hipétesis

Algunos estudios sugieren que los cannabinoides ejercen un efecto proapoptotico
en distintos tumores, como el glioma. Si los receptores CB2 se expresan principalmente
en células hematopoyéticas, y de forma mas elevada en células tumorales que en sanas,
el uso de derivados cannabinoides podria ser un tratamiento dirigido en hemopatias

malignas.

4.2 Objetivos

El objetivo principal de esta tesis es evaluar la utilidad potencial de los
cannabinoides en el tratamiento de las hemopatias malignas, especificamente el
mieloma multiple (MM) y la leucemia mieloblastica aguda (LMA).

Como objetivos secundarios:

a) Evaluaremos el mecanismo de accién, y el perfil de toxicidad del derivado
cannabinoide WIN-55 212,2. También se evaluara la expresion de receptores
cannabinoides en las distintas estirpes celulares y se comprobara si esta expresion esta
relacionada con los efectos de los cannabinoides.

b) Se determinaran las vias de sefializacion celular implicadas en el efecto de los
cannabinoides. Particularmente evaluaremos su efecto sobre el metabolismo celular.

c) Analizaremos el efecto de los cannabinoides sobre organelas especificas,
concretamente mitocondria y reticulo endoplasmico, evaluando el dafio mitocondrial o

estrés del reticulo endoplasmatico segun proceda.
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d) Por dltimo, se evaluara el efecto de este farmaco en modelos murinos de
mieloma multiple y leucemia mieloide aguda, asi como el posible efecto sinérgico con

otros farmacos ya usados actualmente en clinica.

58



MATERIALES Y METODOS

59



60



Materiales y Métodos

4. Materiales
4.1. Material bioldgico
4.1.1. Lineas celulares tumorales

4.1.1.1. Lineas de MM

Para los estudios de MM se usaron seis lineas celulares humanas. Las lineas
U266, RPMI 8226 (en adelante RPMI) y MM1S (sensible a la dexametasona) se
adquirieron en ATCC (Manassas, Virginia, USA) y las lineas U266-LR7 (resistente a
melfalan), RPMI 8226-LR5 (resistente a melfalan) y MM1R (resistente a dexametasona)
fueron amablemente cedidas por el Dr. Enrique Ocio (Hospital Universitario de
Salamanca, Espafia). Estas lineas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 (GIBCO®
Invitrogen) suplementado con 10% (o 15% en el caso de la linea U266) de suero bovino
fetal (FBS) y 1% de penicilina/estreptomicina (GIBCO® Invitrogen) segun lo
recomendado por el proveedor.

4.1.1.2. Lineas de LMA

En el caso de la LMA, las lineas celulares humanas HL60, KG-1a y MV-4-11 (ATCC,
Manassas, Virginia, USA) se cultivaron en medio IMDM (GIBCO® Invitrogen)
suplementado (100 unidades/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 10% de
FBS); y la linea celular U937 (DMSZ, Braunschweig, Alemania), que se cultivd en medio
RPMI 1640 suplementado.
Todas las células se cultivaron en atmdsfera humidificada de CO, / aire (5% / 95%) y
37°Cy fueron sometidas a pruebas periodicas de deteccién de micoplasma.

4.1.2. Muestras humanas sanas

Las leucoaféresis o los concentrados leucoplaquetarios o buffy coats de

donantes usados para el aislamiento de linfocitos B (CD19*) y T (CD3*), o de células
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madres hematopoyeéticas (HSC o CD34*) respectivamente se obtuvieron del Centro
Regional de Transfusiones y Hemodonacion del Hospital Virgen del Rocio, previa firma
del consentimiento informado.

4.1.3. Muestras humanas tumorales

Las células primarias humanas de pacientes con MM y LMA para los ensayos ex
vivo se obtuvieron del Servicio de Hematologia del Hospital Virgen del Rocio en el
momento del diagnostico, previa firma del consentimiento informado siguiendo la
normativa del Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) de los Hospitales Virgen del
Rocio y Macarena.

4.1.3.1. Muestras de pacientes con MM
Las células plasmaticas mielomatosas (CPM) se obtuvieron de médula 6sea (MO)

de pacientes con un grado de infiltracion celular >30% (Tabla 2).

ID. CITOGENETICA RESPUESTA a 12 linea de
PACIENTE tratamiento

UPN-1 IgH translocado (14q32) Refractariedad primaria
UPN-2 t (4;14) Respuesta Parcial
UPN-3 Del(17p) p53 Refractariedad primaria
UPN-4 t(11;14) N/E (Muerte al diagndstico)
UPN-5 del(13q14), del (17p) p53, hipodiploidia Respuesta parcial
UPN-6 amp(1q), trisomia 7 Enfermedad refractaria

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes de MM usados en los estudios ex vivo. En ella se muestra
las alteraciones citogenéticas al igual que la respuesta tras la 12 linea de tratamiento con la

quimioterapia convencional. (UPN= Unique patient number)
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4.1.3.2. Muestras de pacientes con LMA

Los blastos se obtuvieron de médula ¢sea de pacientes con LMA en el momento

del diagndstico. En la tabla 3 se detallan las caracteristicas de cada uno de los pacientes

estudiados.
%
Infiltrac
ID. ién en
PACIENTE| Cariotipo/Estudio Molecular Genes mutados MO
Sin mutaciones
UPN-1 45,X,-Y,¥(8;21)(a22;922)[18]/46,XY[2] patogénicas encontradas >7,40
UPN-2 46,XX,del(7)(q22932)[13] GATA2, PTPN11 40,40
UPN-3 46,XY,t(2;8;21;8)(931;923;922;922)[20] Sin datos registrados 52,20
Sin mutaciones
UPN-4 PML/RARA-1(15;17)(a22;921) patogénicas encontradas 93,60
UPN-5 46, XY NPM1, TET2, TP53 64,80
UPN-6 46,XY,inv(16)(p13922)[12] FLT3, KIT, KRAS 41,40
ASXL1, DNMT3A, KRAS,
UPN-7 46,XX[20] NPM1 71,00
UPN-8 46,XY,1(8;21)(q22;922)[9]/46,XY[1] CEBPA, TET2 78,80
UPN-9 46,XX,ins(10;11)(423;p12p12)[20] pato;ér:\iTaustae:mlsg:tsradas 89,90
UPN-10 46,XX[10] DNMT3A, NPM1, PTPN11 33,90
UPN-11 46,XX[20] NPM1, WT1, TET2 81,00
45,XY,del(5)(q15933),dic(17;20 . .
UPN-12 (p13,'q(1;>(.2)[lc;]/l)lG,X\(/[l] ) Sin datos registrados 19,80
UPN-13 46,XX[15] NPM1, GATA2, TET2 81,00
UPN-14 Sin datos registrados RUNX1, IDH1, DNMT3A 88,00
RUNX1, FLT3-TKD, NRAS,
UPN-15 46,XY,-7[10] PTPN11 74,00
UPN-16 46,XX[3] DNMT3, TET2 81,40
UPN-17 Sin datos registrados Sin datos registrados 96,90
Sin mutaciones 95 20
UPN-18 47,XY,+8[12]/48,XY,+6,+8[8] patogénicas encontradas !
UPN-19 Sin datos registrados FLT3, NP'\AC%A"ILETZ’ ETV6, 96,10
UPN-20 46, XY IDH1 66,90
UPN-21 46,XX,t(6;11)(q27;923)[20] Sin datos registrados 90,00
UPN-22 Sin datos registrados IDH2, RUNX1 64,30
UPN-23 46, XX NPM1, IDH1 58,20
UPN-24 46, XY SRSF2, IDH2 95,00
SRSF2, IDH2, CEBPA,
UPN-25 Sin datos registrados STAG2 83,1
UPN-26 Sin datos registrados NPM1, FLT3-ITD, TET2 94,30
UPN-27 t(8,21) AML1-ETO (3140000 KIT, NF1 23,30
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copies/ABL:1360000)

UPN-28 Sin datos registrados NPM1, FLT3-ITD, IDH2 89,20
UPN-29 Sin datos registrados NPM1, FLT3-ITD, STAG2 84,30
NRAS, DNMT3A, FLT3- 4350

UPN-30 Sin datos registrados ITD, NPM1 ’
46,XX,add(7)(g22),add(12)(p13),- 32 80

UPN-31 17,+mar,20-60dmin[14] TP53, DNMT3A !
UPN-32 Sin datos registrados CALR 19,00
FLT3-ITD, NPM1, TET2, 29,00

UPN-33 Sin datos registrados WT1 ’
UPN-34 46,XY,+Y,der(15;22)(q10;q10)[20] FLT3-ITD, NPM1, DNMT3A 54,20
UPN-35 46,XX[20] NPM1, IDH1, GATA2 79,00
UPN-36 47,XY,+8[2]/46,XY[18] NPM1, FLT3-TKD2, WT1 91,75
UPN-37 Sin datos registrados RUNX1, CBL, STAG2, TET2 31,25
UPN-38 46,XX[15] Sin datos registrados 76,10

46,XX,der(3)inv(3)(gq21.3gq26.2)t(3;1
4) 54,10
UPN-39 | (g26.2;931),t(3;14)(g26.2;q31)[15] KRAS, TIKZF1

UPN-40 46,XX[20] CEBPA, CSF3R, NRAS, WT1, | 55,00

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes de LMA usados para los estudios ex vivo. En ella se
detallan los estudios moleculares y el cariotipo obtenido en el momento del diagnéstico, al igual
que los genes que presentan mutaciones y el porcentaje de infiltracion de blastos en MO (UPN=

Unique patient number)

4.1.4. Animales

Los experimentos relacionados con investigacion animal se llevaron a cabo en el
Animalario del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBIS) de acuerdo con las normas
establecidas por el Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) de los Hospitales
Virgen del Rocio y Macarena.

Se utilizaron las siguientes cepas de raton: BALB/c (H2d), C57BL/6 (H2b) y NSG
(NOD/scid/IL-2R sin cadena gamma) de Charles River Laboratories International
(L'Arbresle, Francia) y se mantuvieron con alimento y agua ad libitum, en condiciones
especificas libres de patdgenos. Todos los experimentos comenzaron cuando los

ratones tenian entre 8 y 12 semanas de edad.

64




4.2. Material no bioldgico

4.2.1. Tratamientos

Materiales y Métodos

Reactivos para cultivos celulares

Marca

WIN-55,212-2 mesilato

Dexametasona
Melfalan

Citarabina (ARA-C)

Miriocina (ISP-1)
Fumonisina B1 (FB1)

Tocris Bioscience
Proporcionada por el Departamento
de Farmacia del HUVR
Proporcionado por el Departamento
de Farmacia del HUVR
Proporcionada por el Departamento
de Farmacia del HUVR
Enzo Life Sciences

Enzo Life Sciences

BAF-312 Selleckchem
PF-543 Selleckchem
SKI-11 Selleckchem
FTY-720 Selleckchem
Ponesimod Selleckchem
Ozanimod Selleckchem
JTE-013 Selleckchem
ABC294640 Selleckchem
Z-VAD (OMe) -FMK Abcam
Olaparib Selleckchem
Mononucleétido de B-nicotinamida (NMN) Santa Cruz Biotechnology
Glicina Sigma-Aldrich
Serina Sigma-Aldrich
Metilpiruvato Sigma-Aldrich
Dimetilsuccinato Sigma-Aldrich
Acido oxalacético (OAA) Sigma-Aldrich
4.2.2. Medios y soluciones
Reactivos para cultivos celulares Marca

RPMI
IMDM
Penicilina- Estreptomicina
Suero Bovino Fetal (FBS)
Ficoll-Paque
GlutaMax-I 100x
DMSO
Trypan blue

65

GIBCO @ Invitrogen
GIBCO ® Invitrogen
GIBCO @ Invitrogen
GIBCO ® Invitrogen
GE-Healthcare BioSciences
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Life Technologies



Materiales y Métodos

Reactivos Western blot

Laemmli buffer (10x)
- 30,3 gr Trizma (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
- 144 gr de Glicina (Bio-Rad)
- 10 gr SDS (PanReac AppliChem, ITW Reagents)

Loading Sample Buffer (4x)
- 4,4 mldeTris (0,5M, pH 6,8)
- 4,4 ml de Glicerol (PanReac AppliChem, ITW Reagents)
- 2,2ml de SDS (20%)
- 0,5 ml de Blue Bromoph (1%)
- 0,48 ml de DTT (1 M)

[}
—
—
o
(V2]

- 1LdeTBS (1x)
- 1Tml Tween® 20 (Sigma-Aldrich)

TBS (10x)
- 24 g Tris Base (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
- 88 g Nacl
- pH76

RIPA Buffer

- 3 ml de cloruro de sodio (5 M)

- mlde Tris-HCI (1M, pH 8.0)

- 1 ml de Nonidet P-40

- ml de desoxicolato de sodio (10 %)

- 1mlde SDS (10 %)

- Volumen restante hasta 100 ml de ddH,O

4.2.3. Anticuerpos

| Anticuerpos para Western Blot | Marca
Caspasa-2 Abcam
Caspasa-8 Abcam
Caspasa-9 Abcam
Caspasa-3 activa Abcam
p-Akt Abcam
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p-Erk
p-p38MAPK
p-JNK
SPT
CB1
CB2
Mcl-1
Bcl-xL
PARP1
Bax
Bak
AlF
beta-actina
beta-tubulina
Anticuerpos secundarios conjugados con
HRP mouse
Anticuerpos secundarios conjugados con

Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
BD Biosciences
BD Biosciences
Cell Signalling
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch

HRP rabbit

Anticuerpos monoclonales
de FACS Fluorocromo Marca
Para ratén
B220 FITC Immunostep
B220 PE BD Pharmingen
CD11b FITC Immunostep
CD11b PE Immunostep
CD11c FITC Immunostep
CD127 BV510 BD Biosciences
CD16/32 V450 BD Biosciences
CD3 FITC eBioscience
CD3 PerCP Cy5 BD Pharmingen
CD34 APC eBioscience
CD4 FITC Immunostep
CD4 APC BD Biosciences
CD45 APC BD Biosciences
CD8 FITC BD Biosciences
CD8 PE Immunostep
C-Kit PerCP Cy5 BioLegend
FLT3 PE Immunostep
GR1 FITC Immunostep
IgM APC BD Biosciences
Scal PE Cy7 BD Biosciences
Terl19 FITC Immunostep
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Anticuerpos monoclonales de FACS

Para humano

Fluorocromo

Marca

7-aminoactinomicina D (7-AAD)
Annexin V

CD45
CD117
CD19
CD3
CD33
CD34

HLA-DR

CD138
CD64
CD34
CD56
CD38

4.2 4. Kits actividad enzimatica

PerCP Cy5
PE
CF-Blue
PE-Cy7
APC-Cy7
FITC
APC
FITC
V450
FITC
PerCP Cy5
APC
PE
FITC

BD Biosciences
BD Pharmingen
Immunostep
BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen
Immunostep
BD Biosciences

Kit actividad enzimatica Marca
Hexokinase Colorimetric Assay kit (K789-100) Biovision
Phosphoglucose Isomerase Activity Colorimetric Assay Kit( Biovision
K775-100)
Phosphofructokinase (PFK) Activity Colorimetric Assay Kit
(K775-100) Biovision
Aldolase Activity Colorimetric Assay Kit (K665-100) Biovision
Enolase Activity Colorimetric/Fluorometric Assay Kit Kit Biovision
(K691-100)
GAPDH Activity Assay Kit (K680-100) Biovision
Phosphofructokinase (PFK) Activity Colorimetric Assay Kit
(K776-100) Biovision
Phosphoglucose Isomerase Activity Colorimetric Assay Kit
(K775-100) Biovision
Pyruvate Kinase Activity Colorimetric/Fluorometric Assay Biovision
Kit (K709-100)
Triose Phosphate Isomerase (TPI) Activity Colorimetric L
. Biovision
Assay Kit (K670-100)
Phosphoglycerate Kinase Activity Assay Kit (Colorimetric) Biovision
(K194-100)
4.2.5. Programas informaticos
Software Marca
Infinicyt 2.0 Cytognos
FLowlJo v10 BD Biosciences
Prism 7 GraphPad
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BioRender
Transcriptome Analysis Console (TAC)
Seahorse Wave Desktop Software
SDSv2.4
Imagelab
Adobe Photoshop
Adobe Illustrator

Image J

CalcuSyn

4.3. Métodos

Materiales y Métodos

BioRender

Thermo Fisher

Agilent

Thermo Fisher

Nationa

Bio-rad
Adobe

Adobe
| Institute of Mental
Health

Biosoft

4.3.1. Estudios de viabilidad celular y apoptosis in vitro.

4.3.1.1. Obtencidn y cultivo de células primarias de pacientes y

donantes sanos

Las médulas ¢seas de los pacientes con MM y LMA se diluyeron en suero

fisioldgico a una proporcion 1:4 y se separd la fraccion mononucleada mediante

centrifugacion en gradiente de densidad con Ficoll (1600 rpm durante 25 minutos). Tras

la centrifugacion, se recogi¢ la interfase que contiene las células mononucleadas con

pipetas Pasteur estériles tal como se muestra en la figura 15.

sangre

Muestrade  cENTRIFUGACION

Ficoll

>

w

| —
—

[T

—_—

‘[((H

i

—— Plasma

—— Células mononucleadas
— Ficoll

RBC,
Neutréfilos

Figura 15. Esquema de las distintas fases obtenidas tras centrifugacion por gradiente con Ficoll.
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Posteriormente, se lavaron 2 veces con medio RPMI suplementado con 1% de
antibiético a 1200 rpm durante 10 minutos. Tras el segundo lavado, retiramos el
sobrenadante y las células se resuspendieron en medio RPMI. Luego, se procedio al
recuento celular mediante camara de Neubauer o contador celular Mythic 18 Vet
(Orphée, Geneva, Plan-lesOuates, Switzerland).

Para los concentrados leucoplaquetarios o buffy coat se siguid el mismo
protocolo, aunque la proporcion de dilucion con suero fisioldgico fue de 1:8.

En el caso de las leucoaféresis, se realizaron 2 lavados con medio RPMI suplementado
con 1% de antibiotico antes del uso de las células totales de la muestra.

Hay que destacar que para los estudios con cannabinoides se usaron medios de
cultivos sin SBF, ya que hay evidencias de que este puede interactuar con estos
compuestos bloqueando en parte su accién.(Jacobsson et al., 2000)

Como medida especial, durante la pandemia por Covid-19 se exigié que las células
primarias usadas fueran de pacientes con una PCR negativa previa a su extraccion o en
caso de no tenerla, se le realizd a la muestra una PCR en el Servicio de Gendmica del

Instituto de Biomedicina de Sevilla antes del uso de las mismas.

4.3.1.2. Ensayo de proliferacién “Cell Counting Kit-8 (CCK-8)”

4.3.1.2.1. Lineas celulares

Las lineas celulares estudiadas se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo
plano (50.000 células/pocillo) en un volumen final de 100 uL de medio, ya sea IMDM o
RPMI segun la linea celular, evitando usar los pocillos de los bordes de la placa cuya
deshidratacion puede influenciar los resultados.

Las dosis usadas y tiempo de incubacion con los farmacos se detallan en cada

experimento. En los experimentos de tratamientos de cannabinoides combinados con
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inhibidores o antagonistas, estos Ultimos se administraron 1 hora antes a menos que se
detalle lo contrario.

La viabilidad celular se determind mediante el ensayo colorimétrico usando el
reactivo Cell Counting Kit-8 (CCK-8) segun las instrucciones del fabricante para la
determinacion de la viabilidad celular en ensayos de proliferacion celular y citotoxicidad.
Este kit se basa en la reduccion de la sal de tetrazolio WST-8 mediante las actividades
deshidrogenasas de las células, para formar el colorante formazan de color amarillo. La
cantidad de colorante formazan, es directamente proporcional al nimero de células
vivas. Elegimos este kit ya que la sensibilidad de deteccion de CCK-8 es mas alta que las
otras sales de tetrazolio como MTT, XTT, MTS o WST-1. Las densidades Opticas se
midieron a 450 nm usando un lector de placas MultiskanTM Go Microplate (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

Cada condicién se sembrd por triplicado en la placa de 96 pocillos y se realizaron al
menos 3 experimentos independientes en cada caso.
4.3.1.2.2. Células sanas

Para los estudios de viabilidad en celulas sanas, se aisl0 cada poblacion de
interés antes de sembrarla. Para ello, las células HSC (CD34*) provenientes de la
leucoaferesis se aislaron usando el kit de aislamiento celular de Myltenyi basado en
bolas magnéticas conjugadas con anti-CD34. El mismo proceso se llevo a cabo con las
células mononucleadas provenientes del buffy coat para aislar los linfocitos T (CD3%) y
linfocitos B (CD19*) usando los kits con bolas magnéticas conjugadas con anti-CD3 y

anti-CD19 respectivamente.
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Se realiz6 el protocolo recomendado por el fabricante para cada uno de los kits y, una
vez obtenidos las poblaciones celulares puras se procedio a sembrarlas en las mismas
condiciones que las lineas celulares.

En el caso de las células primarias tanto sanas como patoldgicas, el tiempo
maximo de incubacion con el farmaco fue de 18 horas, ya que fue el tiempo maximo al
que no observamos muerte celular en las condiciones controles al usar un medio sin
suplemento de suero o citoquinas adicionales.

4.3.1.3. Estudios de sinergismo

La evaluacion del sinergismo entre el cannabinoide WIN-55 y otros farmacos
utilizados en el mieloma multiple o en la LMA, como dexametasona, melfalan o
citarabina, se realizd evaluando la viabilidad celular mediante ensayos con Cell Counting
Kit-8. La eficacia de la combinacién se cuantificé con el Software Calcusyn (Biosoft,
Ferguson, MO), que se basa en el método de Chou Talalay y calcula un indice de
combinacion (Cl), donde los valores de Cl entre 0 y 0,9 se asocian a sinergismo, los

valores entre 0,9 y 1,1 a aditividad y los mayores a 1,1 a antagonismo(Chou, 2010).

4.3.1.3. Estudios de viabilidad por FACS

4.3.1.3.1. Lineas celulares

Los estudios de viabilidad por citometria de flujo se realizaron usando el kit de
Anexina V / 7AAD, segun las instrucciones del fabricante (BD Biosciences).

Este kit se basa en la deteccion del fosfolipido fosfatidilserina, que se transloca
desde el interior al exterior de la membrana plasmatica en células apoptoticas,
exponiéndose asi al entorno celular externo, a la vez que se forman poros en la misma.

La anexina V es una proteina de union a fosfolipidos que tiene una alta afinidad por la
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fosfatidilserina y se une a las células con esta expuesta, mientras que la 7AAD es un
compuesto quimico fluorescente con una fuerte afinidad por el ADN, que se une a este
cuando la membrana plasmatica esta dafiada. De esta forma, las células viables serian
Anexina V'/7TAAD", las que entran en apoptosis temprana serian Anexina V*/7AAD" y las
células muertas Anexina V*/7AAD*.

Tras la tincion con estos compuestos se analizd las muestras en un citdmetro de flujo
FACS Canto Il (BD Biosciences) y se analizd con el software FlowJo.

Para este estudio se sembraron 100.000 células por condicion en un volumen
final de 200 pL de medio en placas de 96 pocillos con fondo curvo, que fueron usadas
directamente para realizar el marcaje con la 7AAD y la Anexina V y se usG como soporte
para la adquisicion de células en el citometro usando el adaptador para placa.

4.3.1.3.2. Células primarias

En el caso de células primarias, ya sean normales, de MM o LMA, se sembraron
las células mononucleares o de leucoaféresis totales sin seleccionar previamente. En este
caso, se sembraron 1x10° células por condicidn siempre que la cantidad de muestra lo
permitié (en el caso que la cantidad no fuese suficiente se adapté el nimero de células
a las condiciones propuestas para el estudio).

Para analizar la viabilidad celular de la poblacion de interés, el marcaje especifico
para cada una de ellas se incluyo junto al marcaje con 7AAD y Anexina V. Las células
plasmaticas mielomatosas se identificaron usando una combinacion de anticuerpos
(CD138, CD64, CD34, CD56, CD38, y CD45) como muestra la estrategia de anélisis

resumida en la Figura 16.
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Figura 16. Identificacion de células plasmaticas mielomatosas en muestras de MO de pacientes

con MM.

Los blastos provenientes de la MO de pacientes con LMA se identificaron con la
combinacion de anticuerpos monoclonales contra los antigenos asociados a estas

células en el momento del diagnostico (CD33, CD34, CD117, HLA-DR y CD45) como se

muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Identificacion de blastos prodecentes de MO de pacientes con LMA

En el caso de las células provenientes del buffy coat, la viabilidad celular de los

linfocitos T y B se estudié usando una combinacion de anticuerpos contra CD45, CD3 y

CD19 como se muestra en las graficas de la Figura 18.
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Figura 18. Identificacion de linfocitos T (CD3*) y linfocitos B (CD19*) por FACS procedentes de

buffy coats de donantes sanos en condiciones control.

Por ultimo, para la identificacion de las HSC se realizd un marcaje contra CD45 y

CD34 (Figura 19).
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Figura 19. Identificacién de HSC (CD34*) por FACS procedentes de leucoaféresis de donantes

sanos en condiciones control.

4.3.1.4. Ensayo clonogénico a partir de células aisladas

Este estudio se realizd a partir de lineas celulares previamente sorteadas en el
separador celular FACS Fussion, de manera que se sembrd una Unica célula por pocillo
en placas de 96 pocillos para cada una de los tratamientos. Pasados 10 dias se realizé el
recuento de colonias crecidas a partir de dicha célula en cada condicién y se comparo

con el nimero de colonias crecidas en la condicidon control.

4.3.2. Modelos murinos

4.3.2.1. Estudio de citotoxicidad en ratones sanos

Para el estudio del efecto de los cannabinoides sobre la hematopoyesis normal
de ratones BALB/c sanos se trataron con la dosis de WIN-55 de 5 mg/kg/dia durante 7'y
28 dias. También se realizd estos estudios en combinacion con G-CSF, donde los
ratones sanos recibieron durante 3 dias una inyeccion intraperitoneal de G-CSF (150
ug/kg/dia) mas vehiculo 6 de G-CSF (150 ug/kg/dia) en combinacion con WIN-55 (5
mag/kg/dia). WIN-55 o el vehiculo se administraron los 4 dias adicionales hasta llegar al
dia7.
Posteriormente, las distintas poblaciones celulares de MO, SP y bazo se analizaron
mediante citometria de flujo y ensayos de recuento sanguineo, como se muestra en la

figura resumen del experimento (Figura 20):
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Figura 20. Resumen estudio citotoxicidad en ratones sanos

4.3.2.1.1 Analisis de poblaciones en sangre periférica y hematimetria

Para el analisis de las células sanguineas, la sangre periférica se recolectd
mediante puncion cardiaca utilizando jeringuillas previamente heparinizadas, en tubos
de 1T mL (MiniCollect T mL K3EDTA, Grenier Bio-One, Kremsmdinster, Austria) en el
momento del sacrificio. Las células se cuantificaron en el contador automatico Mythic 18
Vet (Orphée, Geneva, Plan-lesOuates, Switzerland).

Para la determinacién de las poblaciones celulares mediante citometria de flujo,
100 pL de sangre se marcaron con los anticuerpos monoclonales descritos
anteriormente, y los globulos rojos maduros se lisaron mediante una solucion comercial
de lisis de glébulos rojos.

4.3.2.1.2. Andlisis de progenitores hematopoyéticos en MO

Una vez sacrificado el animal mediante dosis letales de anestésico (Tiobarbital
Braun 0,5; 200 pL para un animal de 25gr) se accedio a los huesos de las patas traseras
con material quirdrgico. Los huesos se extrajeron y se sumergieron en PBS antes de
terminar de limpiarlos con una gasa. La solucion celular se obtuvo mediante el lavado
con PBS+10%FBS a presion por el canal medular de los huesos usando agujas de 25G,
se filtrd usando filtros de 40 ym de tamafio de poro y se lavaron con PBS centrifugando

a 1200 rpm durante 5 minutos.
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Para la identificacion de las poblaciones celulares maduras de la médula osea se
usod un coctel de anticuerpos conjugados en FITC formados por anti-CD3, -CD4, -CDS§, -
B220, -CD11b, -CD11¢, TER119, -GR-1. Una vez se selecciond la fraccibn mas inmadura
(Lin"), correspondiente al aproximadamente 3% del total de células de la médula, se
usaron otros anticuerpos como son el CD16/32, CD34, c-KIT, Sca-l, Flt-3 y CD127. La

estrategia de analisis seguida para la identificacién de cada poblacion fue la siguiente:

0 50K 100K 150K 200K 250K 0 S0K 100K 150K 200K250K  39¢ Lin— -103 0 103 10‘ 10
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Figura 21. lIdentificacién de progenitores hematopoyéticos en MO. Se estudiaron las
subpoblaciones de LKS (poblaciones de HSC a largo plazo (LT-HSC), HSC a corto plazo (ST-HSC)

y progenitor multipotente (MPP)), subpoblaciones de LK (progenitor mieloide comun (CMP),
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progenitores de megacariocitos / eritrocitos (MEP) y Poblaciones de progenitores de

granulocitos / macrofagos (GMP) y CLP (progenitor linfoide comun).

4.3.2.2. Modelo murino de MM

4.3.2.2.1. Desarrollo del modelo
Los ratones de 8 semanas de vida NOD/Scid/IL-2R gammae null (NSG) se

trasplantaron con xenoinjertos tumorales por via subcutanea mediante una inyeccion de
5x10¢ de células U266 mezcladas con 100 uL de Matrigel (BD Biosciences). Cuando los
tumores se hicieron palpables (> 0,5 cm), los ratones se asignaron al azar en los
siguientes grupos (10 ratones por grupo): (i) 5 mg/kg WIN-55,212-2 cada 24 horas, (ii) 5
mag/kg WIN-55,212-2 cada 48 horas, y (i) vehiculo a los 2 tiempos usados. Como
control negativo usamos un grupo de animales libres de tumores, y otro grupo
inoculados con 100 uL de Matrigel y recibieron el farmaco cada 24 o 48 h,
respectivamente. Todos los tratamientos descritos se injectaron por via intraperitoneal.
4.3.2.2.2. Monitorizacién del crecimiento del tumor

El crecimiento tumoral se evalud diariamente midiendo el diametro con un

calibre. El volumen se calculd6 mediante la formula: (largo) x (ancho)? x 0.4 mm?3. Los

animales se sacrificaron cuando la longitud o el ancho del tumor alcanzé 2 cm.

4.3.2.3. Modelo murino de LMA

4.3.2.3.1. Generacién de la linea celular HL60 que sobreexpresa el
gen de la luciferasa

Las células HL6EO se infectaron con particulas lentivirales que portan la
construccion pCMV-Luc2-IRES-GFP, el cual se muestra en la Figura 22, la cual permite la
expresion del gen de la luciferasa de luciérnaga y la proteina verde fluorescente GFP.

Para la produccion de estas particulas lentivirales, la linea celular comercial Lenti-X
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derivada de 293-T se transfecté con el vector lentiviral pCMV-Luc2-IRES-GFP vy los
vectores de empaquetamiento viral psPax2 y pVSV-G en una proporcion 1: 1: 1 usando
el método PEI. 48 h tras la transfeccion, los sobrenadantes virales se recogieron y se
ultracentrifugaron para concentrar las particulas. Las células HL60 se infectaron a un
MOI de 5, incubando las células con el virus en presencia de Polibreno (8 ug / mL)

durante 24 h. Las células HL60 GFP* se seleccionaron mediante el separador celular
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Figura 22. Esquema de la construccidon usada para la generacién de células HL60-Luciferasa.

4.3.2.3.2. Desarrollo del modelo de xenoinjerto murino con

HL60
Los ratones NSG de entre 8 y 12 semanas de edad se irradiaron a 300 cGy

procedente de una fuente de Cesio 137, entre 4 y 8 horas antes del xenoinjerto. Se
inyectaron 5x10° células HL60 o 2x10° células HL60-Luciferasa resuspendidas en 100 pL
de medio RPMI sin SBF por la vena de la cola, mediante inmovilizacion en cepo, y

80



Materiales y Métodos

dilatacion de la vena de la cola por calor. Tras la inyeccién, se monitorizaron a los
ratones periddicamente para seguir la progresion de la enfermedad controlando la
pérdida de peso y la deteccion de células CD45* humanas en la MO de raton (mediante
aspirados y ensayos de citometria de flujo en el caso del modelo con células HLEO o
bioluminiscencia en el caso de HL60-Luciferesa).

Una vez confirmada la presencia de células leucémicas, el tratamiento con
vehiculo, cannabinoide WIN-55 a una dosis de 5 mg/kg/dia o citarabina (ARA-C) a una

dosis de 50 mg/kg se administré durante 5 dias como muestra la figura 23.
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Figura 23. Resumen del experimento realizado con el modelo in vivo de LMA para generar

xenoinjertos con la linea celular HL60 y HL60-Lucif.
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4.3.2.3.3. Estudio de progresion de la enfermedad.

Para el estudio del efecto del farmaco en los primeros estadios de la enfermedad
en este modelo (5 dias) se inyectd células HL60-Luciferesa a un grupo de ratones (n=7
por cada condicion), y cuando se confirmd la infiltracion de las células por
bioluminiscencia se trataron con vehiculo y 5mg/kg/dia de WIN-55 durante 5 dias.
Transcurrido este tiempo, los ratones se sacrificaron y se analizo el tamafio del bazo y la
infiltracion de células CD45* humanas en sangre periférica (SP), bazo y médula 6sea
(MO) después de esos 5 dias de tratamiento.

4.3.3. Extraccién de ARN y PCR Cuantitativa

El ARN total se aisld utilizando el kit de QlAamp RNA Blood Mini (Qiagen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADNc se generd a partir de 2 mg de ARN
total usando SuperSript IV VILO System (Invitrogen). Se utilizd una solucion de ADNCc
(diluida 1:10; 2 ml) como plantilla para la PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR). Los
productos génicos se cuantificaron mediante gPCR con el sistema de PCR en tiempo
real 7500 FAST de Applied Biosystems. Los valores se normalizaron a la expresion del
gen ABL humano. Cada experimento se realizO por ftriplicado. La secuencia de
oligonucledtidos de ABL y sondas Tagman utilizadas se tomaron de la literatura (Gabert
et al., 2003) y se enumeran a continuacion:

Fw ABL (ENF1003): 5'TGG AGA TAA CAC TCT AAG CAT AACTAAAGGT 3
RV ABL (ENR1063): 5°GAT GTA GTT GCT TGG GAC CCA 3’
ABL sonda (ENP541): 5°CCC TTC AGC GGC CAG TAG CATCTGA 3

Las sondas TagMan CNR2 Hs00275635_m1 y CNR1 Hs00275634_m1 (TermoFisher

Scientific) se utilizaron para la expresion de los genes CB2 y CB1, respectivamente.
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4.3.4. Microarrays

Para estudiar la diferencia de expresién de genes, 1x10° células HL60 se trataron
con WIN-55 (50 uM) o con su respectivo vehiculo durante 6 horas. Posteriormente, las
celulas se lavaron 2 veces con PBS frio, para descartar restos del tratamiento y el ARN se
extrajo usando el kit de extraccion de ARN de Qiagen siguiendo las indicaciones del
proveedor.

Una vez extraido, el ARN fue cedido al Servicio de Gendmica del Instituto de
Biomedicina de Sevilla (IBiS), donde se amplificd y se marcé utilizando el kit de reactivos
GeneChip® WT PLUS (Thermo Fisher Scientific, Inc.) La amplificacion se realizd con 100
ng de ARN total siguiendo los procedimientos descritos en el manual del usuario del kit.
El ADNc amplificado se cuantifico, fragmentd y marcéd para realizar la posterior
hibridacion con GeneChip® Clariom S Human Array (Thermo Fisher Scientific, Inc.)
utilizando 5,5 pg de producto de ADNc monocatenario y siguiendo los protocolos
descritos en el manual del usuario. El lavado, la tincion (GeneChip® Fluidics Station 450,
Thermo Fisher Scientific, Inc.) y el escaneo (GeneChip® Scanner 3000, Thermo Fisher
Scientific, Inc.) se realizaron siguiendo los protocolos descritos en el manual del usuario

para matrices de cartuchos.

4.3.5. Estudios de expresidn de proteinas

4.3.5.1. Western blot

Para el estudio de expresion de proteinas de interés mediante WB, la linea
celular HL60 se incubd con una concentracion de 50 uM de WIN-55 o su
correspondiente vehiculo a diferentes tiempos de incubacion (0, 2, 6, 18 y 24 h de
tratamiento). Las células se lisaron de acuerdo con Gilbert et al.(Gilbert et al,, 2002),
usando un buffer de lisis compuesto por 20 mM de tampdn Tris-HCl (pH 7.3),

conteniendo ademés DTT (2 mM), ASB (1%), NP-40 (1%), NaCl (150 mM), Na3vO4 (1
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mM), NaF (10 mM) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 10% de cocktail inhibidor de
proteasas (Roche, Mannheim, Germany) en los casos en los que se estudié proteinas de
membranas, o se lisaron con RIPA suplementado con inhibidores de proteasas y
nucleasas en el resto de casos.

Las muestras se incubaron 30 minutos en hielo y posteriormente se
centrifugaron a 13000 r.p.m. durante 15 minutos. Los sobrenadantes se recogieron y la
concentracion de proteinas se cuantificod utilizando el Kit BCA (Thermo Scientific, Pierce
Biotechnology, Rocford, IL, USA). Los extractos de proteinas (15-30 pg) se separaron
mediante electroforesis SDS/PAGE en geles prefabricados AnykD Mini-PROTEAN®
TGX™ Precast Polyacrylamide Gels SDS (Bio Rad, Hercules, CA) usando un amperaje
constante de 20 Amperios/ gel y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando el
sistema Trans-BlotVR TurboTM (Bio-Rad). Posteriormente, las membranas fueron
bloqueadas con solucion de bloqueo (2% de BSA, Tween-20 al 0.1% en TBS 6 TTBS)
seguido de una incubacion durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios
de interés. Al dia siguiente, se retird los anticuerpos primarios y tras varios lavados con
TTBS se procedio a incubar 1-2 horas con el anticuerpo secundario adecuado. Luego se
realizaron varios lavados con TTBS para eliminar los restos de anticuerpo secundario y
un ultimo lavado con TBS antes de proceder a la deteccion de las proteinas por
quimioluminiscencia.

La deteccion de los anticuerpos se realizd por quimioluminiscencia con las
soluciones del Western blotting luminol reagent (Santa Cruz Biotechnology) en
ChemiDocTM Touch Imaging System (Bio-Rad) y el analisis de las imagenes y la

cuantificacion/normalizacion de la proteina con en el software Image Lab (Bio-Rad).
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Para el estudio de la expresion de AIF en diferentes localizaciones celulares,
realizamos ademas un subfraccionamiento celular previo al Western blot para evaluar la
expresion de dicha proteina en el citoplasma, mitocondria y nucleo celular.

Tras realizar un pretratamiento con Olaparib, y posteriormente un tratamiento de 6 o0 18
horas con WIN-55 a una dosis de 50 uM, se recogieron las células y lavaron en 10 mL de
PBS frio centrifugando a 1200 r.p.m durante 10 minutos. Para la purificacion de
mitocondrias se uso el kit de aislamiento de mitocondrias Thermo Scientific para células
cultivadas, mientras que para el citoplasma y nucleo se uso el kit de fraccionamiento
subcelular de proteinas para células cultivadas de Thermo Scientific siguiendo las
indicaciones del fabricante en ambos casos.

4.3.5.2. Inmunofluorescencia

Las células tratadas con WIN-55 durante 2 y 6 horas se recogieron y se
colocaron en portaobjetos. En el caso de las ceramidas, la tincion por
inmunofluorescencia se realizd como describieron previamente Vielhaber et
al.(Vielhaber et al, 2001) utilizando anti-ceramida como anticuerpo primario. El
anticuerpo para la ceramida se obtuvo de Sigma-Aldrich. El anticuerpo secundario
conjugado con Alexa-488 era de Abcam. Con respecto a la condicion de control, las
células se trataron con DMSO (<0,15%) en medio RPMI 1640 de Gibco (Gaithersburg,
MD).

Para la determinacion de los niveles de ser139-H2AX o de poly(ADP)ribosilacion, las
células se centrifugan, se lavan con PBS, se fijan en una solucion de PBS +formaldehido
4% vy se permeabilizan en PBS+0.2% triton-X-100 durante 2 minutos. Las células se lavan
con PBS, se bloquean en solucién de bloqueo (PBS + 3% FBS) durante 30 min, y se

incuban posteriormente con los anticuerpos primarios de interés (anti ser139-H2AX 6
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anti PAR) diluidos 1:1000 en solucion de bloqueo durante 1 h. Tras la incubacion, las
células se lavan 3 veces con PBS + 0.25% Tween-20 durante 5 min cada una. Tras los
lavados, las células se incuban con el anticuerpo secundario (1:5000 en solucion de
bloqueo) durante 1,5 horas. Trascurrido el timepod e incubacion, las células se lavan tres
veces en PBS + 0.25% Tween-20 durante 5 min cada una. Finalmente, las células se

montan en portaobjetos usando medio de montaje Prolong conteniendo DAPI.

4.3.6. Estudios de dafio mitocondrial

4.3.6.1. Andlisis del potencial de membrana mitocondrial

La pérdida del potencial de membrana mitocondrial (AWm) se evalué mediante
marcaje con TMRE de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
lineas celulares U266, HL60 y U937 se expusieron a 50 uM de WIN-55 durante 15, 30, 45
y 60 min y luego se incubaron durante 20 min a 37°C con TMRE, que se acumula en las
mitocondrias activas. La tincion de TMRE se analizd a 549/575 nm (Ex/Em) mediante
espectrofotometria de fluorescencia en microplacas. Se utilizd cianuro de carbonilo m-
clorofenilhidrazona (CCCP) como control para inducir la pérdida de AWm.

4.3.6.2. Estudio de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las células tratadas con WIN-55 (50 uM) (106 células/ensayo) 6 con el vehiculo
respectivo se incubaron durante 15 6 30 minutos a 37°C, y se tifieron con la sonda
MitoSOX [Molecular Probes (Invitrogen)] a una concentracion de 5 yM para detectar el
superoxido mitocondrial. La sefial de MitoSOX se detectd mediante citometria de flujo

segun recomendaciones del fabricante.
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4.3.7. Estudios metabdlicos

4.3.7.1. Cuantificacion de ceramidas

Las lineas celulares HL60, KG-1a y U937 (20x10° células/condicién) se trataron
con WIN-55 (50uM) y/o inhibidores de ceramidas durante diferentes periodos de
tiempo y los lipidos se extrajeron con una solucién 2:1 de cloroformo / metanol(Folch et
al., 1987).

En los extractos cloroférmicos de los lisados celulares se incluyeron patrones internos
(20 pL) de C17:0 y se secaron bajo una corriente constante de nitrdgeno a temperatura
ambiente.

Las muestras reconstituidas se analizaron utilizando un sistema de cromatografia
liquida Agilent (Serie 1200) que consta de una bomba binaria (G1312A), conectada a un
espectrometro de masas APl 2000 de triple cuadrupolo (Applied Biosystems) utilizando
una interfaz de ionizaciéon por electropulverizacion en modo de ionizacion positiva (ESI
+). Las distintas ceramidas se separaron en una columna Zorbax Eclipse XDB-C1 de
Agilent. Los iones precursores y del producto se usaron con fines de cuantificacion y

confirmacion, y las condiciones de funcionamiento se resumen en la Tabla 4.

Ceramida Transicidn observada DP FP EP CE CXP
14:0 492.5 — 264.3 86 370 8 31 6
492.5 - 82.2 86 370 8 69 2
492.5 - 56.1 86 370 8 69 6
16:0 520.5 — 264.2 121 370 9 33 6
520.5 —> 82.2 121 370 9 69 2
520.5 > 55.0 121 370 9 95 6
18:0 548.6 — 264.4 86 370 9 37 6
548.6 — 82.0 86 370 9 83 8
548.6 — 55.0 86 370 9 97 6
18:1 546.5 — 264.3 106 370 8.5 37 6
546.5 — 82.2 106 370 8.5 75 2
546.5 — 55.1 106 370 8.5 101 6
20:0 225.2 —»55.1 31 360 10 53 6
225.2 > 61.1 31 360 10 35 8
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225.2 - 100.2 31 360 10 23 4

22:0 604.5 —> 264.3 136 370 12 35 6
604.5 — 82.2 136 370 12 87 2

604.5 - 55.1 136 370 12 111 6

24:0 632.5 — 264.3 146 250 11 37 6
632.5 > 82.2 146 250 11 91 2

632.5 —>55.1 146 250 11 109 6

24:1 630.5 — 264.2 136 370 9.5 45 8
630.5 — 82.2 136 370 9.5 75 0

630.5 > 67.0 136 370 9.5 123 0

17:0(1S) 534.4 — 264.3 101 370 10 37 6
534.4 — 82.2 101 370 10 77 2

534.4 - 55.1 101 370 10 103 6

Tabla 4. Optimizacion de las transiciones MRM para la deteccion de ceramidas. (DP: declustering
potential; FP: focusing potential; EP: entrance potential; CE: collision energy; CXP: cell exit

potential; IS: Internal Standard).

4.3.7.2. Tasa de consumo de oxigeno (OCR) y tasa de acidificacién
extracelular (ECAR)

La tasa de consumo de oxigeno (OCR) y la tasa de acidificacion extracelular
(ECAR) de las células U937, HL6O y CD34* humanas se determind utilizando un
analizador Seahorse XFp (Agilent, Santa Clara, Estados Unidos). Los cartuchos del sensor
XFp (Agilent, Santa Clara, Estados Unidos) se hidrataron durante la noche anterior con
200 pL de ddH,O a 37 °C en un incubador sin CO,. Dos horas antes de su uso, el ddH,O
se retird y se afiadié 200 uL de la solucion calibrante XF (Agilent, Santa Clara, Estados
Unidos) y se incubo a 37 °C en un incubador sin CO..

Brevemente, las lineas celulares U937 y HL60 se trataron con: i) vehiculo, ii) WIN-55 100
pIM durante 30 min o iii) Olaparib 10 uM durante 1 h y WIN-55 100 uM durante 30 min.
Las células humanas primarias CD34* se trataron con WIN-55 (100 uM) y se sembraron
3x10°, 4x10° y 3x10° células, respectivamente, en 180 uL de medio Eagle modificado de

Dulbecco (XF DMEM) en cada pocillo de la placa de cultivo celular de Seahorse de 8
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pocillos, y se dejaron en reposo durante 30 min antes del analisis. Las mediciones de
oxigeno y protones se realizaron durante 110 min, siguiendo el protocolo programado.
También se determind la tasa de consumo de oxigeno basal y la tasa de acidificacion
extracelular basal. Ademas, las lecturas de OCR y ECAR se normalizaron por millon de
células.
¢ Prueba de Mitostress

La funcion mitocondrial se analizé mediante inyecciones secuenciales de oligomicina
(2,5 uM), para bloquear la respiracion acoplada a ATP; Cianuro de carbonilo m-
clorofenilhidrazona (CCCP, 0,3 uM), para desacoplar la cadena respiratoria y asegurar
una respiracion maxima completa; y 0,5 uM de rotenona + antimicina A (Rot / AA), para
bloquear la respiracion mitocondrial.
Para esta prueba, se utilizo XF DMEM suplementado con L-glucosa 10 mM vy L-
glutamina 2 mM para células U937 y CD34* humanas, y con L-glucosa 21 mM vy L-

glutamina 2 mM para células HL60.

Seahorse XF Cell Mito Stress Test Profile

Mitochondrial Respiration

Rotenone &
Oligomycin FCCP antimycin A

A\ Spare
/ Capacity

Non-mitochondrial Oxygen Consumption

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

TIME (minutes)
Figura 24. Esquema resumen del funcionamiento del ensayo para medir la funcién mitocondrial
usando el kit Mito Stress Test para el analizador Seahorse XF de Agilent (Imagen tomada de la
web de Agilent Technologies, Inc.).
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o Test de estrés glucolitico

Para el test de estrés glucolitico, las células se trataron con inyecciones secuenciales
de glucosa 5 mM (10 mM en total), para forzar el proceso glucolitico celular; y 2-
desoxiglucosa (2-DG) 100 mM, para inhibir la glucdlisis. Para esta prueba, se usd XF

DMEM suplementado con L-glutamina 2 mM.

Glycolytic Function
Glucose Oligomycin Z-PG

v

o |l e 2

Glycolytic
Reserve

ECAR (mpH/min)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
TIME [minutes)

Figura 25. Esquema resumen del funcionamiento del ensayo para medir la funcién glucolitica
usando el kit Glycolysis stress test para el analizador Seahorse XF de Agilent. En nuestro abordaje
se ha obviado el uso de Oligomicina porque solo queriamos estudiar la glucdlisis y no la

capacidad glucolitica. (Imagen tomada de la web de Agilent Technologies, Inc.).
e Interpretacion de los resultados

Las mediciones del analizador de flujo se realizaron por duplicado para las células
U937 y HL6O, y por triplicado para las células CD34* humanas, y se repitieron al menos
tres veces (n=3).
La respiracion mitocondrial se calculo de la siguiente forma:

1) La respiracién no mitocondrial es la tasa después de la inyeccion de Rot / AA.
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2) Respiracion mitocondrial basal: es la resta de la respiracion no mitocondrial
(valor OCR tras la inyeccion de rotenona+antimicina A) menos el OCR basal.
3) Respiracion mitocondrial maxima: es la resta de la respiracion no mitocondrial a
la tasa de OCR después de las inyecciones de CCCP.
4) La glucdlisis se calculd restando el valor de ECAR basal al valor del ECAR
después de la segunda inyeccion de glucosa 5mM (es decir, 10mM de glucosa).
4.3.7.3. Actividad enzimatica
Las células HL60 y U937 se incubaron en presencia de WIN-55 (50 uM ¢ 100 uM)
durante 6 horas, Olaparib 10 uM (durante 7 horas) o ambos (una preincubacion de 1
hora con Olaparib + 6 horas con WIN-55). Las células se recogieron y se lavaron dos
veces con PBS. Una vez lavadas, se resuspendieron en el volumen de tampdn de ensayo
requerido en cada kit de ensayo enzimatico y se mantuvieron en hielo durante 10-20
minutos, dependiendo del kit de ensayo enzimatico en cuestion. Tras centrifugar a 4 °C
y 12.000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante resultante se utilizd para realizar el
ensayo enzimatico. Todas las enzimas de glucdlisis se analizaron mediante diferentes
kits de actividad enzimatica (Biovision) segun las instrucciones del fabricante. Por ultimo,
los resultados fueron normalizados por nimero de células.
4.3.8. Andlisis Estadisticos
A menos que se indique lo contrario, los experimentos se realizaron al menos
tres veces de forma independiente. Para los anélisis estadisticos, se utilizd el software
SPSS version 15.0 (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS, Chicago, IL, EE. UU) y
el software GraphPad Prism 5, y la significacion estadistica se definio como p < 0,05. Las

barras de error representan el error estandar de la media (SEM).
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Para evaluar el efecto de los farmacos sobre las distintas variables analizadas se
empled el test ANOVA 0 el test #student para datos pareados. La supervivencia de los
ratones fue calculada desde el dia del inicio del tratamiento hasta la muerte por
cualquier causa, usando la estimacién de Kaplan Meier. Para la comparacion entre las
curvas de infiltracion de LMA de los ratones se empled el test de modelo general de
medidas repetidas. Las imagenes de esquema se crearon con BioRender.

4.3.9. Declaracién de ética

Toda investigacion que involucre material humano o muestras de animales fue
aprobada por el Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) del Hospital Universitario

Virgen del Rocio y fue llevado a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.
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5. Resultados

5.1. Efecto antimieloma de WIN-55

5.1.1. WIN-55 disminuye selectivamente la viabilidad de las células de MM

En primer lugar, se evalud el efecto del cannabinoide WIN-55 sobre la
proliferacion celular y la viabilidad de varias lineas celulares de MM mediante ensayos

de MTT usando el kit Cell Counting Kit-8 (CCK-8) y ensayos de citometria de flujo.

La incubacion de las lineas celulares MM1.R, MM1S, RPMI y U266 con WIN-55
redujo significativamente la viabilidad celular de todas las lineas estudiadas a partir de la
dosis de 10 uM en el caso de la linea MM1.R, MM1.S y RPMI y de 20 uM en el caso de la
U266 a las 18 horas de incubacién, en comparacion con las células control tratadas con

vehiculo (Figura 26).

MM1.R
MML1.S
S 100: -+ RPMI
=) - U266
(]
o
e
©
o
= 504
9
8
>
X
F 3 F
O 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

WIN-55 (uM)

Figura 26. Andlisis de la viabilidad celular mediante ensayo CCK-8 en las lineas celulares de
mieloma multiple MM1.R, MM1.S, RPMI y U266 después de la incubacion con concentraciones
crecientes del cannabinoide WIN-55 durante 18 horas. Los valores medios de proliferacién de las
muestras de control no tratadas se tomaron como 100%. Los experimentos se repitieron 4 veces

en cada caso (n=4).
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El patron de sensibilidad vario de la linea U266, la mas resistente, (IC50 = 21,15
UM) a la linea RPMI que fue la mas sensible (IC50 = 7,89 uM). Para confirmar el efecto
antiproliferativo de WIN-55, llevamos a cabo un tratamiento con WIN-55 en las lineas
celulares U266 y RPMI y la muerte celular se determind mediante citometria de flujo

(Figura 27) tras 18 h de tratamiento, confirmando los resultados obtenidos previamente.

Vehiculo WIN-55 50pM B
| 181% 21.47% "2 % 4300% ©
5100
' 8
a) fa) B3 °
& 2 3
~ - ~ g 50
>
X
57.17% 193% 02 62% 27.04% 0 ; T r r T
e 0 10 20 30 40 50
Anexina-V Anexina-V WIN-55 (M)

Figura 27. Viabilidad celular determinada por citometria de flujo usando Anexina V / 7-AAD en
las lineas celulares U266 y RPMI tras la exposicién a WIN-55 durante 18 h. A) Gréficos de puntos
de una muestra representativa de la linea celular U266 control y tratada con WIN-55 (50 pM). B)
Cuantificacion de los resultados obtenidos en el analisis por citometria de flujo tras la incubacién
con WIN-55 (0-50 uM). Los datos se expresan como porcentaje del total de células vivas

(fraccion Anexina V- / 7-AAD").

El efecto de WIN-55 se examind también ex vivo en células plasmaticas
mielomatosas (CPm) de seis pacientes con MM. Para ello, se identificaron dichas células
por citometria de flujo como se indica en la Figura 16 y, adicionalmente, se estudié su
viabilidad con el marcaje de 7-AAD/Anexina-V. Después del tratamiento con WIN-55,
las CPm mostraron una disminucion significativa en la viabilidad celular en comparacion
con las células control (85% de células CPm muertas tras el tratamiento a la dosis de 50

UM). Por el contrario, la viabilidad celular de otras poblaciones de células normales,
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incluyendo los granulocitos-monocitos y linfocitos obtenidos de médula dsea de los
pacientes y donantes sanos apenas se vio afectada (Figura 28A). Solo la viabilidad de los

linfocitos B se redujo moderadamente con la dosis mas alta probada de WIN-55 (Figura

28B).
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Figura 28. A) Gréafico de puntos representativo y diagramas de barras de las distintas poblaciones
celulares de MO de pacientes de MM tras el tratamiento ex vivo con dosis crecientes de WIN-55.
Las células plasmaticas se identifican como CD38*, los linfocitos como CD45* y las células
granulomonociticas como CD64* tras las dosis indicadas de WIN-55 durante 18 horas. Se
representa la media de los resultados obtenidos tras el estudio de viabilidad por FACS de todos
los pacientes con MM estudiados (n=6). Los datos corresponden al porcentaje de células 7-
AAD*. B) Viabilidad de las poblaciones desglosadas de linfocitos T y B en las mismas condiciones
que las representadas anteriormente. Los valores medios de proliferacién de las muestras control

no tratadas se tomaron como 100%. * indica diferencias significativas con un valor de p <0,05.

Ademas, analizamos el efecto antiproliferativo de WIN-55 sobre las células
madre hematopoyéticas (CD34*) normales residuales de pacientes con MM v,
sorprendentemente, la viabilidad celular de las células madre hematopoyéticas no se

vieron afectadas por el tratamiento con WIN-55 (Figura 29).
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Figura 29. Andlisis de la viabilidad celular en células madre hematopoyéticas (CD34*)
previamente separadas por AutoMacs usando MicroBeads anti-CD34 después del tratamiento
con WIN-55, mediante ensayo con CCK-8. Los valores medios de las muestras de control no

tratadas se tomaron como 100%.

Estos resultados indican que los cannabinoides tienen un efecto antiproliferativo
y pro-apoptotico muy selectivo sobre las celulas mielomatosas, mientras que la
viabilidad de las células sanas, incluyendo las células precursoras hematopoyéticas no se

afectan tras la exposicion a WIN-55.
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5.1.2. El efecto de WIN-55 esta mediado por mecanismos apoptéticos.

Para evaluar si el efecto antiproliferativo de WIN-55 esta mediado por
mecanismos apoptoticos, se analizd la expresion de las proteinas PARP, caspasas y otras
proteinas pro / anti-apoptoticas (de la familia Bcl-2) en la linea celular de MM U266.

El tratamiento con WIN-55 indujo la escision de la forma completa de PARP de
manera dependiente del tiempo, con un aumento concomitante del fragmento
proteolizado de 89 kDa, que se convirtid en ligeramente detectable tras sélo 2 horas de
exposicion. Ademas, se evalud la activacion de la caspasa-3 usando un anticuerpo que
reconoce sus formas escindidas de 17 kDa y 12 kDa, respectivamente. La expresion de
ambas formas escindidas aumentd con el tiempo, en paralelo a la fragmentacion de
PARP. Esto indica que el efecto anti-proliferativo de WIN-55 es consistente con una

induccién de la activacion de la cascada de caspasas (Figura 30A).

Con el fin de identificar las principales vias de apoptosis a través de las cuales
WIN-55 ejerce su efecto pro-apoptdtico, ya sea la via intrinseca, la extrinseca o la
asociada a estrés de reticulo endoplasmatico, se evalud la expresion de las principales
caspasas iniciadoras, Casp-9, Casp-8 y Casp-2, respectivamente. Como se muestra en la
figura 30B, la expresion de las tres pro-caspasas disminuyod después de 2 h de
exposicion a los cannabinoides, pero solo en el caso de la Casp-2 se detectd un fuerte
aumento en la expresion de todas las formas escindidas. Por lo tanto, el procesamiento

y la activacion de Casp-2 fue mucho mas notable que la observada para Casp-8 y -9.

Para llevar a cabo un analisis aun mas detallado de los mecanismos implicados
en la apoptosis inducida por WIN-55, se analizaron varias proteinas de la familia Bcl-2,

como MCL-1, Bcl-XL, Bax y Bak involucradas en el proceso de apoptosis.
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Figura 30. Analisis mediante Western blot de la expresién de proteinas implicadas en procesos
apoptoticos en células U266 tratadas con WIN-55 (50 uM) durante 0, 2, 6, 18 y 24 horas. (A) Perfil
de la evolucion temporal de la expresion de la caspasa 3 y su sustrato, PARP. (B) Expresion de las
caspasas iniciadoras principales Casp-9, Casp-2 y Casp-8. La expresion de B-tubulina se utilizd

como control de carga. (PRO 6 full: Proteinas en su totalidad; CL: formas escindidas).
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El estudio de expresion por Western blot (Figura 31) mostro un aumento notable
de los reguladores pro-apoptéticos Bak y Bax, mientras que el nivel de expresion de las

proteinas anti-apoptoticas Bcl-xL y MCL-1, disminuyd con el tiempo.
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Figura 31. Western blot de las proteinas de la familia Bcl-2 Bak, Bax, Bcl-xL y Mcl-1 de células
U266 tras el tratamiento con WIN-55 (50 uM) durante el tiempo indicado. La expresién de (-

tubulina se utilizé como control de carga.

Para determinar si el el efecto pro-apoptético de WIN-55 estd mediado por la
activacion de las caspasas descritas anteriormente, las células se preincubaron con o sin
el inhibidor de pan-caspasa Z-VAD con anterioridad al tratamiento con WIN-55. Como
se muestra en la figura 32, Z-VAD inhibi6 la apoptosis inducida por cannabinoide en las

lineas U266 y RPMI.
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Figura 32. Viabilidad celular de las lineas celulares (A) U266 y (B) RPMI después de la incubacién
con un inhibidor de pan-caspasa (PC) y / o WIN-55 (W) a las dosis indicadas en cada caso
durante 18 h mediante ensayos con CCK-8. Los valores medios de las muestras de control no

tratadas se tomaron como 100%. * indica diferencias significativas con un valor de p <0,05.

Todos estos resultados muestran que el efecto del cannabinoide WIN-55 en las
células de MM esta, al menos en parte, mediado por mecanismos apoptéticos, siendo

posiblemente la via de la Casp-2 la activada mas fuertemente.

5.1.3. Vias de sefializacion alteradas por la exposicion de las células
mielomatosas a WIN-55

Con el fin de explorar las vias de sefializacion implicadas en la inducciéon de la
apoptosis por WIN-55, se evalud el perfil de expresion y fosforilacion de las quinasas p-
INK, p-Erk1/2, p-38, MAPK, p-Akt mediante western blot (Figura 33).

El tratamiento de la linea celular U266 con el cannabinoide WIN-55 incremento
ligeramente la fosforilacion de p-JNK'y p-Erk1/2, mientras que la activacion de la via p-
p38-MAPK disminuyd moderadamente. Curiosamente, WIN-55 tambiéen indujo una
regulacion al alza de p-Akt en momentos tempranos, mientras que, en tiempos mas

tardios, los niveles de expresion mostraron una fuerte caida.
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Figura 33. Anélisis de la expresién mediante Western blot de las proteinas fosforiladas p-
Akt, p-Erk1/2, p-INK 'y p-p38 en extractos de células U266 incubadas con 50 uM de WIN-55 en

los tiempos indicados. Se utilizd a-tubulina como control de carga.
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De acuerdo con estos resultados, WIN-55 modula diferentes vias implicadas en
el equilibrio de la supervivencia / muerte celular. Ademas, la via de Akt esta fuertemente
modulada y muestra una respuesta bifasica, con una activacion a corto plazo y una

regulacion a la baja a largo plazo.

5.1.4. La sintesis de novo de ceramidas esta involucrada en la apoptosis
inducida por WIN-55

Se ha descrito que la acumulacién de ceramidas sintetizadas de novo esta
implicada en el efecto pro-apoptético de los cannabinoides en celulas de
glioma(Velasco et al, 2005, 2012). Por ello, se evalud la expresion de ceramidas

mediante inmunofluorescencia en células de MM tras la exposicion a WIN-55 (Figura

34).

Figura 34. Microfotografia de tinciéon de ceramidas en células U266 sin tratar (izquierda) y

tratadas con 50 uM de WIN-55 (derecha) durante 6 horas.

Los resultados de este experimento mostraron un aumento notable en la
expresion de ceramida total mediante inmunocitoquimica en las células U266 tratadas

con WIN-55 en comparacion con las células no tratadas.
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Ademas, el nivel de expresion de serina palmitoiltransferasa (SPT), la enzima
limitante de la velocidad en la sintesis de novo de la ceramida, se incrementd en células

U266 después de la incubacion con WIN-55 (Figura 35).

Oh 2h 6h 18h 24h
SPT e S S R G2 kDa

a-tubuling GGG S —

Figura 35. Western blot en células U266 tratadas con 50 pM de WIN-55 durante los tiempos

indicados para la deteccion de SPT. La expresion de o-tubulina se utilizd como control de carga.

Se observo un aumento moderado de la SPT a las 2h después del tratamiento con
WIN-55, que alcanzd el nivel maximo a las 18h, coincidiendo con el punto de la
inhibicion de p-Akt en el tiempo.

Para confirmar la implicacion de este fosfolipido en la apoptosis inducida por
cannabinoides, las células de MM se preincubaron con un inhibidor de la sintesis de
ceramida, la fumonisina B1.

Como se muestra en la figura 36A, el bloqueo farmacolégico de la sintesis de
ceramidas mediado por fumonisina B1, inhibe la fragmentacion de PARP inducida por
WIN-55 en células U266. Ademas, la fumonisina B1 revertié el efecto antiproliferativo
inducido por el cannabinoide en U266 y RPMI, tal como se constatd mediante CCK-8

(Figura 36B).
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Figura 36. A) Niveles de expresion de PARP evaluados por Western blot en células tratadas con
vehiculo, 50uM de WIN-55 6 50 uM de Fumonisina B1 (FB1) junto con el cannabinoide. Se utilizd
a-tubulina como control de carga. (B) Anélisis de la viabilidad celular mediante el ensayo CCK-8
en células U266 (izquierda) y RPMI (derecha) tratadas con WIN-55, FB1 o la combinacién de
ambos durante 18 h a las dosis indicadas. * indica diferencias significativas con un valor de p

<0,05. (CNT, control; FB1, fumonisina B1).

Estos datos confirmaron que la ceramida juega un papel clave en la apoptosis

inducida por el cannabinoide WIN-55 en células de MM.

5.1.5. Efecto de WIN-55 en el reticulo endoplasmico (RE) y las mitocondrias

Por otro lado, las células mielomatosas tienen un RE muy hipertrofiado, y
presentan una intensa respuesta frente al estrés del reticulo que les permite mantener

su viabilidad. Por ello, se evalud el efecto de WIN-55 en el estrés del RE en las células
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U226. Para esto, estudiamos la expresion de distintas proteinas implicadas en la

respuesta al estrés del RE por Western blot en la linea U266 (Figura 37).
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Figura 37. Estudio de la expresion de las proteinas involucradas en la respuesta al estrés del RE,
como CHOP, ATF-4, p-IRET y XBP-1 en sus formas XBP-1s (escindida) y XBP-1u (no escindida)
después del tratamiento con 50 uM de WIN-55 a los tiempos de tratamiento especificados. Se
utilizé B-tubulina como control de carga.

Contrariamente a nuestras expectativas, encontramos una disminucion leve pero
sostenida de la expresion de proteinas de estrés del RE como CHOP, ATF-4, p-IRE1y
XBP-1's, en comparacion con las células control, y un ligero aumento del nivel de XBP-

1u, lo que podria sugerir que los cannabinoides disminuyen o evitan la respuesta a

proteinas mal plegadas (UPR) en células de MM.

Es importante destacar que la pérdida de potencial de membrana mitocondrial
(Agm) es un punto de no retorno durante el proceso de apoptosis. Por lo tanto,
evaluamos los cambios del AYm en células U266 tratadas con WIN-55 y se observo un
notable descenso del Aym en células U266 tras 30 minutos de incubacion, que siguio

decreciendo ligeramente con el tiempo (Figura 38).
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Figura 38. Evaluacion del potencial de membrana mitocondrial en células U266 después del
tratamiento con 50 pM de WIN-55, en los momentos indicados o CCCP como control positivo de
la técnica. Las células se marcaron con TMRE vy la sefial se analizd con un lector de fluorescencia
en placa usando el filtro con Em/Exc=485/538 nm. * indica diferencias significativas con un valor

de p <0,05. (URF: unidades relativas de fluorescencia).

5.1.6. El efecto de WIN-55 en las células de MM estd mediado por el
receptor CB2

Para saber si el efecto proapoptotico de WIN-55 depende de los niveles de los
receptores cannabionoides presentes en la célula, se evalué la expresion de los
receptores cannabinoides CB1y CB2 en lineas celulares de MM, asi como en las células

normales hematopoyeéticas (Figura 39).
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Figura 39. Patrén de expresion del receptor CB1y CB2 en varias lineas celulares de MM y células
primarias sanas (células madre hematopoyéticas, células T y B) previamente purificadas por
AutoMacs determinadas por Western blot. En el caso de CB1, la banda de 53 kDa seria la mas
aceptada para este receptor y para CB2, seria la banda de 40 kDa. Se utilizd -actina y a-tubulina

como control de carga. (CD34+: células madre hematopoyéticas; LB: linfocitos B; LT; linfocitos T).

Se observo que ambos receptores mostraron multiples bandas y un patron muy
heterogéneo entre los diferentes subtipos de células analizadas. En cuanto a CB1, la
banda principal fue la de 53 kDa, lo que es congruente con el tamafio esperado de la
secuencia de aminoacidos de su forma monomeérica, que es la forma inactiva. El patron
de CB1 también exhibio otras bandas immunorreactivas, aproximadamente a 80/85kDa,
100 kDa y ~70 kDa. CB2 exhibié principalmente una banda a 40 kDa, en consonancia
con el peso del monémero CB2, y otra banda de 30 kDa que podria corresponder a una
forma truncada. Esta ultima fue fuertemente expresada en las lineas celulares mas
sensibles a WIN-55 (MM1.R y RPMI).

Estos datos sugieren que la expresion de receptores cannabinoides es bastante
heterogénea en las células CD34*, linfocitos y lineas celulares de MM, aunque con una
tendencia hacia una mayor expresion de CB2 en lineas celulares mas sensibles al efecto

proapoptético de los cannabinoides.

5.1.7. WIN-55 potencia sinérgicamente el efecto de otros agentes
antimieloma

Algunos de los farmacos empleados en el tratamiento del mieloma multiple
incluyen la dexametasona, un corticoesteroide, y el melfalan, un farmaco alquilante y

citotdxico. Quisimos estudiar si el cannabinoide WIN-55 presentaba un efecto sinérgico
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con los mismos. Para ello, usamos las lineas celulares U266, RPMI, U266-LR7 y RPMI-LR5
(estas dos ultimas resistentes al melfalan).

Para ello, realizamos estudios de viabilidad de las diferentes combinaciones tras
realizar una curva dosis-respuesta de cada farmaco por separado. La dosis de WIN-55
utilizada fue de 20 uM en todas las lineas, mientras que las de dexametasona (Figura 40)

y melfalan (Figura 41) variaron dependiendo de cada linea celular.
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Figura 40. Estudio de la viabilidad mediante el ensayo de CCK-8 en las lineas celulares A) U266,
B) U266-LR7, C) RPMI y D) RPMI-LRS tras el tratamiento combinado de WIN-55 (20uM) y
concentraciones crecientes de dexametasona. Los asteriscos indican los valores del indice de

combinacion (Cl) que se muestra debajo de cada gréfico.

El indice (Cl) obtenido tras la combinacion de las diferentes dosis de los farmacos
indicdé que WIN-55 presentaba un caracter sinérgico con dexametasona (Figura 40) y

melfalan, incluso en las lineas celulares resistentes al melfalan (Figura 41). Estos
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resultados indican que WIN-55 en combinacion con dexametasona o melfalan no solo

actla sinérgicamente, sino que también sensibiliza de nuevo a las células resistentes a

melfalan.
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Figura 41. Estudio de la viabilidad mediante el ensayo de CCK-8 en las lineas celulares A) U266, B)
U266-LR7, C) RPMI y D) RPMI-LR5 después del tratamiento con una dosis fija de WIN-55 (20uM)
en combinacidn con concentraciones crecientes de melfalan. Los asteriscos indican los valores

del indice de combinacién (Cl) que se muestra debajo de cada grafico.

5.1.8. La administracion de WIN-55 inhibe el crecimiento tumoral in vivo

Por ultimo, se analizo el efecto antitumoral de los cannabinoides /n vivo utilizando
un modelo de xenoinjerto de MM humano en ratones NOD/SCID inmunodeficientes
(NSG) (Figura 42).

Se observo una pérdida notable y progresiva de volumen tumoral después de la

administracion de WIN-55 en comparacion a los animales control tratados con vehiculo.
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Estos resultados, no sélo confirman el efecto antiproliferativo de los cannabinoides, sino
que muestran que la administracion de cannabinoides frena o incluso evita el

crecimiento del plasmocitoma derivado de la linea celular U266 en los ratones NSG.
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Figura 42. Efecto antimieloma /n vivo del cannabinoide WIN-55 en plasmacitomas inducidos en
ratones NSG por inoculacion de células U266. Los ratones (10 ratones por grupo) fueron
asignados al azar en tres grupos para recibir intraperitonealmente 5 mg/kg de WIN-55 cada 24
h, cada 48 h, y vehiculo (<0,15% DMSO en medio) como grupo control. El grafico muestra la
evolucion del volumen tumoral durante los dias indicados. Los datos representan la media del

volumen de todos los ratones de cada grupo.
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5.2. Efecto antileucémico de WIN-55

5.2.1. Las lineas celulares de LMA humanas HL60, KG1a, U937 y MV-4-11 son
sensibles a los efectos citotdxicos de WIN-55, mientras que las células primarias
sanas no se ven afectadas.

Para estudiar si WIN-55 mostraba algun efecto sobre la viabilidad y proliferacion
de las lineas celulares leucémicas humanas U937, HL60, KG-1a y MV-4-11y las células
primarias sanas aisladas (linfocitos T y B) /in wvitro, se expusieron a diversas
concentraciones de WIN-55 (100 nM-50 pyM) durante 18 horas y la viabilidad celular se

midié mediante Cell Counting Kit-8 (Figura 43).
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Figura 43. Estudio de la viabilidad y proliferacién de las lineas celulares de LMA y células
primarias sanas.
Las lineas celulares de LMA HL60, KG-1a, U937 y MV-4-11y las poblaciones de células, linfocitos T
y linfocitos B de donantes sanos, previamente aisladas por AutoMACS, se trataron con
concentraciones crecientes del cannabinoide WIN-55 durante 18 horas y la viabilidad celular se

analizd mediante Cell Counting Kit-8.

Como se muestra en la Figura 43, la dosis letal media (LDso) en todas las lineas
estudiadas fue menor a 10 uM, dosis de WIN-55 que condujo a una reduccion muy
significativa en la viabilidad y/o proliferacion de las lineas celulares de LMA de una

manera dependiente de la concentracion. Por el contrario, la viabilidad y/o proliferacion
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de las subpoblaciones de células normales de donantes sanos no se vio afectada incluso
a las dosis mas altas testadas. Las lineas celulares mas sensibles bajo nuestras
condiciones de estudio fueron HL60 y U937, que presentaron una LDsy de 6,99 y 6,35
UM respectivamente tras 18 horas de incubacion.

Ademas, analizamos el efecto de WIN-55 sobre estas dos lineas celulares a

diferentes tiempos de incubacién y dosis mas bajas (Figura 44).
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Figura 44. Estudio de viabilidad celular de las lineas HL60 y U937 mediante Cell Counting
Kit-8 a diferentes tiempos (18, 48 y 72 horas) de incubacién a dosis de 0-10 uM de WIN-55.

Estos experimentos nos permiten concluir que el efecto antiproliferativo de WIN-
55 es dependiente de concentracion y de tiempo de exposicion al farmaco.

Para comprobar el tipo de muerte celular producida tras la exposicion a WIN-55,
se realizaron estudios de viabilidad mediante citometria de flujo usando un marcaje con
Anexina V y 7AAD. La figura 45 muestra cémo la frecuencia de células Anexina
V*/TAAD* incrementa de manera dosis dependiente, al igual que se observo en células
Anexina V*/7TAAD" a dosis mas bajas (datos no mostrados), lo que indica que la muerte

celular se produce a través de apoptosis.
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Figura 45. A) Los gréficos de citometria corresponden a un ejemplo representativo del
analisis de viabilidad de la linea HL60 por citometria de flujo a las 18 horas. Las condiciones
control, 10 uM y 50 uM de WIN-55 se muestran en esta figura. B) Analisis de las células vivas
(7AAD /Anexina V") tras el tratamiento con diferentes dosis de WIN-55 en las lineas HL60 y U937
a 18 horas. En todos los casos, los valores medios de viabilidad de las muestras control se
tomaron como 100%. Los resultados son representativos de cuatro experimentos. *** indica

diferencias significativas con un valor de p < 0,0005.

Por otro lado, quisimos estudiar si el efecto citotéxico de WIN-55 se producia de
manera aguda tras su administracion en las células o si era consecuencia de un periodo
de tiempo prolongado en el medio de cultivo. Para ello, incubamos las células HL60 con
altas dosis de WIN-55 (50-200 uM) durante solo 15 minutos, seguido de un lavado de
las células y posterior incubacion de las mismas en medio completo sin farmaco.

La viabilidad celular se analizd 18 horas después mediante tincion con Anexina

V/7AAD mediante citometria de flujo (Figura 46), y observamos que la viabilidad celular
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se vio significativamente afectada tras 15 minutos de incubacion con WIN-55 a las dosis

testadas.
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Figura 46. A) Los graficos de citometria corresponden a un ejemplo representativo del anélisis de
viabilidad por citometria de flujo en la linea HL60 expuesta a distintas dosis de WIN-55 durante
15 minutos y analizada a las 18 horas. Las condiciones control, 50 uM y 200 uM de WIN-55 se
muestran en esta figura. B) Andlisis de las células vivas (7AAD/Anexina V") tras el tratamiento con
diferentes dosis de WIN-55 en la linea celular HL60 durante 15 min y analizadas a las 18 horas. En
todos los casos, los valores medios de viabilidad de las muestras control se tomaron como 100%.
Los resultados son representativos de cuatro experimentos. ** indica diferencias significativas con
un valor de p < 0,005 y *** p < 0,0005.

5.2.2. WIN-55 ejerce un efecto heterogéneo en las células leucémicas
primarias de pacientes con LMA, mediado principalmente a través del receptor
CB2.

Para determinar si el efecto antiproliferativo de WIN-55 se producia también

sobre células leucémicas de pacientes, el efecto de WIN-55 ex vivo se examind
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mediante citometria de flujo sobre blastos obtenidos de 40 pacientes con LMA en el
momento del diagnostico.

Se obtuvieron las células mononucleares de muestras de MO después de
centrifugacion en gradiente con Ficoll y se incubaron con WIN-55 durante 18 horas.
Después del tratamiento, las células de LMA se identificaron con una combinacion de
anticuerpos monoclonales contra los antigenos asociados a las células de LMA en el
momento del diagndstico previamente descrita (Ver seccidon Materiales y Métodos
5.313.2).

El analisis de viabilidad celular mediante tincion con Anexina V / 7AAD mostré una
disminucion notable (> 50%) en el 77,5% de los pacientes a una dosis de 50 uM de

WIN-55 (Figura 47).
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Figura 47. Efecto de WIN-55 ex vivo. Se incubaron células mononucleadas de 40 pacientes
de LMA con 10 uM y 50 uM de WIN-55 y se analizd la viabilidad celular mediante marcaje con
7AAD / Anexina V por FACS a las 18 horas. Cada linea de la grafica se corresponde con un
paciente. Los resultados muestran un patrén muy heterogéneo de respuesta, por lo que
dividimos a los pacientes en tres grupos segun su sensibilidad al efecto antileucémico de WIN-
55.

117



5.2.3. Relacidn entre la sensibilidad a WIN-55 y |la expresién de receptores
cannabinoides.

Ante estos resultados, quisimos comprobar si el efecto heterogéneo producido
por los cannabinoides se correspondia con los niveles de receptores cannabinoides
expresados por cada paciente, por lo que analizamos los niveles de trasncripcion de los
receptores CB1y CB2 en muestras de los pacientes mediante PCR cuantitativa (Figura
48).
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Figura 48. Correlacion entre el efecto antileucémico de WIN-55 dectectado por citometria de
flujo tras el tratamiento durante 18 horas a una dosis de 50 UM y los niveles de expresion de CB1
(R=-0,3714 y P=0,13) y CB2 (R=-0.5079 y P=0,0134) determinados por PCR cuantitativa. Estos
niveles se relativizaron a los niveles obtenidos para la expresién del gen ABL (usado como
housekeeping). Solo se usé las muestras de los pacientes con una infiltracién en MO> 75% de

blastos.
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Observamos como existe una correlacion inversa entre la expresion de ambos
receptores y la viabilidad celular tras el tratamiento con WIN-55 durante 18 horas, de
manera que los pacientes con mayores niveles de expresion de receptor presentan una
mayor sensibilidad al farmaco y, por tanto, una menor viabilidad.

Los datos estadisticos muestran que solo en el caso del receptor CB2 se produce
una relacion inversa significativa (p=0,0134), aunque los datos de CB1 también
presentan una tendencia. Esto se puede deber a un menor nimero de pacientes
incluidos en el caso de CB1, ya que, aunque se ha estudiado en el mismo ndmero de
pacientes, el nivel de expresion de CB1 en células del sistema inmune es indetectable en
muchos casos.

A continuacion, examinamos la citotoxicidad inducida por WIN-55 en lineas
celulares de LMA en presencia de antagonistas selectivos de CB1 o de CB2. Con ese fin,
las células de la linea HL60 se expusieron a 10 uM de WIN-55 en presencia o ausencia
del antagonista CB1 (LY320135) y / o CB2 (SR144528), y se determind la viabilidad celular

18 h después (Figura 49).
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Figura 49. Estudio de la viabilidad celular por CCK-8 en la linea celular HL60 tras 18 horas de
incubacion con los antagonistas cannabinoides CB1 (LY320135) y / o CB2 (SR144528) solos o en
combinacion con WIN-55 (10 uM).

Los resultados muestran que el tratamiento con el antagonista selectivo de CB2
SR144525, inhibe significativamente la muerte celular inducida por el cannabinoide
WIN-55, mientras que LY320135, selectivo de CB1, no mostro datos estadisticamente
significativos, aunque muestra una tendencia similar. Cuando se combinaron ambos
antagonistas el resultado fue similar al obtenido por el antagonista selectivo de CB2 por

si solo, por lo que no se observé ningun efecto sinérgico entre ambos antagonistas.

5.2.4. Andlisis genético de las mutaciones presentes en blastos de
pacientes, y su relacion con la sensibilidad a WIN-55

También quisimos estudiar la relacion entre la respuesta al tratamiento con WIN-
55 en muestras primarias humanas con las mutaciones encontradas en los blastos de
cada paciente. Para ello, los pacientes se categorizaron en tres grupos en relacion a la
funcion celular que desempefian cada uno de los genes mutados (Figura 50): en verde,
se muestran los pacientes que presentan mutaciones en los factores de transcripcion
(RUNXT y CEPBa), en morado los genes implicados en proliferacion y supervivencia
(PTPNT1, KIT, FLT3 Y KRAS), y en azul, los genes implicados en las modificaciones
epigenéticas (NPM1, TET2, IDH1/2 y DNMT3a). La figura 50 representa la sensibilidad de
los blastos de los distintos pacientes de LMA estudiados en relacion a la funcion

molecular que desempefian los genes que se encuentran mutados en cada caso.
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Figura 50. Representacion de la correlacion entre la sensibilidad de los blastos al tratamiento con
WIN-55 tras incubar a una dosis de 50 uM durante 18 horas y las mutaciones que presentan
dichos blastos de pacientes en el momento del diagndstico. Cabe destacar que la mayoria de los
pacientes presentan mas de un gen mutado. (Los datos de cada paciente se encuentran

detallados en la Tabla 3).

Los resultados obtenidos en pacientes con LMA nuevamente muestran un patron
muy heterogéneo, donde no se observa una clara correlacion entre la sensibilidad al
farmaco WIN-55 y las mutaciones encontradas en cada paciente. Aunque en el caso de
los pacientes con la mutacion CEBPa se aprecia una mayor sensibilidad a WIN-55y los
pacientes con mutacion en KRAS una mayor resistencia, seria pertinente aumentar el
numero de pacientes con dichas mutaciones en este estudio para corroborar dichos

datos.

5.2.5. El cannabinoide WIN-55 tiene un potencial antileucémico potente y
selectivo in vivo

Para explorar el efecto de los cannabinoides sobre el crecimiento de células de
LMA humanas /n vivo, las células HL60 se inyectaron por via intravenosa en ratones
inmunodeprimidos NSG irradiados. Este experimento genera un modelo de leucemia

aguda humana bastante agresivo (el tiempo maximo de supervivencia sin tratamiento
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nunca supero los 20 dias), que se caracteriza por una infiltracion medular en las fases
iniciales que se extiende posteriormente por el individuo completo. Fenotipicamente,
estos ratones presentan esplenomegalia, pérdida de peso, piloereccion, caquexia y
paralisis de las patas traseras en la etapa final de la enfermedad.

Para monitorizar la progresion de la enfermedad, una vez que se confirmd por
citometria de flujo la infiltracion de células humanas en MO, los ratones se asignaron a 4
grupos: ratones inyectados con células HL60 tratados con vehiculo (HL60+vehiculo),
ratones con células HL60 tratados con 5 mg/kg/dia de WIN-55 (HL60+WIN-55), ratones
irradiados inyectados con medio RPMI y con el vehiculo (Control+Vehiculo), en lugar de
células HL60, que no debian manifestar ningun sintoma excepto los provocados por el
proceso de irradiacion, y otro grupo control sin células tratado con WIN-55
(Control+WIN-55).

Tras 5 dias de tratamiento, los ratones se sacrificaron y el porcentaje de células
humanas HL60 en MO, sangre periférica y bazo se cuantificd por citometria de flujo.

Como podemos apreciar en la Figura 51, WIN-55 redujo el ndmero de celulas
HL60 humanas en SP, MO y bazo tras 5 dias de tratamiento en comparacion con el

grupo de ratones tratados con vehiculo.

o]
Q 3, &15 34 —
5 2, @ 1] 5 ]
S 10 3 5 :
S 0 ©
c s
X 0 o 0 X 0
Vehiculo WIN-55 " Vehiculo WIN-55 Vehiculo WIN-55

Figura 51. Estudio de la presencia de células CD45+ humanas en MO, SP y bazo de los ratones
xenotrasplantados con células HL60 después de 5 dias de tratamiento tras la confirmacién de la

enfermedad con vehiculo o cannabinoide WIN-55 a una dosis de 5 mg/kg/dia analizados por
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citometria de flujo. Se usaron n=7 ratones en cada condicién. * indica diferencias significativas

con un valor de p < 0,05

También se determind el tamafio del bazo de los diferentes grupos de ratones
después de 5 dias de tratamiento para monitorizar la esplenomegalia tipica de este

modelo, que correlaciona directamente con la carga tumoral del ratén (Figura 52).
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Figura 52. A) Imagen representativa del tamafio medio de los bazos en cada grupo tras 5
dias de tratamiento. B) Cuantificacion media de las medidas tomadas a todos los ratones
expresadas en cm. Se usaron n=7 ratones en cada condicion. ** indica diferencias significativas

con un valor de p £ 0,005y *** p < 0,0005

Observamos un aumento estadisticamente significativo del tamafio del bazo en
ratones con el xenoinjerto de HL60 tratados con vehiculo frente a ratones de los grupos
controles sin enfermedad, mientras que los xenoinjertos de HL60 tratados con WIN-55
presentaron un tamafio del bazo similar a los del grupo control, lo que coincide con los
datos que muestran una infiltracion menor de células humanas en bazo tras el

tratamiento con el cannabinoide.
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Por otro lado, para poder monitorizar la progresion de la LMA en los mismos
individuos a diferentes tiempos sin necesidad de sacrificarlos, se gener6 un modelo que
permitiese estudiar la infiltracion tumoral mediante ensayos de bioluminiscencia. Para
ello, se usé un modelo de xenoinjerto con células HL60 que expresaban luciferasa.

Una vez que se confirmd un foco de infiltracién en la MO, los ratones se
asignaron arbitrariamente a 2 grupos: tratados con vehiculo o tratados con WIN-55 (5
mag/kg/dia) (Figura 53).

Ademas, los niveles de bioluminiscencia de los ratones estudiados se cuantificaron
y se represento el valor promedio de los mismos (Figura 54), los cuales indican una
reduccion de la intensidad de la sefial en los ratones tratados con WIN-55 frente a los

tratados con vehiculo.

Vehiculo WIN-55 5 mg/kg/dia

Figura 53. Modelo murino xenoinjertado con células HL60-Luciferasa. La infiltracion se
determind mediante bioluminiscencia tras la inyeccion con luciferina. Una vez se confirmd un
foco de infiltracion en la MO, los ratones se asignaron arbitrariamente a 2 grupos: tratados con
vehiculo o tratados con 5 mg/kg/dia WIN-55.
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Figura 54. Cuantificacion de la intensidad de bioluminiscencia de los ratones tratados con
vehiculo (Iinea azul) frente a los tratados con WIN-55 (linea morada) expresadas en unidades

relativas de fluorescencia (URF).

Por otro lado, para estudiar el efecto de WIN-55 en la supervivencia global de los
ratones xenoinjertados con HL60, los ratones que recibieron WIN-55 se compararon
con un grupo control que recibid vehiculo, y con otro grupo que fue tratado con
citarabina (ARA-Q).

Tras los distintos tratamientos, observamos una supervivencia significativamente
mayor entre los ratones tratados con WIN-55 en comparacion con el grupo de control
(p < 0,0001) y el grupo tratado con ARA-C (p < 0,005), siendo las medianas de
supervivencia para el grupo control de 5 dias, para ARA-C de 11 dias y para WIN-55 de
18 dias (Figura 55).

Adicionalmente, determinamos el perfil de toxicidad de WIN-55 en la
hematopoyesis sana, mediante el tratamiento de ratones BALB/c con WIN-55 (5
mg/kg/dia durante 7 ¢ 28 dias) y se estudiaron las frecuencias de subpoblaciones
celulares presentes en SP mediante recuento celular en hemograma (Figura 56) y las de

progenitores hematopoyeticos en MO mediante citometria de flujo (Figura 57).
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Figura 55. Grafica Kaplan-Meyer que representa la supervivencia de ratones tratados con el

cannabinoide WIN-55 a una dosis de 5 mg/kg/dia (n=21) en comparacién con el grupo control

tratado con vehiculo (n=18) y el grupo tratado con ARA-C a 50 mg/kg durante 5 dias (n=10).
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Figura 56. Andlisis de los recuentos de células de SP en ratones BALB/c control o expuestos a 5

mg/kg/dia de WIN-55 durante 7 o 28 dias. En todas las condiciones donde no se detalla la

significancia estadistica es porque los datos no fueron significativos. Se estudiaron los WBC

(globulos blancos), GRA (granulocitos), LYM (linfocitos), MON (monocitos), HGB (hemoglobina) y

PLT (plaquetas).

El analisis de las poblaciones celulares de SP revelaron una leve disminucion de

los monocitos tras 7 dias de tratamiento, que volvieron a los niveles normales a los 28
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dias, y un aumento en el recuento de plaquetas con el tratamiento con WIN-55,

mientras que no se observaron cambios significativos para el resto de las células

sanguineas.
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Figura 57. Gréaficas de puntos que representan los porcentajes de células de las diferentes
subpoblaciones identificadas en la fraccion Lin de la MO después del tratamiento con vehiculo o
WIN-55 durante 7 y 28 dias. Analizamos las subpoblaciones de células LKS de la médula Osea
(poblaciones de LKS de largo plazo (LT-HSC), de corto plazo (ST-HSC) y de progenitores
multipotentes (MPP)), las subpoblaciones de LK (progenitor comun mieloide (CMP), progenitores
megacariocito/eritroides (MEP) y poblacién de progenitores de granulocitos/ macréfagos (GMP))
y los progenitores comunes linfoides (CLP) mediante citometria de flujo. En todas las condiciones
donde no se detalla la significancia estadistica es porque los datos no fueron significativos. Los

porcentajes hacen referencia a la fraccion Lin™ de la MO.

Asi, pudimos confirmar que el tratamiento con WIN-55 no indujo cambios

significativos en las poblaciones LKS y CLP, sugiriendo que las dosis usadas no
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presentan citotoxicidad ni en los progenitores hematopoyeéticos mas inmaduros ni en el
progenitor linfoide comun. Se observd también un aumento de las células LK totales
después de 7 dias de tratamiento, que se correspondid con el crecimiento en las
subpoblaciones GMP y CMP. Este incremento mostrado a los 7 dias no se observo tras
28 dias de tratamiento, en el cual, los niveles de las poblaciones fueron los mismos que
los del grupo control. Después de 28 dias de tratamiento con WIN-55, se observd una
ligera disminucion en el nimero de células LK totales, que se atribuyd a la subpoblacion
MEP. Estos datos sugieren que el tratamiento con 5 mg/kg/dia de WIN-55 a largo plazo
es seguro para las distintas subpoblaciones de progenitores hematopoyéticos presentes
en la MO y no afecta por tanto la viabilidad de las células hematopoyéticas sanas /n
VIVO.

Finalmente, para evaluar si el efecto proapoptotico de los cannabinoides podria
estar relacionado con la capacidad de proliferacion celular, se trataron ratones BALB/c
con G-CSF (para promover la division celular) solo o en combinacion WIN-55. Para ello,
los ratones sanos recibieron durante 3 dias una inyeccion intraperitoneal de G-CSF (150
ug/kg/dia) mas vehiculo 6 de G-CSF (150 pg/kg/dia) en combinacion con WIN-55 (5
mg/kg/dia). WIN-55 o el vehiculo se administraron 4 dias adicionales hasta llegar al dia
7. Posteriormente, las diferentes subpoblaciones celulares presentes en SP se analizaron
mediante recuento celular en hemograma, o las poblaciones de progenitores
hematopoyéticos en MO mediante citometria de flujo.

Los estudios de poblaciones celulares de sangre periférica revelaron un aumento
de granulocitos y monocitos después del tratamiento con G-CSF, que no se vio afectado

con la combinacion con el cannabinoide WIN-55 (Figura 58).
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Figura 58. Anélisis de los recuentos de células de SP en ratones BALB/c control (n=19), expuestos
a 150 pg/kg/dia de G-CSF mas vehiculo durante 3 dias y sélo vehiculo hasta llegar al dia 7 (n=6),
0 G-CSF mas 5 mg/kg/dia de WIN-55 (n=8) durante 3 dias y sélo 5 mg/kg/dia de WIN-55 hasta
el dia 7. En todas las condiciones donde no se detalla la significancia estadistica es porque los
datos no fueron significativos. Se estudiaron los WBC (glébulos blancos), GRA (granulocitos),
LYM (linfocitos), MON (monocitos), HGB (hemoglobina) y PLT (plaquetas).

Con respecto a las poblaciones de HSC, G-CSF aumenté las poblaciones totales
de LK y LKS (Figura 59). Pero mientras que en las distintas subpoblaciones de LK la
combinacién con WIN-55 no modifico el efecto producido por el G-CSF, en la
subpoblacion de células LKS LT-HSC y ST-HSC se aprecio un descenso en dichas células
tras el tratamiento combinado de ambos farmacos.

Esto podria deberse a que las células presentes en la SP son células diferenciadas

y no proliferantes, por lo que no existen cambios tras el tratamiento.

129



O 15 TR o SD'
2 10 2 60;
S — € 40
! Ak
0 ] _?Eé— 5 204
~ B . 2
=0 i | | 0
CNT GCSF GCSF
+WIN5S5
020, —— 0 15 -
E i E Wk i
E:- 154 sgpE— i %1D~
1.0 vl Q -t
W m 7]
T — I5- i
K 051 u -
- w0 bk
w2 00 , , . <0 : . |
CNT GCSF GCSF CNT GCSF GCSF
+WINSS +WIN55
0, = B Tm
D ik dd
= 20-
2 E= Y = =
L] o 1 b
o —=—
L 10 = 10
0] ——— 0 5.
2 =9

CNT GCSF GCSF

+WIN5S5

CNT GCSF GCSF
+WIN55

CNT GCSF GCSF

+WINS5

1.0,
= 08.
S 06
o
tos T
0.2 i
< = *“_ﬁr
00, : :
CNT GCSF GCSF
+WINS5
20, *
O
215{ fg2°
c Ak
Em = _a
‘.l.
|
= 5
3
0

CNT GCSF GCSF
+WIN55

Figura 59. Porcentaje de subpoblaciones de progenitores presentes en la fraccion Lin- de la MO

después del tratamiento con vehiculo (CNT), 150 pg/kg/dia de G-CSF mas vehiculo durante 3

dias y sélo vehiculo hasta llegar al dia 7 (n=6), o G-CSF durante 3 dias y luego 5 mg/kg/dia de

WIN-55 hasta el dia 7 (n=8). Analizamos las subpoblaciones de células LKS presentes en la

médula 6sea (poblaciones de LKS de largo plazo (LT-HSC), de corto plazo (ST-HSC) y de

progenitores multipotentes (MPP)), las subpoblaciones de LK (progenitor comin mieloide (CMP),

progenitores megacariocito/eritroides (MEP) y poblacion de progenitores de granulocitos/

macrdfagos (GMP)) y los progenitores comunes linfoides (CLP) mediante citometria de flujo. En

todas las condiciones donde no se detalla la significancia estadistica es porque los datos no

fueron significativos. Los porcentajes hacen referencia a la fraccion Lin- de la MO.
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Sin embargo, en las poblaciones de HSC de la MO, que son poblaciones mas
dindmicas, si se aprecia que el efecto de G-CSF sobre la proliferacion de las células LT-
HSC y ST-HSC se suprime por la adicion de WIN-55, bien porque WIN-55 esté actuando
afectando la viabilidad de las células mas proliferantes o que esté afectando al proceso
de diferenciacion celular de las HSC.

5.2.6. WIN-55 desregula procesos bioldgicos cruciales en las células de LMA.

Para dilucidar las vias de sefializacion implicadas en el efecto antileucémico de
WIN-55, realizamos un analisis de la expresion génica mediante microarrays en células
HL60 tras el tratamiento con WIN-55 (la lista completa de genes afectados usando

como criterio un Fold Change mayor a +/-2 se muestra en el Anexo I).

Tabla 5. Vias desreguladas afectadas tras el tratamiento de la linea HL60 con WIN-55

Tamano del Ne de
conjunto genes N2 de genes
sobreexpre regulados a
ID Descripcion NES FDR de genes sados la baja
GO0:003 Respuesta a estrés del 2,80682 9,92E
4976 RE 166 -33 283 42 1
GO0:000 1,32629 1,82E
8152 Procesos metabolicos 702 -26 10815 169 70
G0:000 Respuesta celular a 1,62457 1,68E
6281 dafio en el ADN 259 -07 525 4 5
GO0:000 Organizacion 1,60948 3,77E
7005 mitocondrial 036 -07 510 9 3
GO0:000 1,29792 3,20E
8283 Proliferacion celular 253 -06 1837 32 23

Tabla 5. Vias celulares desreguladas en presencia de WIN-55 detectadas en base al
sistema de clasificacion de ontologia genética (GO) y utilizando el anélisis de enriquecimiento de
conjuntos de genes (GSEA) de los resultados obtenidos tras el estudio de microarrays de células
HL60 tratadas durante 6 horas con 50 uM de WIN-55 frente a células control. (NES: Normalized

enrichment score, FDR: False discovery rate)
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La agrupacion de los genes expresados diferencialmente en procesos biolégicos,
basados en el sistema de clasificacion de ontologia genética (GO) y utilizando el analisis
de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA), revel6 un enriquecimiento
significativo de genes regulados hacia arriba o hacia abajo asociados con distintos
procesos biolégicos, como la respuesta a estrés del RE (regulacion positiva), proceso
metabdlico (regulaciéon negativa), reparacion del ADN (regulacién negativa),
organizacion de la mitocondria (regulacion negativa) o proliferacion celular (regulacion

negativa) (Tabla 5y Figura 60).

Asi, este analisis indica que WIN-55 desregula los procesos recién mencionados,
razon por la cual podria producir el efecto antileucémico en las células de LMA y por

ello procedimos a estudiar cada uno de estos procesos.

Proliferacién celular Respuesta celular a daino en el ADN

N

Mo, .
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Respuesta a estrés del RE Mitocondria

Procesos metabdlicos

TR |Facs Baary Wwand

Figura 60. Resumen de las principales vias alteradas y los genes afectados en cada una de ellas
tras realizar un estudio por microarrays de células HL60 tratadas durante 6 horas con 50 uM de

WIN-55 frente a células control.
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5.2.7. WIN-55 afecta a las principales vias de proliferacion e induce apoptosis
mediada por caspasas.
La regulacion de AKT, ERK1/2, JNK y p38 juegan un papel fundamental en la

supervivencia celular o apoptosis(Gomez Del Pulgar et al., 2000; Herrera et al., 2005).
Por lo tanto, examinamos si la exposicion a WIN-55 alteraba los niveles de las formas
fosforiladas de estas quinasas de sefializacion.

Las células HL60 se expusieron a WIN-55 (50 uM, durante 2, 6, 18 y 24 h). Los
ensayos de Western blot demostraron que el tratamiento con WIN-55 regulaba
ligeramente al alza p-JNK y p-Erk1/2 al igual que ocurria en las células de MM, mientras
que p-p38 y p-AKT se regulaban moderadamente a la baja a lo largo del tiempo (Figura
61).

Horas: 0 2 6

18
I

P-Erk1/2 TS SSSS SR e e 44 kDa

P35 S - 8 kDa
Btubuiing [ 5 D:

Figura 61. Estudio de la activacion mediante fosforilacién de diferentes proteinas implicadas en

24

las vias de sefializaciéon MAPK y PI3K/Akt tras incubacion con WIN-55 (50 pM) durante distintos
periodos de incubacién (0-24 horas) mediante Western blot. Se usé la expresién de B-tubulina

como control de carga.

La via de PI3K/AKT se encarga de modular la proliferacion celular mientras que las
quinasas JNK (también conocidas como Stress-Activated Protein Kinase) actian en
respuesta a una sefial de estrés, por lo que podriamos afirmar que WIN-55 suprime las
vias de induccion de proliferacion celular mientras que aumenta la expresién de
proteinas de respuesta a estrés.

134



Por otro lado, estudiamos la activacion de las caspasas implicadas en este proceso
después del tratamiento con WIN-55. De acuerdo con los estudios del proceso de
apoptosis mediante citometria de flujo, se determind la expresion de proteinas
relacionadas con la apoptosis celular en células HL60 expuestas a WIN-55 (50 uM o

vehiculo durante 2, 6, 18 y 24 h) mediante Western blot (Figura 62).

Horas: 0 2 6 18 24
PARP " B . . . 116kDa

PARPtruncada .. D —— — 89 kDa

Procaspasa-3 W B S SRR 35kDa
Casp-3 truncada” - 17 kDa
Procaspasa-0 [N B 47kDa
Procaspasa-2 -- - - ‘ 32 kDa
Procaspasa-8 _-- e W 55 kDa

B-tubulina 55 kDa

Figura 62. Las células HL6O se incubaron con 50 pM de WIN-55 en el periodo de tiempo
indicado y la expresion de las formas escindidas o truncadas de la caspasa 3y la fragmentacion
de su sustrato PARP se analizaron mediante Western blot. La expresidon de las caspasas
iniciadoras principales, Casp-9, Casp-2 y Casp-8 también se estudiaron. Se usé la B-tubulina

como control de carga.

Los resultados obtenidos muestran que la exposicion a WIN-55 provocd la
activacion de caspasas. Mas especificamente, observamos la escision de la caspasa-3 y
su sustrato PARP y la acumulacion de sus formas activas, a la vez que se observo una
reduccion de la procaspasa-2, -8 y -9, hecho que sucede cuando se activan. Esto indica
qgue WIN-55 activa las vias apoptoticas tanto intrinsecas como extrinsecas.

Para investigar mas a fondo la importancia de las caspasas en el efecto citotoxico

de los cannabinoides, se evalud la capacidad del inhibidor pancaspasa Z-VAD(OMe)-
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FMK para suprimir el proceso de muerte celular inducida por WIN-55. Las células se
preincubaron durante 1 hora con Z-VAD(OMe)-FMK y posteriormente se afiadio WIN-
55 o vehiculo durante 18 h. Como se muestra en la figura 63, el efecto proapoptético de
los cannabinoides en las células de LMA disminuyd significativamente tras la co-

incubacién con el inhibidor de pancaspasas.
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Figura 63. Se incubaron células HL60 con vehiculo, 5 pM de WIN-55, 10 uM del inhibidor
pancaspasa Z-VAD(OMe)-FMK o en presencia de ambos compuestos. Después de 18 h, se

analizo la viabilidad celular mediante Cell Counting Kit-8.

En resumen, nuestros resultados proporcionan evidencias de que el compuesto
cannabinoide WIN-55 induce la muerte celular mediada por apoptosis mediante la

activacion de las vias intrinseca y extrinseca.

5.2.8. WIN-55 no provoca un dafio directo en el ADN, pero PARP1 ejerce un
papel importante en el efecto producido por las células de LMA.

Para comprobar si WIN-55 actuaba produciendo dafio en el ADN, estudiamos dos
mecanismos implicados en este proceso, como es el aumento de la fosforilacion de la
proteina H2AX y la acumulacion de poly-(ADP-ribosa) (o PAR), producto de la actividad

de la enzima PARP1, mediante inmunofluorescencia.
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En este caso, el aumento de la fosforilacion de la serina 139 de y-H2AX y de la
PARylacion de proteinas nucleares, eventos clave en la sefializacion de la presencia de
dafio en el ADN aumenté (Figura 64 y 65), pero este efecto se atribuyd a un efecto
indirecto sobre las células apoptdticas tras la incubacién con altas dosis de WIN-55 maés

que a un efecto generalizable de dafio en el ADN inducido por WIN-55.

DAPI

Figura 64. La expresion de H2AX y PAR se midio mediante anélisis de inmunocitofluorescencia a

las 6 horas después del tratamiento con WIN-55.
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Figura 65. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia observada en el analisis de

inmunocitofluorescencia que se muestra en la Figura 64.
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Finalmente, para descartar un efecto de WIN-55 como inductor de cortes de
doble cadena en el ADN, dafio que activa la fosforilacion de la serina 139 en y—H2AX,
analizamos la sinergia en la letalidad celular tras la preincubacion con Olaparib, un
inhibidor de PARP1. Si el incremento de sefial en ser139-H2AX tras el tratamiento con
WIN-55 se debe a una deficiencia intrinseca del proceso de recombinacion homdloga
en las células de LMA, y a la generacion de cortes de cadena sencilla por la accion de
WIN-55 y su posterior conversion a cortes de doble cadena tras la replicacion, es
esperable que WIN-55 sea sinérgico con el inhibidor de PARP Olaparib.
Sorprendentemente obtuvimos el efecto contrario. Olaparib revirtié casi en su totalidad
la muerte causada por WIN-55 (Figura 66), lo que sugiere que durante el tratamiento
con WIN-55 PARP1 presenta una funcion importante durante el proceso apoptotico mas

que durante el proceso de reparacion del ADN.
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Figura 66. La supervivencia celular de las células HL60 se determind después de la incubacién
con WIN-55 10 uM, Olaparib 10 uM o ambos mediante ensayos de viabilidad con el Cell

Counting Kit-8 tras 18 horas de incubacion.

Tras comprobar la importante implicacion de PARP en el efecto antileucémico

provocado por WIN-55, nos propusimos estudiar si existia una correlacion entre la
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sensibilidad al tratamiento y los niveles de expresion basal de ARNm de PARP1 en los

pacientes de LMA estudiados (Figura 67).
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Figura 67. Correlacién entre viabilidad celular tras tratamiento con WIN-55 (50 pM) y niveles de
ARNm de PARP1 en muestras de pacientes con LMA estudiadas al diagnéstico con mas de un

75% de blastos (Azul) o CD34+ de donantes sanos (Rojo).

Estos resultados indican que no existe una clara correlacién entre la expresion de

PARP1 en pacientes de LMA y el grado de sensibilidad a WIN-55.

5.2.9. WIN-55 induce dafio en organelas como el reticulo endoplasmatico y la
mitocondria.

Nuestro estudio transcriptbmico muestra que la via celular mas afectada por el
tratamiento con WIN-55 son las vias de estrés del RE y la de respuesta a proteinas mal
plegadas (UPR). Por tanto, para validar nuestros datos analizamos la activacion de
algunas de las proteinas principales de estas vias, como son las fosforilaciones de p-

PERK, p-IRET o la acumulacion de CHOP mediante Western blot (Figura 68).

139



Horas: 0 2 6 18 24

p-PERK Y 170 kDa

P-IRE1T | s e s s s 110 kDa

CHOP - “ 27 kDa
P ———— -

Figura 68. Estudio de la expresién de proteinas implicadas en la UPR. Se trataron células HL60
con WIN-55 (50 uM) durante los tiempos indicados en la parte superior del panel. Se usé la -

actina como control de carga.

Con respecto al estrés del reticulo endoplasmico y la via UPR, el tratamiento con
el cannabinoide WIN-55 aumenté significativamente la fosforilacion de factores clave,
como p-IRE1, p-PERK y la expresién de CHOP, lo que confirma los datos obtenidos en
nuestro array.

Tambiéen se estudio el efecto de WIN-55 sobre la actividad funcional de las
mitocondrias. La exposicion de las células HL60 a 50 uM de WIN-55 durante 15 o 30
minutos condujo a una reduccién significativa del potencial de membrana mitocondrial

como se muestra en la figura 69.
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Figura 69. (A) Las células HL60 sin tratar 6 tratadas con 50 uM de WIN-55 (10° células por ensayo

a los 15 y 30 minutos) se tifieron con TMRE para evaluar el potencial de membrana mitocondrial
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mediante FACS. Como control positivo para la pérdida de AYm se usé CCCP. (B) Cuantificacion
de la pérdida de potencial de membrana mitocondrial con lector de fluorescencia en placa

Fluoroscan. El valor medio del contro se relativizé al 100% (n=3).

También estudiamos la produccion de ROS utilizando el fluorocromo MitoSox en
células HL60. La exposicion de HL60 a WIN-55 condujo a un aumento significativo en

los niveles de ROS a los 15 minutos o mas (Figura 70)
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Figura 70. Las células HL60 se tifieron con 5 pM de la sonda MitoSOX para detectar la
produccidon de superéxido en la mitocondria. En este caso, como control positivo de la

producciéon de ROS se utilizd H,0, y se analizod la sefial con un lector de fluorescencia en placa.
Este mismo experimento se realizd con células CD34* y en este caso no se
detectd un aumento de la produccion de ROS tras el tratamiento con WIN-55 como

sucedia en las células leucémicas (Figura 71).
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Figura 71. Las células CD34* procedentes de aféresis se trataron con 50 pM de WIN-55 durante
15 6 30 minutos y luego se tifieron con 5 uM de la sonda MitoSOX para detectar la produccion

de superdxido mitocondrial.

Se ha descrito que PARP (Hocsak et al., 2017) juega un papel protector en las
mitocondrias evitando la produccion de ROS. Para evaluar si Olaparib suprimia el
incremento en los niveles de ROS provocados por el tratamiento con WIN-55, llevamos
a cabo tratamientos combinados. Nuestros resultados indican que las preincubaciones
durante 1 hora con Olaparib (Figura 72) no suprimian el aumento de ROS provocado
por WIN-55 vy, por lo tanto, no actlan protegiendo contra el dafio mitocondrial

provocado por WIN-55.
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Figura 72. La produccion de ROS se analizd en células HL60 usando MitoSox tras ser tratadas con
50 uyM de WIN-55 durante 30 minutos, 10 uM de Olaparib preincubado 1 hora antes del

tratamiento con el cannabinoide o ambos.

Para profundizar en el estudio mitocondrial, se analizaron la respiracion basal y

maxima mediante cuantificaciones de niveles del consumo de oxigeno (OCR) utilizando
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el kit MitoStress y el analizador Seahorse tanto en lineas de LMA como en celulas sanas
CD34" previamente enriquecidas mediante FACS (en este caso solo fue posible analizar
la respiracion basal debido a la limitacion de células).

Los resultados de este experimento indicaron que las células U937 (Figura 73)
mostraron una disminucién en ambas respiraciones después del tratamiento con WIN-
55, que no fue revertida por Olaparib (incluso disminuyé mas aun en el caso de la
respiracion basal), al igual que en el caso de la linea celular HL60 (Figura 74), aunque
aqui los resultados no fueron estadisticamente significativos, debido a la mayor

dispersion de los datos en la condicion control.
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Figura 73. Los niveles de OCR se cuantificaron en células U937 después de los tratamientos con
WIN-55y / o Olaparib para determinar los niveles respiratorios basales y maximos mediante el

analizador Seahorse.

Por el contrario, el OCR de las células CD34* no se vio afectado después del
tratamiento con WIN-55, por lo que no fue necesario comprobar si la co-incubacién

con Olaparib revertia los cambios producidos (Figura 75).
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Figura 74. Niveles de OCR en las células HL60 después del tratamiento con WIN-55y / o
Olaparib mediante el analizador Seahorse.
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Figura 75. Niveles de OCR en las células CD34* previamente sorteadas después del tratamiento

con WIN-55 mediante el analizador Seahorse.

5.2.10. La apoptosis inducida por WIN-55 se correlaciona con la acumulacién
de ceramidas

Dado que se ha descrito la implicacion de las ceramidas sintetizadas de novo en la
apoptosis inducida por cannabinoides en células de glioma(Gémez del Pulgar et al.,
2002), investigamos si la muerte celular inducida por WIN-55 en las células leucémicas

se debia al aumento de los niveles de ceramida.
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Para ello, estudiamos los niveles de ceramidas totales mediante un marcaje
fluorescente mediante microscopia, mostrando que existen diferencias significativas en
las cantidades de ceramidas totales en células no tratadas frente a las tratadas con

cannabinoide WIN-55 por inmunofluorescencia (Figura 76).

Vehiculo 50 uM WIN-55

Figura 76. Inmunocitoquimica de tincién de ceramidas totales en células HL60 tratadas con
el vehiculo o tratadas con WIN-55 (50 uM) durante 6 horas.

Para corroborar que los cambios que produce WIN-55 en los niveles de ceramidas
es una caracteristica general de las células leucémicas y comprobar qué subtipos
concretos de ceramidas son los que se ven afectados, llevamos a cabo una
determinacion cuantitativa de los niveles de ceramida C16:0, C18:0, C18:1, C22:0, C24:0y
C24:1 mediante HPLC / MS-MS en las lineas celulares HL60 (Figura 77) y U937 (Figura
78).

Los datos obtenidos muestran que las ceramidas 16:0, 18:0 y 18:1 siguieron un
patron de aumento constante en todas las lineas hasta 24 horas de tratameinto,
mientras que las ceramidas de cadena mas larga alcanzaron su nivel maximo a las 6

horas tras la exposicion alcanzando posteriormente los niveles basales.
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Figura 77. Las células HL60 se incubaron con WIN-55 (50 pM) durante los tiempos indicados y los

niveles de los diferentes tipos de ceramidas se cuantificaron por HPLC / MS.
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Figura 78. Cuantificacion de los niveles de diferentes tipos de ceramidas mediante HPLC / MS-

MS en la linea celular U937 tras la incubacion con 50 uM de WIN-55 en los tiempos indicados.
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Los niveles de esfingosina-1-fosfato (S1P) y ceramida-1-fosfato (C1P) también se
vieron afectados en células HL60 (Figura 79A y 79B) y U937 (Figura 80A y 80B) tras el
tratamiento con WIN-55 tanto a 6 como a 18 horas. Estos datos confirman que los

cannabinoides afectan significativamente al metabolismo de las ceramidas.
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Figura 79. (A) Los niveles de STP y (B) CIP se cuantificaron por HPLC / MS-MS en la linea HL60
mediante curvas de calibracion, en las que se utilizé la ceramida 17:0 como patrén interno. Las

desviaciones estandar relativas (RSD) fueron <10%.
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Figura 80. Las graficas muestran los niveles de (A) STP y (B) C1P en la linea U937 cuantificados por

HPLC / MS-MS tras el tratamiento durante 6 y 18 horas de 50 uM de WIN-55.

Para confirmar que la acumulacion de ceramidas es el mecanismo principal por el
cual se produce el proceso apoptotico de WIN-55, y no es una consecuencia indirecta,

realizamos una serie de experimentos con inhibidores selectivos de enzimas que se
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encuentran implicadas en la biosintesis de ceramidas, como la miriocina, un inhibidor de
la serina palmitoiltransferasa (SPT); la fumosinina B1 (FB1), un inhibidor de la ceramida
sintasa; ABC294640, PF-543 y SKI-II (inhibidores de la SphK); e inhibidores especificos de
los receptores de S1P como son FTY720, Ozanimob, BAF-312, JTE-013 y Ponesimod

como se muestra en el siguiente esquema (Figura 81).
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Figura 81. Esquema de la ruta de sintesis de ceramida de novo y los pasos en los que los

inhibidores usados en nuestro estudio (en rojo) bloquean este proceso.

Solo el bloqueo de la sintesis de ceramidas con FB1, el inhibidor de la ceramida
sintasa, previno parcialmente la disminucion de la viabilidad de las células HL60 tras la
exposicion a WIN-55 segun los resultados obtenidos mediante estudios con Cell

Counting Kit-8 tras 18 h de incubacion (Figura 82).
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Figura 82. Gréfica de barras que muestra los resultados de viabilidad de las células HL60 en
presencia de los diferentes inhibidores de ceramidas solos o en combinacion con WIN-55. Se
analizé la viabilidad celular por CCK-8 para confirmar la reversién de la apoptosis mediada por
WIN-55. Con todos los inhibidores se realizaron curvas dosis-respuesta previas a este ensayo
solos 0 en combinacién con WIN-55 para seleccionar las mejores dosis en cada caso. Los valores
medios de proliferaciéon de las muestras control se tomaron como 100%. Los resultados son
representativos de cuatro experimentos por triplicado. * indica diferencias significativas con un

valor de p < 0,05.

Para comprobar si las dosis estudiadas de Fumonisina B1 inhibian la sintesis de
ceramidas (Figura 83), comprobamos mediante HPLC/MS-MS que dichas dosis
suprimian la acumulacion de ceramidas observadas tras la incubacion solo con WIN-55,
lo que sugiere que la supresion parcial de la muerte celular provocada por WIN-55
descrita en la figura 83 se debe en parte a la acumulaciéon de ceramidas.

Sin embargo, el tratamiento con FB1 no restaurd la capacidad formadora de
clones de las células tratadas con WIN-55, sugiriendo que la acumulacion de ceramidas,

aunque puede proporcionar una ventaja de crecimiento parcial, no parece ser el
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mecanismo principal de muerte celular provocado por WIN-55 en las células leucémicas

(Figura 84).
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Figura 83. Se incubaron células HL60 con WIN-55 50 pM en presencia de Fumonisina B1 o
vehiculo. Después de 6 h, se determinaron los niveles de diferentes tipos de ceramidas mediante
HPLC / MS-MS para confirmar la inhibicién de ceramidas de FB1. El grafico muestra como
gjemplo los niveles de la ceramida C16:0, aunque todos los otros subtipos disminuyeron sus

niveles de igual forma.
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Figura 84. Nimero de colonias cultivadas a partir de una sola célula tratada con WIN-55 en
combinacién con vehiculo, miriocina o FB1. Solo se indican los casos en los que el estudio
estadistico resulté significativo. * indica diferencias significativas con un valor de p < 0,05y ** un

p < 0,005
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5.2.11. WIN-55 altera diversas rutas metabdlicas de las células de LMA

Una vez en el interior celular, las moléculas de glucosa sufren un conjunto de
reacciones oxidoreductoras que la transforman en dos moleculas de acido pirdvico. El
acido piruvico, tras su tranformacion en acetil-CoA, entra en el ciclo de Krebs para la
generacion de biomasa celular y la consecuente produccion de poder reductor en
forma de NADPH y ATP, necesarios para el mantenimiento de la bioenergética celular.
El paso de electrones desde el NADPH a la cadena de transporte de electrones se
acopla al transporte de protones, que permite la generaciéon de ATP en cantidades
necesarias para suplir los procesos celulares adversos.

Ademas, se ha descrito en la literatura un papel importante de PARP en la
regulacion de algunas proteinas metabdlicas. La hexoquinasa por ejemplo, contiene un
motivo susceptible de modificarse mediante PARilacion, por lo que la activacion de
PARP conduce a una disminucion de la actividad de HK(Andrabi et al., 2014) y por tanto
produce una regulacion negativa de la glucdlisis (Fouquerel, Goellner, Yu, Gagné,
Moura, et al,, 2014).

Por ello, nos propusimos estudiar el efecto que podria tener el canabinoide
WIN-55 en el proceso de glucdlisis y si existia una relacion funcional con PARP. Para
dicho propdsito, se estudié la glucdlisis, el ciclo de Krebs y la via de las pentosas fosfato
despueés del tratamiento con WIN-55 solo o en combinacion con Olaparib.

En el caso de la glucdlisis, se hizo un estudio exhaustivo de la actividad de las
enzimas implicadas tras el tratamiento con WIN-55 (6 horas) en combinacion con
Olaparib (1 hora de preincubacion antes del tratamiento con WIN-55) (Figura 85).

Expresando la actividad enzimatica de las células no tratadas como 100% en
cada una de las enzimas estudiadas, representamos en la figura 86 todas aquellas cuya

actividad enzimatica se vio afectada significativamente tras el tratamiento con 100 uM
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de WIN-55 durante 6 horas, que fueron todas las enzimas glucoliticas excepto la
enolasa. En concreto, la HK, PGI, PFK, aldolasa, TPI, GAPDH y PGM disminuyeron su

actividad mientras que PGK y PK la aumentaron de manera dramatica.
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Figura 85. Cuantificacion de la actividad de las enzimas glucoliticas mediante el uso de kits
especificos para cada una. En la grafica se muestran todas las enzimas que su actividad se
modifico tras el tratamiento durante 6 horas con 100 uM de WIN-55 de manera significa con
respecto al control. Ademas, se muestran con asteriscos aquellos casos en los que este aumento
o disminucion de la actividad provocada por el cannabinoide se revirtio tras la preincubacion con

Olaparib.

Ademas, se estudio si la preincubacion con Olaparib (10 uM durante una hora)
podria revertir los cambios producidos por WIN-55 en la actividad de las enzimas
implicadas en la glucdlisis y observamos que Olaparib revertia de manera significativa
los cambios en la actividad enzimatica provocados por WIN-55 de PGI, PFK, GAPDH y
PK.

Para complementar los perfiles metabdlicos, se determino el total de protones

producidos en el ciclo de Krebs y excretados por las células atribuible principalmente al
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acido lactico producido en la glucdlisis y a la hidratacion del CO, mediada por la

anhidrasa carbdnica (CO, + H,O -> HCO; + H*) mediante el andlisis de ECAR,

utilizando el kit de tasa glucolitica y el analizador de flujo extracelular XFp tras los

diferentes tratamientos.

Las células U937 y HL60 tratadas con WIN-55 mostraron menos niveles de ECAR

que el grupo control o las células tratadas con WIN-55 + Olaparib, mientras que los

niveles de ECAR de las células CD34* no se vieron afectados (en este caso no se estudid

la combinacion de WIN-55 + Olaparib debido a la limitacion de células sorteadas

disponibles) (Figura 86).
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Figura 86. Estudio de la glucdlisis en la linea celular A) U937, B) HL60 y C) CD34* sanas usando el
kit de tasa glucolitica mediante el analizador de flujo extracelular XFp tras los diferentes

tratamientos.

Con estos datos podemos concluir que el tratamiento con WIN-55 afecta a la
glucdlisis de las lineas de LMA estudiadas, siendo la linea U937 mas glucolitica que la
HL60, mientras que no se afecta a las células CD34* sanas. Ademas, la pre-incubacién
con Olaparib revirtié los cambios producidos por el cannabinoide, sugiriendo que
PARP1T juega un papel importante en la modulacién de la glucdlisis mediada por WIN-
55.

Por otro lado, la via de las pentosas fosfatos se conecta con la glucdlisis, siendo
la G6Pdh la enzima limitante de este proceso. Por ello, analizamos la actividad de la
G6Pdh usando un kit de actividad especifico para esta enzima y detectamos una gran
disminucion en la actividad después de la exposicion a WIN-55 en lineas de LMA, que

fue revertida por la preincubacion de Olaparib (Figura 87).
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Figura 87. Estudio de la actividad enzimatica de G6Pdh usando un kit especifico para ello tras el
tratamiento durante 6 horas con 100 uM de WIN-55, 10 uM de Olaparib o la combinacion de

ambos.

De todos los resultados anteriores, hay que resaltar a las enzimas GAPDH, PK y
G6Pdh, las cuales se afectaban con WIN-55 solo y no cuando se preincubaba las células
con Olaparib. GAPDH y PK tienen en comun que son las Unicas enzimas de glucdlisis
gue usan o generan NAD+ y NADH. Ademas, G6Pdh se caracteriza por generar grandes
cantidades de NADPH a partir de NADP.

Para comprobar si existia una deplecion de los niveles de NAD+ celular, tambien
comprobamos si la coincubacién de nicotinamida (NAM), un precursor fisiolégico del
NAD+, solo o en combinacion con WIN-55 prevenia la muerte celular provocada por el
cannabinoide (Figura 88). La viabilidad celular fue mayor cuando co-incubamos células

U937 tratadas con NAM + WIN-55 frente a WIN-55.
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Figura 88. Viabilidad celular medida por Cell Cunting Kit-8 tras la incubacion de nicotinamida

(NAM) sola o en combinacion con WIN-55 durante 18 horas.

Por ultimo, quisimos evaluar el efecto que ejercia WIN-55 en el ciclo de Krebs.
Para ello, suplementamos el medio de cultivo con diferentes metabolitos del ciclo de
Krebs, como el piruvato (metilpiruvato 5mM), 5 mM de acido oxalacetato (OAA, 5mM) y
succinato (dimetil-succinato 5mM) 24 horas antes de tratar las células con vehiculo o
WIN-55. Tras el tratamiento, no observamos supresion de la letalidad celular provocada
por el tratamiento con WIN-55 mediante analisis de citometria de flujo en la linea
celular U937 (Figura 89) ni en la HL60 (datos no mostrados), lo que sugiere que el
tratamiento de WIN-55 no bloquea el ciclo de Krebs, ni disminuye la disponibilidad de

algunos de sus metabolitos.
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Figura 89. Estudios de viabilidad tras el suplemento de los metabolitos del ciclo de Krebs metil
piruvato (MP), dimetil succinato (DMS) y acido oxalacetato (OAA), todos ellos a una
concentraciéon de 5 mM, solos o en combinaciéon con 10 uM de WIN-55 o vehiculo en la linea

celular U937 analizados mediante marcaje con 7AAD/Anexina por citometria de flujo.

5.2.12. WIN-55 promueve la muerte celular a través de PARP (Parthanatos).

La muerte celular dependiente de PARP1, Parthanatos, se caracteriza por una
pérdida del potencial de membrana mitocondrial irreversible, deplecion de NAD*
celular, fragmentacion del ADN y condensacion del nucleo, aumento de PAR, parilacion
de AIF y translocacion de AIF de la mitocondria al nucleo.

Como hemos podido constatar en experimentos anteriores, observamos que la
pérdida de potencial de membrana mitocondrial se detectaba a tiempos muy precoces
tras la incubacion con WIN-55 y que se observaba una deplecion de NAD* en las células
de LMA.

Para comprobar si el tratamiento con WIN-55 producia traslocacion de AIF de la
mitocondria al nucleo, estudiamos la localizacion subcelular de AIF mediante Western

blot. Tras la exposicion a WIN-55 (50 uM durante 6 horas) la expresién de AIF disminuia
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en la mitocondria mientras aumentaba en la fraccion citoplasmatica y nuclear (Figura

90).
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Figura 90. Expresion de AlF tras la incubacion con 10 uM de Olaparib, 50 uM de WIN-55 o ambos
tras 6 horas de incubacion en las diferentes fracciones subcelulares obtenido por Western blot.
Como control de carga se usaron las proteinas especificas de cada fraccion celular COX IV, B-

actina y Laminina B respectivamente.

Con estos datos podemos concluir que WIN-55 produce muerte dependiente de
PARP1 ademas de la apoptosis y por ello tanto el inhibidor de pancaspasas como
Olaparib, el inhibidor de PARP, fueron capaces de revertir la muerte celular producida
por WIN-55 al completo, mientras que el resto de mecanismos estudiados también se
veian afectados pero no pudimos demostrar que fueran el desencadenante primario del
proceso de muerte, ya que al revertirlo no se recuperd la viabilidad celular de las células

leucémicas tratadas con el cannabinoide WIN-55.
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Blogue I. Efecto del cannabinoide WIN-55 en mieloma multiple

Dentro del campo de la oncologia, la investigacion con derivados cannabinoides
se ha centrado en su efecto antiemético, mientras que sus propiedades antineoplasicas
no se abordaron hasta finales de la década de 1990, y se enfocaron en tumores solidos
como el glioma(Sanchez et al., 1998) y el cancer de mama(De Petrocellis et al., 1998). En
cambio, respecto a las neoplasias hematoldgicas, se dispone de poca informacion.

Los efectos biolégicos de los cannabinoides se han relacionado con varios
receptores especificos. De todos ellos, CB1y CB2 son los que mejor se han caracterizado
(Matsuda et al., 1990; Munro et al, 1993b). CB1 se expresa abundantemente en el
sistema nervioso y esta asociado con efectos psicotropicos mientras que CB2, por el
contrario, se expresa principalmente en células hematopoyéticas(Galiegue et al., 1995;
Howlett, 2002; Lee et al., 2001).

Respecto a estos Ultimos, los cannabinoides desempefian procesos fisiolégicos
fundamentales como la  migracion y diferenciacion de las  células
hematopoyéticas(Patinkin et al., 2008), la activacion plaquetaria(De Angelis et al., 2014) o
la proliferacion(Yeshurun et al., 2015). Especificamente, el sistema endocannabinoide
regula la hematopoyesis y la migracion de las HSC mediante la sinergia con el factor
estimulante de colonias, la interleucina-3 (IL-3) y la eritropoyetina a través del receptor
CB2(Jorda et al., 2009; Patinkin et al., 2008; P. Valk et al., 1997).

Las células CD34* normales apenas expresan los receptores CB2, lo que las haria
menos susceptibles a los efectos de los cannabinoides(M. Victoria Barbado et al., 2017;
Jorda et al., 2004). Por otro lado, el marcaje de las células normales de la médula ésea

utilizando anticuerpos especificos contra CB2 en combinacién con anticuerpos frente a
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CD34, CD33, CD66 o CD14 no ha revelado niveles de CB2 detectables en las células
mieloides en cualquier etapa de diferenciacion(Jorda et al., 2004).

En cuanto a la contrapartida tumoral de las células hematopoyéticas, se han
descrito niveles variables de expresién de receptores cannabinoides en linfoma de
células del manto(Flygare et al., 2005), leucemia linfocitica cronica(Freund et al., 2016),
leucemia linfoblastica aguda(Kampa-Schittenhelm et al, 2016) y ahora, tras estos
estudios, en mieloma multiple(M. Victoria Barbado et al., 2017; Garofano & Schmidt-
Wolf, 2020).

Con esta informacion, podemos considerar que la presencia de receptores CB2
en el tejido hematopoyético abre una oportunidad al uso de derivados cannabinoides
en el tratamiento de algunas hemopatias malignas como el mieloma mudltiple y la
leucemia mieloblastica aguda.

A pesar de la existencia de modelos murinos deficientes tanto en CB1, CB2 o en
ambos, hasta la fecha no se descrito que la deficiencia en dichos receptores altere la
hematopoyesis o modifique la incidencia de tumores hematolopoyéticos en dichos
modelos.

Ademas de la implicacion del receptor CB2, Morelli et al. analizaron el efecto del
cannabidiol en dos lineas celulares de MM que sobrexpresan el receptor transitorio
potencial vanilloide tipo-2 (TRPV2) y en células primarias seleccionadas en base a la
expresion de TRPV2(Morelli et al, 2014). Los autores describieron que el cannabidiol
ejerce un efecto proapoptético al menos parcialmente mediado por este receptor. En
nuestro caso, dado que las lineas celulares U266 y RPMI no expresan el receptor TRPV2,
no encontramos que el efecto de WIN-55 en células mielomatosas esté mediado por

este receptor vanilloide. Por su parte, Feng et al. estudiaron el efecto de un antagonista

162



Discusioén

cannabinoide, la fenilacetilamida, y demostraron que este farmaco induce el bloqueo
del ciclo celular en lineas de MM(Feng et al., 2015).

En el presente trabajo de tesis doctoral, demostramos que el cannabinoide
sintético WIN-55 reduce la viabilidad de las células de MM, tanto en lineas celulares
como células plasmaticas mielomatosas primarias de pacientes con MM de alto riesgo y
que, ademas, este efecto es selectivo, ya que la viabilidad de células sanas normales,
incluidas las células madre hematopoyéticas, apenas se vié afectada.

Este efecto proapoptético es, al menos parcialmente, dependiente de caspasas,
presentando la caspasa-2 un papel predominante en el proceso de apoptosis inducida
por el cannabinoide WIN-55 en células de MM. La activacion de caspasa-2 aguas arriba
de la caspasa-9 se ha descrito en células de MM después del tratamiento con
bortezomib, un agente que ejerce su efecto proapoptotico a través de un aumento del
estrés asociado al RE(Gu et al., 2008). Por otro lado, se ha descrito un efecto similar en
lineas celulares de glioma tratadas con cannabinoides(Carracedo, Lorente, et al., 2006).

Inesperadamente, nuestros resultados mostraron que los cannabinoides inhiben
la UPR y la expresion de proteinas implicadas en la respuesta al estrés del RE. Este
hecho podria indicar que este tratamiento pueden disminuir la capacidad de compensar
el estrés del RE basal de las células de MM, lo que afectaria su capacidad para utilizar el
papel citoprotector de la UPR(Yadav et al., 2014).

En concreto, la sintesis de novo de ceramida se produce en el RE (Stiban et al,
2008) y juega un papel fundamental en la apoptosis. (Morad & Cabot, 2013; Hannun
1997).

Los cannabinoides pueden promover la sintesis de ceramidas, tanto por hidrdlisis de

esfingomielina como por la via de novo. Pero solo la sintesis por la via de novo se ha
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relacionado con el efecto pro-apoptotico de los cannabinoides. La actividad de esta via
esta regulada por la enzima SPT(Velasco et al., 2005) y en nuestro caso, descubrimos
que la exposicion de las lineas celulares de MM a WIN-55 regula la expresion de SPT,
aumentando los niveles de ceramidas. De hecho, el bloqueo de la sintesis de ceramida
mediante el uso de inhibidores comerciales confirmé la participacion de las ceramidas
en la apoptosis inducida por los cannabinoides de acuerdo a lo que estaba previamente
descrito en glioma(M. Guzman et al., 2001; Herrera et al., 2006).

Ademas, las celulas de MM tratadas con WIN-55 presentaban una pérdida del
potencial de membrana mitocondrial temprana, a tiempos mas tempranos de los que se
detecta la escision de las caspasas. De acuerdo con nuestros resultados, se ha descrito
que la ceramida puede pasar del RE a la mitocondria, permeabilizando rapidamente su
membrana, incluso antes e independientemente de la activacion de las
caspasas(Robertson et al., 2004; Colombini, 2013).

También observamos una regulacion positiva temprana de Bax y Bak, que estan
implicados en la estabilizacion de los canales de ceramida en las mitocondrias(Beverly et
al., 2013; Kuwana et al., 2002; Westphal et al., 2014). La ceramida tambien promueve la
inhibicion de Mcl-1y Bcl-xL(Perera et al., 2012), hecho que coincide con la regulacion a
la baja de ambas proteinas como hemos observado por Western blot.

Por otro lado, podemos destacar que Akt es la via de sefializacion activada por
WIN-55 de manera mas significativa en células de MM, induciendo una respuesta
bifasica similar a la inducida por cannabinoides en glioma(Manuel Guzman, 2003). La
inhibicion de Akt utilizando otros derivados cannabinoides en melanoma y cancer de

mama ya se ha descrito previamente, y sugiere que el efecto de los cannabinoides
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tambien depende de la inhibicion de Akt(Manuel Guzman, 2003; Velasco et al., 2005,
2012).

Con respecto a las vias de las MAPK y dada la baja magnitud de regulacion
observada en este estudio, sugerimos que simplemente podria ser una consecuencia de
la diafonia entre las vias.

En cuanto al papel de los receptores cannabinoides en el efecto antimieloma,
nuestros resultados también sugieren una correlacién entre la expresion de CB2 y la
susceptibilidad a los cannabinoides, similar a lo descrito en otros tumores(Benito et al.,
2008).

Finalmente, en el presente trabajo, aportamos la primera evidencia de un
tratamiento /n vivo exitoso con cannabinoides en un modelo de xenoinjerto murino de
MM. Para ello, la linea celular U266, aun siendo la linea celular mas resistente /n vitro,
fue seleccionada para realizar los estudios /n vivo. WIN-55 indujo una inhibicion del
crecimiento del tumor y no produjo toxicidad manifiesta. De hecho, otros estudios
descritos sobre la actividad antiepiléptica de WIN-55 realizados en ratones demostré
que, a las mismas dosis utilizadas en nuestro estudio (5 mg/kg), no indujo efectos

adversos con respecto a la coordinacion motora o el aprendizaje(Florek-Luszczki et al.,

2014).
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Blogue Il. Efecto del cannabinoide WIN-55 en leucemia
mielobl3stica aguda

Con respecto al linaje mieloide, se sabe que el receptor CB2 esta altamente

expresado en lineas celulares de LMA asi como en blastos primarios de LMA(Jorda et al.,
2002, 2004; P. J. M. Valk & Delwel, 1998), lo que contrasta con la baja expresion en HSC
normales(M. Victoria Barbado et al., 2017; Jorda et al., 2004).
Es importante destacar que Alberich-Jorda et al. describieron que los derivados
cannabinoides podrian inducir un efecto proleucémico(Alberich Jorda et al,, 2003; Jorda
et al., 2004). En este sentido, los autores describieron que la sobreexpresion de CB2 en
precursores mieloides murinos provoca un bloqueo de la diferenciacion neutrofilica, una
de las principales caracteristicas de la leucemia mieloide. Estos autores no detectaron
receptores CB2 funcionales en HSC murinas normales. Por el contrario, observaron
niveles elevados de ARNm de CB2 en muestras de pacientes con LMA(Alberich Jorda et
al., 2003; Jord?? et al., 2004).

Nuestros datos discrepan con los descritos anteriormente, ya que observamos
un potente efecto antileucémico del cannabinoide WIN-55 tanto en lineas celulares
leucémicas como en células primarias de pacientes con LMA, efecto que se inhibid
parcialmente tras la exposicion a antagonistas del receptor CB2.

Ademas, el efecto proapoptotico de WIN-55 fue selectivo, ya que la viabilidad de
las células normales estudiadas, no se vio afectada de manera significativa tras la
exposicion a los cannabinoides.

Debido a la heterogeniedad existente en los perfiles mutacionales de los
pacientes con LMA, quisimos comprobar si existia una correlaciéon entre alguna
mutacion concreta y la mayor o menor sensibilidad a WIN-55. En este sentido, no

encontramos una clara relacion entre ambos, aunque seria interesante aumentar el
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numero de pacientes con algunas mutaciones que mostraban una tendencia, como fue
el caso de K-ras, que mostraron una gran resistencia al tratamiento con WIN-55. En
relacion a este gen, Yang et al. han descrito recientemente que los cannabinoides CBD Y
THC suprimen la via Kras activada en células de cancer pancreatico(Y. Yang et al., 2020).

Por otro lado, el efecto antileucémico de WIN-55 en LMA también se confirmd
in vivo. Para este proposito, tratamos ratones xenoinjertados con la linea celular HL60
con el farmaco una vez que se confirmd la infiltraciéon de la médula ¢sea mediante
citometria de flujo o bioluminiscencia. Esto debe tenerse en cuenta para comprender la
supervivencia media tan baja en el grupo control, ya que la supervivencia se evalué una
vez confirmado el injerto de células leucémicas.

En este modelo, el tratamiento con WIN-55 prolongd significativamente la
supervivencia en comparacion con el grupo control tratado con vehiculo y el grupo
tratado con ARA-C. Ademas, mas del 20% de los ratones tratados lograron una
remision completa, con ausencia de células HLEO en la médula dsea al final, segun se
evalud mediante citometria de flujo.

Aunqgue existe una reduccion inicial en la media de fluorescencia de los animales
tratados con WIN-55 respecto a los controles, la pendiente de la curva de regresion
lineal indicaria que tras el paso de los dias WIN-55 no tiene un claro efecto
antiproliferativo en este modelo. Esto se explicaria ya que los individuos con infiltracion
mas aguda del grupo control van muriendo, y por tanto se van excluyendo de la
cuantificacion, lo que hace que esa diferencia de progresion entre ambos grupos no sea
mas acusada, a pesar de lo cual se observaron diferencias estadisticamente

significativas.
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En lo que respecta al efecto sobre las células hematopoyéticas normales, en
ratones sanos no se observaron efectos significativos sobre la viabilidad de las
diferentes subpoblaciones de HSC normales analizadas, destacando Unicamente una
leve disminucién de la poblacion de células LK tras el tratamiento diario durante 28 dias,
hecho que se correspondid con la poblacién de MEP cuando estudiamos por separado
cada una de las subpoblaciones de estos progenitores.

Ademas, con respecto al recuento de células sanguineas periféricas, se observé
un aumento significativo en el recuento de plaquetas tras la exposicion al farmaco.

Una de las caracteristicas que diferencian las HSC sanas de las células tumorales
y las células mas maduras es su capacidad de proliferacion. Para evaluar si la
sensibilidad al efecto proapoptético de los cannabinoides estaba asociada o no con el
ciclo celular, estimulamos las células del ratén /n vivo con G-CSF y las expusimos a WIN-
55. El tratamiento con G-CSF se realizd durante 5 dias, y las células se recogieron y
estudiaron en ese punto, ya que se ha descrito que es cuando se alcanza el punto
maximo de movilizacion(Winkler et al., 2016).

Aunque en las poblaciones maduras y la mayoria de progenitores
hematopoyéticos estudiados no se apreciaron diferencias entre las células estimuladas
con G-CSF tratadas o no con WIN-55, en la poblacion de células LKS si se observo que
el efecto de G-CSF sobre la proliferacion de las células LT-HSC y ST-HSC se suprime por
la adicion de WIN-55, bien porque WIN-55 esté actuando sobre la viabilidad de las
células mas proliferantes o que esté afectando al proceso de diferenciacién celular de
las HSC.

Curiosamente, en un estudio reciente, Song et al. proponian que el G-CSF podria

estar interactuando con el sistema endocannbinoide, mas concretamente activando los
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receptores CB1 y CB2 tras observar que este farmaco producia efectos celulares y
moleculares similares a los que producen los cannabinoides en el tratamiento de
lesiones cerebrales traumaticas, si bien este trabajo concluy6 que los efectos producidos
por el G-CSF son independientes a la activacion de los receptores cannabinoides(S.
Song et al,, 2021).

En cuanto al mecanismo de accidén, tras los resultados obtenidos en MM(M.
Victoria Barbado et al,, 2017), procedimos a comprobar si los mecanismos de accion
implicados en la LMA eran los mismos que para el MM.

Tras el estudio transcriptomico realizado mediante arrays de expresion en células
tratadas con vehiculo frente a las tratadas con WIN-55 obtuvimos diferencias en genes
pertenecientes a vias que agrupamos en tres grupos:

1. Genes que afectan a la proliferacion celular, la apoptosis y el dafio en el
ADN.

2. Genes relacionados con el correcto funcionamiento de organelas como el RE
y la mitocondria.

3. Genes implicados en vias metabdlicas.

Respecto al primer grupo de genes, nos centramos en constatar si las principales
vias de sefializacion que habian resultado afectadas en MM también lo estaban en LMA
y pudimos observar que la via PI3K/AKT, MAPK y la activacion de caspasas se afectaban
al igual que se habia descrito en otras patologias.

Por otro lado, los estudios realizados para comprobar si WIN-55 podria provocar
dafio al ADN mediante estudios de deteccién de p-H2AX y PAR no fueron del todo
concluyentes. Mas aun, la preincubacion con Olaparib, inhibidor de PARP, no demostro
un efecto sinérgico con WIN-55, lo que descartaria a priori este mecanismo de accion,

aunque se deberian realizar estudios mas completos para descartar definitivamente esta
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hipotesis. De hecho, estudios recientes han descrito que WIN-55 tiene la capacidad de
inhibir la proliferacion, migracion e invasion de celulas U251 de glioblastoma e inducir la
apoptosis al desencadenar dafio del ADN dependiente de ROS(K. Wang et al., 2021).

De hecho, los estudios con Olaparib no sélo no demostraron que WIN-55 induce dafio
en el ADN, sino que, sorprendentemente, el Olaparib revirtié por completo la muerte
producida por el cannabinoide, por lo que abrid una nueva via de investigacién en este
trabajo, indicando que WIN-55 podria actuar a través de PARP.

Aungue en las muestras analizadas no observamos una fuerte correlacion entre

la sensibilidad a WIN-55 vy los niveles de expresion basales de ARNm de PARP1, esta
descrito que los blastos procedentes de pacientes con LMA expresan mayores niveles
de esta proteina que los progenitores hematopoyéticos sanos, siendo un factor
predictivo de baja supervivencia(Li et al., 2018; Pashaiefar et al., 2018).
Cabe mencionar que, en 2015, Faroni et al. analizaron el efecto de Olaparib como
agente Unico en lineas celulares de LMA y blastos primarios. Las concentraciones que
usaron de Olaparib fueron similares a las empleadas en nuestro estudio (0-10 uM); y
estos autores observaron que Olaparib fue capaz de inducir muerte celular en la
mayoria de las muestras de casos primarios de leucemia mieloide aguda (88%) y lineas
celulares analizadas.

Hay que destacar que la mayoria de las células de LMA primarias analizadas en
el estudio de Faraoni et al. se caracterizaron por presentar un nivel bajo de ARNm de
BRCA1 y expresion indetectable de esta proteina, que probablemente contribuyd a
explicar su alta sensibilidad al Olaparib. Ademas, observaron que la sobreexpresién de
PARP1 se detectd en blastos que no responden a Olaparib, mientras que la fosforilacion

de la histona H2AX (yH2AX) se asocio con la sensibilidad a farmacos. (Faraoni et al.,
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2015). Por tanto, como la inhibicion de PARP via Olaparib genera apoptosis en células
de LMA, nos propusimos determinar si WIN-55 genera “un exceso” de actividad de esta
proteina, que activaria la via PARP-thanatos; es decir, las células leucémicas serian

sensibles a PARP tanto por exceso como por defecto (Figura 92).
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Figura 92. Hipotesis del proceso por el cual WIN-55 actda en células de LMA. a) En el paso de
conversion de HSC sanas normales a b) tumorales se genera dafio en el ADN, que en el caso de
que la célula no sea capaz de reparar, conducira a la muerte celular. ¢) La célula leucémica r
sobreexpresa PARP como mecanismo de reparacién, lo que le permite sobrevivir a dicho dafio.
d) Por el contrario, el tratamiento con WIN-55 generaria un exceso de actividad de PARP que
provocaria muerte celular via PARPthanatos en células que ya tienen unos niveles altos de PARP,
mientras que este efecto se veria revertido con la adicién de Olaparib, al restaurar los niveles de

actividad basal de PARP en la célula leucémica.
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Por tanto, para que la célula leucémica sobreviva seria necesario un correcto equilibrio de la
funcién de PARP.

En cuanto al segundo grupo de genes afectados en el estudio transcriptomico,
aquellos relacionados con el dafio en organelas, nos propusimos estudiar méas a fondo
algunos procesos relacionados con el RE y la mitocondria.

Para el primero, se evalud la expresion de varias proteinas implicadas en el estrés
del RE y la UPR y se observd un aumento significativo de los niveles de p-PERK, p-IRETYy
CHOP después de 6 horas de exposicion a WIN-55, que se correspondian con los datos
obtenidos en el array y datos ya publicados tras el uso con diferentes cannabinoides en
otras patologias(Almada et al., 2020; Carracedo, Lorente, et al., 2006; Lim et al., 2011).

La comunicacion bidireccional entre el RE y las mitocondrias regula los procesos

fisiologicos en la biologia celular, incluido el metabolismo mitocondrial, la muerte celular
y el metabolismo de los lipidos(Su et al., 2014).
En este sentido, los estudios realizados en la mitocondria revelaron una reduccién
significativa en el potencial de membrana mitocondrial y un aumento en los niveles de
produccion de ROS despues de solo 15 min de tratamiento, al igual que observamos en
MM(M. Victoria Barbado et al., 2017). Por el contrario, los niveles de ROS permanecieron
inalterados en las HSC normales.

Es conocido el papel protector que desempefia PARP en la mitocondria(Hocsak
et al, 2017). Ademas, se ha descrito la presencia de PARP1 en las mitocondrias,
probablemente desempefiando un papel en el mantenimiento de la integridad del ADN
y el declive energético mitocondrial, ya que la activacion de PARP1 afecta a la enzima
citocromo oxidasa 1V, la tasa de consumo de oxigeno y el potencial de membrana, lo

que resulta en un déficit bioenergético en la célula.
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Por tanto, comprobamos si la preincubacion con Olaparib afectaba la acumulacion de
ROS producida por WIN-55, sin embargo, no se observaron diferencias significativas, lo
que indica que PARP no esta actuando a través de dafio mitocondrial en respuesta al
tratamiento del cannabinoide.

El dltimo grupo de genes altamente afectados en los estudios transcriptémicos
fueron aquellos implicados en el metabolismo.

Como hemos visto en el caso del MM, el metabolismo de ceramidas esta
emergiendo como un segundo mensajero que media los efectos de diversos agentes
extracelulares sobre el crecimiento, la diferenciaciéon celular(Okazaki et al., 1990) o la
muerte celular programada(Y A Hannun, 1996; Obeid et al, 1993). Al respecto, hay
estudios que afirman que las ceramidas son lipidos esenciales que regulan el proceso de
apoptosis(Gustafsson et al., 2009; Pettus et al.,, 2002).

En el estudio actual, encontramos un aumento significativo de los niveles de
ceramida de cadena larga (C16:0-C20:1) solo 2 horas después del tratamiento con
cannabinoides. Este aumento también fue detectable para las ceramidas de cadena muy
larga (C22:0-C24:1) hasta las 6 horas de exposicion, aunque luego cayeron a los niveles
basales tras tiempos de incubacion mas largos. Estos resultados concuerdan con
estudios previos que describen que los niveles de ceramida C16:0 aumentan en
condiciones proapoptoticas y, ademas, estas ceramidas de cadena larga tienen efectos
antiproliferativos y proapoptéticos. Por el contrario, las ceramidas de cadena muy larga
como C24:0 y C24:1 promueven la proliferacion celular(Grosch et al., 2012).

Ademas, el pretratamiento con FB1, un inhibidor de la sintesis de novo de
ceramidas, previno parcialmente la apoptosis inducida en las células tratadas con WIN-

55 mediante ensayos de CCK-8 pero no tras estudios de ensayos de colonias. En
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consecuencia, podemos afirmar que la ceramida juega un papel importante en el efecto
proapoptético de los cannabinoides sobre las células leucémicas, pero que no es el
mecanismo principal que desencadena la muerte celular.

Curiosamente, se ha descrito que el gen FLT3-ITD, cominmente mutado o
sobreexpresado en pacientes con LMA, suprime la generacion de ceramidas lipidicas,
induciendo la acumulacion de ceramidas en la membrana mitocondrial externa para
reclutar autofagosomas para la ejecucion de mitofagia(Dany et al.,, 2016; Hu et al., 2008).
Este efecto podria evitar que las células leucémicas entren en apoptosis. Por
consiguiente, sera interesante evaluar el efecto de los agonistas de CB2 en combinacion
con inhibidores de FLT3.

Por Ultimo, se procedié a estudiar el metabolismo bioenergético, y mas en
concreto la glucdlisis, ya que fue una de las vias con mas genes afectados tras el
tratamiento con WIN-55.

En la mayoria de las hemopatias malignas existe un equilibrio alterado entre
quiescencia y autorrenovacion. La LMA es un trastorno clonal que se desarrolla a partir
de HSCs que sufren un potencial de expansién y autorrenovacion sin restricciones, lo
que implica un requerimiento energético celular diferente. El "efecto Warburg" implica
una mayor dependencia de las celulas cancerosas de la glucdlisis anaerdbica, incluso en
presencia de oxigeno. Aunque esto es cierto para la mayoria de los tipos de tumores,
las LSC en la LMA tienen una mayor dependencia de la respiracion mitocondrial para su
supervivencia. De hecho, las LSC no logran aumentar o utilizar la maquinaria glucolitica
cuando se bloquea la energia proveniente de las mitocondrias(Kohli & Passegué, 2014).

Nuestros resultados mostraron una clara afectacion de la actividad de todas las

enzimas glucoliticas a excepcion de la enolasa tras el tratamiento con WIN-55. Ademas,
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la preincubacion con Olaparib revirtio este efecto en el caso de la PGI, PFK, GAPDH vy
PK, lo que indica que podrian ser dianas de PARP. La participacion de PARP1 en el
control bioenergético fue sugerida ya por Berger et al. en 1985, quien fue el primero
que planted la hipdtesis de que la hiperactivacion de PARP1 era responsable del
agotamiento de NAD*/ATP(Berger, 1985).

Estudios mas recientes han demostrado un papel clave de PARP1 en el control del
metabolismo bioenergético, sustentando un mecanismo comun en varias patologias. Se
ha visto que las células con PARP1 silenciado presentan una mejora en el fenotipo
metabdlico celular incluso bajo condiciones de estrés oxidativo. Ademas, se ha visto que
la inhibicion de PARP1 es capaz de aliviar el deterioro en el metabolismo
bioenergético(Martire et al., 2016)

Diversos trabajos que han descrito previamente el efecto que ejerce PARP1 en
enzimas de la glucdlisis como HK(Fouquerel, Goellner, Yu, Gagné, de Moura, et al., 2014;
H. Song et al., 2016), PFK(H. Song et al., 2016), GAPDH(Du et al., 2003; Giorgi et al., 2017;
H. Song et al., 2016), PK(Martire et al,, 2016) y enolasa(Giorgi et al., 2017) y PARP14 en
PGl (Yanagawa et al., 2007) y PK(lansante et al., 2015). De todas estas enzimas, el efecto
que ejerce PARPT en la modulacion de la HK es el mas ampliamente conocido, aunque
en nuestro caso, Olaparib no revirtid el efecto producido por WIN-55 de forma
estadisticamente significativa.

Es importante resaltar que, en la superfamilia de PARP, PARP1 es responsable de
>90% de la generacion de polimeros de PAR. En condiciones normales, los niveles
basales de estos polimeros son muy bajos. Sin embargo, la activacion excesiva de PARP1

produce un aumento de la formacién de PAR de entre 10 a 500 veces, llegando a
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alcanzar los polimeros de PAR longitudes de cientos de unidades de ADP
ribosa(D'’Amours et al., 1999; Y. Wang et al., 2009).

La poli (ADPribosil) acion o PARilacion es una modificacion postraduccional que
esta involucrada en una amplia gama de procesos fisiolégicos y fisiopatoldgicos (Hassa,
et al.,, 2006). Este proceso modifica la distribucion de la carga de las proteinas pariladas
y crea una estructura mas voluminosa y compleja que puede resultar en la inhibicion de
las funciones fisiologicas(Y. Wang et al., 2009).

Cabe destacar también que Olaparib es un inhibidor que afecta a los subtipos
PARP1y PARP2, por lo que la reversion de la caida de la actividad observada tras su
preincubacion junto a WIN-55 no explicaria que fuese PARP14 la que estuviera actuando
en el caso de la PGI.

Por otra parte, los datos obtenidos con las enzimas PFK, GAPDH y PK concuerdan con
los datos ya publicados que demuestran la regulacion que ejerce PARP1.

La fosfofructoquinasa 1 (PFK1) es una de las enzimas reguladoras mas
importantes de la via glucolitica de los mamiferos, llevando a cabo la fosforilacion de
fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6-bifosfato. La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) por su parte, es también una de las enzimas reguladoras mas importantes en
la glucdlisis y la gluconeogénesis, ya que cataliza reversiblemente la oxidacion vy
fosforilacion de gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-difosfoglicerato. Se ha demostrado que la
poli (ADP-ribosil)acion inducida por la activacion de PARP inhibe PFK1 y GAPDH en
células epiteliales del tubulo proximal del rifion(H. Song et al., 2016).

Curiosamente, se ha visto también que, en pacientes con diabetes, la
hiperglucemia aumenta los niveles de ROS, que a su vez inducen dafio en el ADN vy la

activacion de la poli (ADP-ribosa) polimerasa. Este enriquecimiento de la PARilacion en
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pacientes diabéticos se observd que afectaba particularmente a la GAPDH, lo que
provocaba una disminucion de su actividad enzimatica(Giorgi et al., 2017).

La GAPDH se considera principalmente una proteina glucolitica, localizada en el
citoplasma. Sin embargo, esta también presente en el nlcleo donde esta involucrada en
la replicacién del ADN. Hara et al. han demostrado que, durante la apoptosis, GAPDH
sufre una S-nitrosilacion mediada por NO. Esta modificacién permite la asociacién con
la proteina Siah, una E3-ubiquitina ligasa, que conduce a una rapida translocacion de
GAPDH al nucleo. Una vez en el nucleo, PARP1 podria modificar GAPDH vy la isoforma
PARilada de GAPDH en movimiento entre el nucleo y el citoplasma probablemente
puede afectar la via glucolitica(Hara et al., 2006). La alteracién de la via glucolitica
debido a la modificacion postraduccional de GAPDH se ha descrito en particular en las
células mononucleares de la sangre periférica (PBMC)(Giorgi et al., 2017).

Por otra parte, la piruvato quinasa cataliza la conversion de fosfoenolpiruvato a
piruvato en el paso de la glucdlisis que limita la velocidad de generacion de ATP.

La piruvato quinasa tipo 2 (PKM2) se encuentra sobreexpresada en celulas
cancerosas y puede ralentizar la respiracion mitocondrial y desviar intermediarios
glucoliticos hacia vias biosintéticas como la glucdlisis, incluso en presencia de oxigeno
(efecto Warburg). Martire et al. describieron la modulacion de la via glucolitica por
PARP1T a través de la PKM2. (Martire et al,, 2016). También demostraron que la inhibicion
de PARP1 hace que el NAD+ esté disponible para otras enzimas dependientes de NAD
como las sirtuinas. Los inhibidores de PARP1 pudieron reducir el lactato y el ATP
producido por la glucdlisis, aunque este efecto parecia no ser directo(Martire et al.,

2016)
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En cuanto a las 2 lineas celulares usadas, observamos que la U937 era mas
dependiente de la glucdlisis que la HL60. Este dato concuerda con los datos obtenidos
por Kreitz et al., quienes analizaron varias lineas celulares de LMA y mostraron que la
expresion de varios genes glucoliticos y del ciclo de Krebs estaban sobre-expresados en
la linea U937 en comparacién con la HL-60, donde se observé que la incubacion con
inhibidores glucoliticos disminuyd de la proliferacion celular. Ademas, la eliminacion de
la hexoquinasa-1 (HK-1) en las células U937, asi como el tratamiento de esta linea celular
y de blastos primarios de LMA con el inhibidor de la glucdlisis 2-DG aumento la

sensibilidad al agente quimioterapéutico Ara-C (Kreitz et al., 2019).

Por otro lado, nuestros datos indicaron también una importante modulacion de
la actividad de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, la cual disminuyé
drasticamente tras el tratamiento con WIN-55. La G6Pdh es una enzima limitante de la
velocidad de la PPP y, por lo tanto, los niveles de G6Pdh también determinan el flujo de
la PPP y la tasa de generacion de NADPH(Jain et al., 2004).

En este sentido, se ha descrito que el tratamiento de lineas celulares y células
primarias de pacientes con LMA sufren apoptosis tras el tratamiento con 6-
aminonicotinamida, un potente inhibidor de la G6Pdh, mientras que las células
progenitoras hematopoyéticas normales no se ven afectadas. Ademas, la inhibicion de
la via mTOR, la cual se encuentra altamente activada en la LMA, conduce a una
reprogramacion metabdlica. De hecho, tras la inhibicion simultanea de mTOR y G6Pdh,
se produce un aumento significativo del metabolismo oxidativo del ciclo de Krebs, junto
con la resistencia a los inhibidores de la glucdlisis y una reduccion de la D-ribosa

fosfato, un intermediario de la PPP, en muestras de suero de pacientes con LMA, lo que
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sugiere un aumento de la actividad de la PPP y de la sintesis de purinas(Kreitz et al,
2019).

La importancia de la PPP en LMA se ve reforzada por la observacion de que los
genes de la PPP estan regulados al alza en el 61% de los pacientes con LMA analizados
en el estudio de Kreitz et al. por lo que, en conjunto, estos resultados implican que la
PPP, y especialmente la G6Pdh, pueden considerarse como unas posibles dianas
terapéuticas en la LMA(Kreitz et al., 2019).

Por ultimo, confirmamos la presencia de signos caracteristicos de Parthanatos,
una muerte celular programada que se caracteriza por la sobreactivaciéon de PARP1, lo
que conlleva a la deplecion de NAD+ y ATP celular, la liberacion de AIF desde la
mitocondria al nucleo y la PARilacion de estos factores.

El factor inductor de apoptosis (AIF) es una flavoproteina mitocondrial que
contribuye tanto a la vida como la muerte celular. Bajo condiciones fisioldgicas
normales, AIF mantiene la estructura mitocondrial y juega un papel esencial en la
fosforilacion oxidativa. Por el contrario, en condiciones patoldgicas, AIF es un mediador
clave en la muerte celular independiente de caspasas, y mas en concreto en la muerte
celular dependiente de PARP1 (Y. Wang et al,, 2009). El polimero PAR es toxico para las
células. Por lo tanto, la sefializacion del polimero PAR junto con el aumento de AlF
mitocondrial es el evento clave que inicia la diafonia mortal entre el nucleo y las
mitocondrias en Parthanatos(Y. Wang et al., 2009).

Aunqgue el mecanismo por el cual AIF contribuye a la muerte celular no se
conoce exactamente, un factor fundamental es su translocacion de la mitocondria al
nucleo, en el cual induce el paso de la fosfatidilserina a la membrana plasmatica externa,

se disipe el potencial de membrana mitocondrial, se condense la cromatina y se

180



Discusioén

produzca la fragmentacion del ADN a gran escala (= 50 kb) que conduce a la muerte
celular (Susin, et al.,1999). Sin embargo, a diferencia de la apoptosis, no causa la
formacion de cuerpos apoptéticos o fragmentacion del ADN a pequefia escala.
Ademas, la muerte celular inducida por PARP1 no puede ser rescatada por inhibidores
de pan-caspasa, como z-VAD-fmk. (Yu, et al., 2002).

Como hemos visto en nuestro trabajo, por Western blot se pueden detectar dos
bandas AIF. La primera corresponde a un peso molecular de 67 kDa y se trata del
precursor que se sintetiza en el citoplasma y se importa a las mitocondrias. Este
precursor contiene una secuencia de localizacion mitocondrial predicha en su extremo
N-terminal. Durante su importacién a las mitocondrias, AIF es procesada para dar lugar
a la forma madura de 62 kDa mediante una escision en la region Met53/Ala54 (Otera, et
al., 2005). Aunque anteriormente se pensaba que la forma madura de AIF era de 57 kDa
(Susin, et al,, 1999), ahora hay evidencias que indica que el AIF maduro es de 62 kDa
(Cao, et al.,, 2007, Otera, et al., 2005).

Otro de los eventos importantes en Parthanatos como hemos mencionado
anteriormente es la deplecion del NAD+ celular.

Tras su activacion, PARP1 transforma el dinucledtido de nicotinamida y adenina
(NAD+) en largos polimeros de PAR y los transfiere a una variedad de proteinas
nucleares, incluidas las histonas, ADN polimerasas, topoisomerasas, ADN ligasa-2,
factores de transcripcion y a si mismo. (Lautier, et al., 1993, Smulson, et al., 2000).

EI NAD+ es un cofactor de la glucdlisis y del ciclo de Krebs, proporcionando ATP
a la mayoria de los procesos celulares (Hageman y Stierum, 2001). De este modo, la
sobreactivacion de PARPT da como resultado la utilizacion del NAD+ y, por tanto, el

agotamiento de los niveles de NAD+ y ATP, lo que podria causar la muerte celular, si
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bien algunos estudios indican que el agotamiento energético por si solo podria no ser
suficiente para mediar Parthanatos(Y. Wang et al., 2009).

Nuestros datos indican que WIN-55 induce la liberacion de AIF desde la
mitocondria, observandose mayores niveles tras el tratamiento en la fraccién
citoplasmatica y nuclear. También se observd que cuando se suplementaba a las células
con nicotinamida, un precursor del NAD+, se recuperaba la viabilidad celular de las
células tratadas con WIN-55, lo que sugiere que la célula sufre una deplecion del
mismo.

Se han realizado experimentos complementarios a los aqui mencionados, como
es el estudio de la parilacion de AIF por coinmunoprecitacion para detectar los residuos
de PAR en este factor, al igual que también se hizo con las enzimas glucoliticas GAPDH,
G6PDH vy PK, pero por problemas metodolégicos de especificidad de los anticuerpos
comerciales disponibles no pudimos darlos por validos.

Todos estos datos indican que el cannabinoide WIN-55 podria ser un buen
candidato para el tratamiento de pacientes con LMA. Con respecto a esta enfermedad,
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas es todavia una necesidad medica
insatisfecha(Estey et al., 2006; Lowenberg et al., 2003; Stone et al., 2004; Tallman et al,,
2005). A dia de hoy se estan desarrollando nuevos farmacos contra dianas moleculares
que probablemente mejoraran el resultado de estos pacientes, aunque todavia se
dispone de datos clinicos limitados(Chakravarti et al., 2014; Han et al., 2013). Asi, el
presente estudio abre una oportunidad para el uso de una nueva familia de compuestos

con efecto antileucémico muy selectivo.
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1. Respecto al efecto del cannabinoide WIN-55 en el tratamiento del MM:

a.

El cannabinoide WIN-55 induce apoptosis selectiva en las lineas celulares
de MM y en las células plasmaticas primarias de pacientes con MM,
mientras que no afecta la viabilidad de las células normales de donantes
sanos. Este efecto estd mediado por la activacién de caspasas, siendo la
caspasa-2 la mas afectada. Este efecto proapoptético fue parcialmente
bloqueado por un inhibidor de la pancaspasas.

El efecto proapoptotico de WIN-55 se correlaciond con una mayor
expresion de Bax y Bak, una disminucion de Bcl-xL y Mcl-1, una respuesta
bifasica de Akt/PKB y un aumento en los niveles de ceramida en células
MM. La inhibicién de la sintesis de ceramida previno parcialmente la
apoptosis, o que indica que estos esfingolipidos desempefian un papel
importante en el efecto proapoptético de los cannabinoides en las
células MM.

El bloqueo del receptor CB2 también inhibié la apoptosis inducida por
WIN-55.

El derivado cannabinoide WIN-55 mejor¢ la actividad antimieloma de la
dexametasona y el melfalan sensibilizando a las células que presentaban
resistencia al melfalan /n vitro.

Finalmente, la administracion del cannabinoide WIN-55 a ratones
portadores de plasmocitoma suprimié significativamente el crecimiento

tumoral /n vivo.
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2. Respecto al efecto del cannabinoide WIN-55 en el tratamiento de la LMA:

a. WIN-55 egjerce un efecto antileucémico potente y selectivo in vitro, ex
vivo e in vivo en modelos de ratdn sin afectar la hematopoyesis normal.

b. El patrén de respuesta a WIN-55 no se correlacion6 con el perfil
mutacional encontrado en las células de pacientes con LMA.

c. El efecto antileucémico de WIN-55 se revirtié parcialmente mediante el
uso de antagonistas de CB2 o un inhibidor de pancaspasa, lo que
demuestra la participacion del receptor CB2 y la activacion de caspasas
durante el proceso apoptotico.

d. Este efecto ocurre después de un dafio temprano en las mitocondrias y
el RE y estad, al menos en parte, mediado por la induccion de la
acumulacion de ceramida.

e. No hemos podido demostrar que el efecto antileucémico de WIN-55 sea
dependiente del dafio del ADN.

f. WIN-55 ejerce un efecto antileucémico selectivo mediante la
desregulacién de las vias de la glucdlisis y las pentosas fosfato, el
agotamiento del NAD+ celular y la importacion nuclear de AlF, que se

revierten mediante la incubacion con el inhibidor de PARP1 Olaparib.
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GENES CUYA EXPRESION DISMINUYEN TRAS EL TRATAMIENTO CON WIN-55
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Nombre de la proteina Nombre del gen | Fold change p-Val
meiotic double-stranded break formation protein 1 MEI1 -47,49 1,55E-17
DNA-damage-inducible transcript 3 DDIT3 -45,54 1,41E-15
WD repeat domain, phosphoinositide interacting 1 WIPI1 -25,82 1,07E-15
angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5;
° gribonuclease, RNase A family, 4 ! ANERLINASE "25,79 >,128-15
FIC domain containing FICD -22,29 1,18E-14
cystathionine gamma-lyase CTH -20,32 2,53E-16
ChaC glutathione-specific gamma-
glftamylcyclotansferaie 1 Sl e -20,02 3,53E-12
epithelial splicing regulatory protein 1 ESRP1 -19,95 2,55E-16
muscleblind-like splicing regulator 2 MBNL2 -15,02 1,41E-10
endoplasmic reticulum oxidoreductase beta ERO1B -14,91 2,83E-14
stromal cell-derived factor 2-like 1 SDF2L1 -14,15 5,48E-12
sestrin 2 SESN2 -12,51 7,11E-16
cysteine rich with EGF-like domains 2 CRELD2 -11,25 2,91E-17
coiled-coil domain containing 163, pseudogene CCDC163P -11,23 8,76E-13
hypoxia up-regulated 1 HYOU1 -11,15 2,58E-12
hosphoenolpyruvate carboxykinase 2
AL (rrF:i\’iochon e v PCK2 110,74 1,17€-13
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9 DNAJB9 -10,19 6,37E-15
hypoxia up-regulated 1 HYOU1 -10,17 5,41E-16
aldehyde dehydrogenase 1 family, member L2 ALDH1L2 -10,15 1,42E-13
hypoxia up-regulated 1 HYOU1 -9,99 1,82E-15
solute carrier family 6 (neurotransmitter
transporter, gly\//cin(e), member 9 SLCBAI 9,98 >,04E-14
SEC24 homolog D, COPII coat complex component SEC24D -9,7 1,29E-13
hypoxia up-regulated 1 HYOU1 -9,21 2,50E-13
GDP-mannose pyrophosphorylase B GMPPB -9,08 1,64E-13
homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum
stress-i:ducible, ubiquitin-like gomain member 1 HERPUD1 -9,04 2,258-15
hypoxia up-regulated 1 HYOU1 -8,97 2,48E-13
DNA damage inducible transcript 4 DDIT4 -8,87 3,79E-13
hypoxia up-regulated 1 HYOU1 -8,85 1,73E-13
activating transcription factor 3 ATF3 -8,4 2,73E-10
hypoxia up-regulated 1 HYOU1 -8,39 1,43E-14
hypoxia up-regulated 1 HYOU1 -8,38 2,65E-14
dual specificity phosphatase 16 DUSP16 -8,18 7,34E-13
tumor necrosis ::;:;)L:clzp;or superfamily, TNFRSF10B 8,17 3.23E-14
G protein-coupled receptor 84 GPR84 -8,08 5,96E-11
chondroitin polymerizing factor CHPF -8,07 1,32E-14
purinergic receptor P2X,7I|gand gated ion channel, PIRX7 8,03 4,38E-14
hypoxia up-regulated 1 HYOU1 -7,76 9,40E-15
dual specificity phosphatase 16 DUSP16 -7,69 5,57E-13
phosphoprotein membrane anchor with PAG1 -7,66 3,59E-13




glycosphingolipid microdomains 1
triggering receptor expressed on myeloid cells-like
2
protein disulfide isomerase family A, member 4
cyclin G2
mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic
factor

cyclin-dependent kinase 2 associated protein 2
Cbl proto-oncogene B, E3 ubiquitin protein ligase
hypoxia up-regulated 1
syntaxin 5

Transcript Identified by AceView, Entrez Gene ID(s)
7184

phospholipid phosphatase 5
tribbles pseudokinase 3
NLR family, pyrin domain containing 12
metallothionein 1F

GTP binding protein 2

hypoxia up-regulated 1

hydroxycarboxylic acid receptor 2

hypoxia up-regulated 1

FK506 binding protein 14

phosphoglucomutase 3
transient receptor potential cation channel,
subfamily M, member 8
ADP-ribosylation factor GTPase activating protein 3
glutamine--fructose-6-phosphate transaminase 1
hypoxia up-regulated 1
microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta

eukaryotic translation initiation factor 2-alpha
kinase 3

hypoxia up-regulated 1
testin LIM domain protein
family with sequence similarity 129, member A
cysteine rich with EGF-like domains 1
dual specificity phosphatase 16
hypoxia up-regulated 1
heat shock protein 70kDa family, member 13

amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family
B, member 3; microRNA 6831

ras homolog family member Q
GDP-mannose pyrophosphorylase A
hydroxycarboxylic acid receptor 3
HMG-box transcription factor 1
synovial apoptosis inhibitor 1, synoviolin
tubulin, epsilon 1
FYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase
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TREML2

PDIA4
CCNG2

MANF

CDK2AP2
CBLB
HYOU1
STX5

HSP90B1

PLPP5
TRIB3
NLRP12
MT1F
GTPBP2
HYOU1
HCAR2
HYOU1
FKBP14
PGM3

TRPMS8

ARFGAP3
GFPT1
HYOU1

MAP1LC3B

EIF2AK3

HYOU1
TES
FAM129A
CRELD1
DUSP16
HYOU1
HSPA13

APBB3; MIR6831

RHOQ
GMPPA
HCAR3
HBP1
SYVN1
TUBE1
FYN

-7,5

7,23
-7,19

7,16

7,12
7,1
-7,09
-7,01

-6,88

-6,86
-6,82
-6,77
-6,69
-6,66
-6,54
-6,51
-6,48
-6,48
-6,45

-6,33

-6,33
-6,31
-6,23
-6,16

-6,12

-5,95
-5,91
-5,86
-5,82
-5,63
-5,59
-5,57

-5,49

-5,46
-5,38
-5,28
-5,27
-5,13
-5,11
-5,05
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4,20E-10

2,01E-14
2,03E-14

7,71E-14

6,04E-14
1,74E-10
4,06E-16
8,87E-11

1,96E-10

2,39E-13
6,28E-13
2,67E-10
2,71E-11
9,73E-14
5,72E-15
2,01E-10
3,84E-14
8,39E-11
1,83E-13

2,13E-10

1,63E-13
2,01E-13
4,13E-14
8,34E-13

4,52E-14

4,37E-12
1,26E-11
7,54E-14
1,01E-09
2,94E-10
6,49E-09
6,37E-14

9,64E-11

1,54E-13
1,49E-14
4,02E-09
1,96E-13
3,96E-11
1,54E-11
1,54E-13




misato 1, mitochondrial distribution and
morphology regulator; misato family member 2
hypoxia up-regulated 1
EML2 antisense RNA 1
hypoxia up-regulated 1
ribosome binding protein 1
interleukin 1 beta
nicotinamide phosphoribosyltransferase
baculoviral IAP repeat containing 3
zinc finger protein 70
X-box binding protein 1
growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
transmembrane protein 243, mitochondrial
derlin 2
protein phosphatase 1, regulatory subunit 15A
ets variant 5
VCP-interacting membrane selenoprotein
arrestin domain containing 3
interleukin 23, alpha subunit p19
peroxisomal biogenesis factor 5-like
UDP-glucose 6-dehydrogenase
solute carrier family 7 (anionic amino acid
transporter light chain, xc- system), member 11

dual specificity phosphatase 16
MAX dimerization protein 1
inhibin beta E
cAMP responsive element binding protein 3
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 11
dual specificity phosphatase 16
sel-1 suppressor of lin-12-like (C. elegans)
glutamic-oxaloacetic transaminase 1, soluble
fibronectin type Il domain containing 3A
sphingomyelin synthase 2
hypoxia up-regulated 1
signal transducer and activator of transcription 2
chromosome 11 open reading frame 24
adhesion molecule with Ig-like domain 3
NLR family, CARD domain containing 4
TSC22 domain family, member 3
C-type lectin domain family 7, member A
triggering receptor expressed on myeloid cells 1
golgin A2
lysine (K)-specific demethylase 6B
TSPY-like 2
nicotinamide riboside kinase 1
regulator of G-protein signaling 16
cyclin-dependent kinase-like 5

215

MSTO1; MSTO2P

HYOU1
EML2-AS1
HYOU1
RRBP1
IL1B
NAMPT
BIRC3
ZNF70
XBP1
GADD45A
TMEM243
DERL2
PPP1R15A
ETV5
VIMP
ARRDC3
IL23A
PEX5L
UGDH

SLC7A11

DUSP16
MXD1
INHBE
CREB3

DNAJB11

DUSP16
SEL1L
GOT1

FNDC3A

SGMS2
HYOU1
STAT2

Clilorf24
AMIGO3
NLRC4
TSC22D3

CLEC7A

TREM1

GOLGA2

KDM6B

TSPYL2

NMRK1
RGS16
CDKL5

-5,02

-4,99
-4,98
-4,84
-4,83
-4,83
-4,78
-4,78
-4,76
-4,72
-4,71
-4,69
-4,67
-4,64
-4,63
-4,56
-4,55
-4,55
-4,55
-4,54

-4,49

-4,48
-4,47
-4,44
-4,42
-4,42
-4,41
-4,39
-4,39
-4,37
-4,37
-4,35
-4,34
-4,31
-4,3

-4,25
-4,24
-4,22
-4,16
-4,16
-4,11
-4,08
-4,07
-4,06
-4,04

Anexo |

8,96E-14

5,91E-11
1,50E-10
6,21E-14
1,64E-09
7,59E-11
1,56E-12
7,22E-09
1,28E-11
4,31E-13
1,68E-11
3,71E-13
1,91E-09
4,55E-11
2,46E-10
1,29E-11
9,08E-12
3,19E-09
1,28E-07
3,53E-12

2,71E-13

4,25E-09
3,16E-12
4,79E-07
5,13E-12
2,18E-12
8,99E-10
1,24E-13
3,72E-13
8,00E-12
2,03E-11
4,32E-10
4,29€-11
1,03E-11
2,67E-09
3,96E-07
1,15E-08
5,85E-07
7,61E-10
2,41E-11
3,44E-07
7,36E-10
1,54E-07
2,91E-09
2,24E-08




jun proto-oncogene
golgin A5
endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1
TGFB-induced factor homeobox 1
cAMP responsive element binding protein 3-like 2
cystinosin, lysosomal cystine transporter
acyl-CoA dehydrogenase family, member 11
asparagine synthetase (glutamine-hydrolyzing)
calmegin
heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated
protein, 78kDa)

kelch-like family member 6
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 12
zinc finger, AN1-type domain 2A
Bet1 golgi vesicular membrane trafficking protein-
like
activin A receptor type IIA
interferon regulatory factor 1
transmembrane protein 106A
golgin B1
Betl golgi vesicular membrane trafficking protein
hypoxia up-regulated 1
transmembrane protein 39A
metallothionein 1H

coatomer protein complex subunit gamma 1
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis
class A

TNF receptor-associated factor 1
chromosome 14 open reading frame 28
butyrophilin, subfamily 3, member Al
StAR-related lipid transfer domain containing 5
transmembrane protein 241
transmembrane protein 154
triple QxxK/R motif containing
acyl-CoA synthetase long-chain family member 1
coiled-coil domain containing 174
perilipin 2
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3
RWD domain containing 2A
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 6
Kruppel-like factor 5 (intestinal)
RAB33B, member RAS oncogene family
cell cycle progression 1; microRNA 628
cat eye syndrome chromosome region, candidate 2
patatin-like phospholipase domain containing 8
golgi phosphoprotein 3-like
macrophage stimulating 1-like
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JUN
GOLGAS
ERN1
TGIF1
CREB3L2
CTNS
ACAD11
ASNS
CLGN

HSPAS

KLHL6
DNAIC12
ZFAND2A

BET1L

ACVR2A
IRF1
TMEM106A
GOLGB1
BET1
HYOU1
TMEM39A
MT1H
COPG1

PIGA

TRAF1
Cl40rf28
BTN3A1
STARDS5
TMEM241
TMEM154
TRIQK
ACSL1
CCDC174
PLIN2
DNAJC3
RWDD2A
DNAJC6
KLF5
RAB33B
CCPG1; MIR628
CECR2
PNPLAS
GOLPH3L
MSTI1L

-4,02
-4,01
-3,98
-3,96
-3,95
-3,94
-3,93
-3,92
-3,91

-3,9

-3,9
-3,84
-3,84

-3,79

-3,77
-3,76
-3,73
-3,68
-3,67
-3,66
-3,64
-3,63
-3,62

-3,52

-3,51
-3,48
-3,48
-3,48
-3,47
-3,44
-3,4
-3,37
-3,37
-3,37
-3,37
-3,36
-3,35
-3,32
-3,31
-3,31
-3,29
-3,28
-3,28
-3,27

Anexo |

3,13E-10
3,88E-09
3,38E-10
3,74E-13
9,39E-11
1,37E-08
5,11E-10
1,63E-11
7,50E-06

3,66E-13

1,46E-11
1,82E-11
3,10E-10

2,77E-11

5,21E-06
7,74E-07
8,43E-09
4,96E-11
1,96E-10
1,13E-07
3,57E-12
2,13E-10
5,70E-12

5,46E-11

3,04E-07
1,71E-07
1,16E-10
4,89E-06
5,74E-10
1,69E-09
5,17E-09
2,40E-10
1,74E-09
1,46E-09
5,28E-13
5,96E-09
4,73E-07
5,74E-10
9,39E-10
1,67E-11
1,02E-08
4,72E-12
2,11E-09
3,23E-08




very low density lipoprotein receptor
activating transcription factor 5; microRNA 4751
praja ring finger 2, E3 ubiquitin protein ligase
transmembrane protein 41B
metallothionein 1B; metallothionein 1C,
pseudogene
transmembrane protein 214
solute carrier family 10, member 7
small integral membrane protein 14
TMED7-TICAM2 readthrough; toll-like receptor
adaptor molecule 2; transmembrane p24
trafficking protein 7
transmembrane protein 50B
solute carrier family 9, subfamily A (NHE1, cation
proton antiporter 1), member 1
nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells 2 (p49/p100)
proline-rich coiled-coil 1
testis-specific kinase 2
OTU deubiquitinase 1
zinc finger CCCH-type containing 12C
alanyl-tRNA synthetase
nuclear transcription factor, X-box binding-like 1
cytohesin 1 interacting protein
osteoclast associated, immunoglobulin-like
receptor
LysM, putative peptidoglycan-binding, domain
containing 3
cell division cycle 6
selenoprotein K; selenoprotein K
[Source:EntrezGene;Acc:58515];
tumor necrosis factor
senataxin
hypoxia up-regulated 1
bestrophin 1
T-cell activation RhoGTPase activating protein

coiled-coil domain containing 186; microRNA 2110
nuclear factor, interleukin 3 regulated
ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 2
metallothionein 1A

ADP-ribosylation factor like GTPase 5B
ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like
1

solute carrier family 35, member B1
t-complex 11, testis-specific-like 2
metallothionein 1G
AP2 associated kinase 1
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VLDLR

ATF5; MIR4751

PJA2
TMEM41B

MT1B; MT1CP

TMEM214
SLC10A7
SMIM14

TMED7-TICAM2;
TICAM2; TMED7

TMEMS508B
SLCO9A1

NFKB2

PRRC1
TESK2
OTUD1
ZC3H12C
AARS
NFXL1
CYTIP

OSCAR

LYSMD3
CDC6
SELK

TNF
SETX
HYOU1
BEST1
TAGAP
CCDC186;
MIR2110
NFIL3
RPS6KA2
MT1A
ARL5B

EDEM1

SLC35B1
TCP11L2
MT1G
AAK1

-3,27
-3,26
-3,26
-3,26

-3,26

-3,25
-3,25
-3,25

-3,24

-3,24
-3,24

-3,23

-3,23
-3,23
-3,22
-3,21
-3,19
-3,18
-3,16

-3,16

-3,15
-3,14
-3,14

-3,12
3,11
3,1
3,1
3,1

-3,1

-3,09
-3,09
-3,08
-3,08

-3,07

-3,05
-3,05
-3,04
-3,03

Anexo |

4,78E-10
4,59E-10
5,77E-11
1,71E-10

1,02E-09

4,71E-12
9,12E-12
9,77E-06

7,43E-12

1,04E-10
1,12E-08

4,16E-09

3,12E-12
1,29E-05
1,59E-09
1,36E-08
1,95E-11
2,10E-10
9,12E-11

3,72E-06

4,91E-10
1,95E-11
4,43E-08

1,26E-07
1,80E-11
9,08E-06
7,75E-07
3,59E-10

1,50E-07

4,44E-10
1,42E-07
1,85E-09
1,17E-08

1,21E-11

5,35E-12
8,83E-07
1,37E-09
5,74E-11




cyclin Y like 1; microRNA 4775
glycerophosphocholine phosphodiesterase 1
zinc finger CCCH-type containing 6
thioredoxin interacting protein
ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like
2
musculin
SUN domain containing ossification factor
oxysterol binding protein
hypoxia up-regulated 1
transmembrane protein 169
Homo sapiens A kinase (PRKA) anchor protein 17A
(AKAP17A), transcript variant 1, mRNA.
cytoplasmic polyadenylation element binding
protein 4
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier;
adenine nucleotide translocator), member 4
metallothionein 2A
kelch domain containing 7B
solute carrier family 33 (acetyl-CoA transporter),
member 1
prion protein
chibby homolog 1 (Drosophila)
peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase
metallothionein 1M
pyridoxal-dependent decarboxylase domain
containing 2, pseudogene
zinc finger, AN1-type domain 3
coiled-coil domain containing 149
purinergic receptor P2X, ligand gated ion channel,
4
serpin peptidase inhibitor, clade | (neuroserpin),
member 1
endoplasmic reticulum lectin 1
protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-
methyltransferase domain containing 1
Kruppel-like factor 2
golgi SNAP receptor complex member 2
USO1 vesicle transport factor
metallothionein 1E
tripartite motif containing 5
solute carrier family 31 (copper transporter),
member 1
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 7
5-phosphohydroxy-L-lysine phospho-lyase
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 13
TatD DNase domain containing 3
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CCNYL1;

MIR4775

GPCPD1
ZC3H6
TXNIP

EDEM2

MSC
SUco
OSBP

HYOU1
TMEM169

AKAP17A;
SFRS17A

CPEB4

SLC25A4

MT2A
KLHDC7B

SLC33A1

PRNP

CBY1

PECR
MT1M

PDXDC2P

ZFANDS3
CCDC149

P2RX4

SERPINI1
ERLEC1
PCMTD1

KLF2
GOSR2
uso1
MT1E
TRIMS

SLC31A1

ENTPD7
PHYKPL
MAP3K13
TATDN3

-3,03

-3,03
-3,02
-3,01

-2,99

2,97
-2,97
2,97
-2,97
2,97

-2,96

-2,96

-2,95

-2,95
-2,94

-2,94

2,93
-2,93
2,92
2,92

2,91

2,91
2,9

-2,9

-2,89
-2,89
-2,89

-2,89
-2,88
-2,88
-2,88
-2,88

-2,87

-2,87
-2,87
-2,86
-2,85

Anexo |

1,50E-10

2,37E-07
1,33E-07
6,44E-10

1,04E-10

1,14E-07
5,74E-07
1,21E-09
1,24E-05
5,93E-05

1,60E-07

3,20E-07

1,52E-11

2,38E-09
2,73E-05

6,85E-09

4,96E-10
2,50E-06
1,18E-09
5,06E-09

1,59E-09

5,74E-10
4,14E-07

2,07E-08

8,79E-07
2,60E-08
4,20E-08

8,19E-06
1,30E-08
2,16E-09
8,21E-10
2,45E-06

2,43E-10

3,70E-11
8,88E-05
8,80E-07
2,91E-09




golgin, RAB6-interacting
acyl-CoA binding domain containing 3
SEC31 homolog A, COPII coat complex component
prolactin regulatory element binding
galactokinase 2
butyrophilin, subfamily 3, member A3
NPHP3-ACAD11 readthrough (NMD candidate)

Kruppel-like factor 6
chromodomain helicase DNA binding protein 2;
microRNA 3175

Sec61 translocon alpha 1 subunit
metallothionein 1L (gene/pseudogene)
Sec23 homolog A, COPII coat complex component
popeye domain containing 2
interleukin 31 receptor A
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 10
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6
XIAP associated factor 1
transmembrane protein 71
WD repeat domain 19
cerebellar degeneration related protein 2
UFM1-specific ligase 1

Homo sapiens uncharacterized LOC102724238
(LOC102724238), long non-coding RNA.

phosphoserine aminotransferase 1
zinc finger and BTB domain containing 21

ubiquitin-fold modifier 1
v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene
homolog B

ADP-ribosylation factor like GTPase 1

arylsulfatase D
inhibitor of Bruton agammaglobulinemia tyrosine
kinase

nudE neurodevelopment protein 1-like 1
uncharacterized LOC102724238; uncharacterized
LOC554249

zinc finger protein-like 1
vesicle associated membrane protein 2
component of oligomeric golgi complex 1
chromosome 22 open reading frame 46
solute carrier family 38, member 2

RAD9 checkpoint clamp component A
solute carrier family 39 (zinc transporter), member
7

autophagy related 13
macrophage stimulating 1
ADP-ribosylation factor 4
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GORAB
ACBD3
SEC31A
PREB
GALK2
BTN3A3
NPHP3-ACAD11
KLF6

CHD2; MIR3175

SEC61A1
MT1L
SEC23A
POPDC2
IL31RA
DNAIC10
TNFAIP6
XAF1
TMEM71
WDR19
CDR2
UFL1
LOC102724238;
LOC554249;
RP11-111F5.4
PSAT1
ZBTB21
UFM1

RELB

ARL1
ARSD

IBTK

NDEL1
LOC102724238;
LOC554249
ZFPL1
VAMP2
COoG1
C220rfd6
SLC38A2
RAD9A

SLC39A7

ATG13
MST1
ARF4

-2,85
-2,84
-2,84
-2,83
-2,82
2,82
-2,82
2,81

-2,81

-2,81
2,81
2,8
-2,79
-2,79
-2,79
2,78
2,77
2,77
2,77
2,76
2,76

-2,76

2,74
2,74
2,73

-2,73

2,73
2,71

2,71
2,71
2,71

-2,69
-2,69
-2,68
-2,68
-2,67
-2,67

-2,67

-2,67
-2,67
-2,66

Anexo |

5,76E-07
1,27E-10
4,20E-10
4,09E-10
3,28E-09
2,43E-09
4,77E-08
8,75E-10

4,98E-09

3,07E-09
4,57E-09
7,90E-11
1,26E-06
1,02E-08
3,50E-11
1,17E-09
6,78E-06
1,00E-05
9,84E-07
1,96E-10
6,99E-10

9,51E-06

1,08E-10
5,85E-10
8,90E-10

6,07E-06

8,58E-10
3,44E-09

5,88E-10
1,35E-07
0,0003

6,88E-10
3,68E-06
3,35E-06
6,05E-05
3,91E-09
3,80E-08

1,12E-08

9,83E-11
1,47E-05
2,03E-11




coatomer protein complex subunit beta 1
chromobox homolog 4
tripartite motif containing 39
vascular endothelial growth factor A
N-deacetylase/N-sulfotransferase (heparan
glucosaminyl) 2
calcium binding and coiled-coil domain 1
mastermind-like transcriptional coactivator 2
trans-golgi network vesicle protein 23 homolog C
(S. cerevisiae); CMT1A duplicated region transcript
4,
transmembrane p24 trafficking protein 5
major facilitator superfamily domain containing 6
C-type lectin domain family 6, member A
SIL1 nucleotide exchange factor
spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1
tryptophanyl-tRNA synthetase
DENN/MADD domain containing 5A
serine/threonine kinase 40

N-acetylneuraminic acid synthase
junction mediating and regulatory protein, p53
cofactor

butyrophilin, subfamily 3, member A2
ER membrane protein complex subunit 9
coiled-coil domain containing 167
chloride intracellular channel 4
SEC24 homolog A, COPII coat complex component
period circadian clock 1; microRNA 6883
Sec23 homolog B, COPIl coat complex component
component of oligomeric golgi complex 3
5-azacytidine induced 2
interferon-related developmental regulator 1
transmembrane protein 52B
BCL2-related protein Al

storkhead box 2
solute carrier family 39 (zinc transporter), member
14

SUMO1/sentrin/SMT3 specific peptidase 2
transmembrane and coiled-coil domains 3

zinc finger and BTB domain containing 5
trans-golgi network vesicle protein 23 homolog B
(S. cerevisiae)

chemokine (C-X-C motif) ligand 8
MIS12 kinetochore complex component
kizuna centrosomal protein
BCL2-associated athanogene 3
chaperonin containing TCP1, subunit 6B (zeta 2)

220

CopPB1
CBX4
TRIM39
VEGFA

NDST2

CALCOCO1
MAML2

TVP23C; CDRT4;
TVP23C-CDRT4

TMEDS5
MFSD6
CLEC6A
SIL1
SAT1
WARS
DENND5A
STK40
NANS

IMY

BTN3A2
EMC9
CCDC167
CLIC4
SEC24A
PER1; MIR6883
SEC23B
COG3
AZI2
IFRD1
TMEM528B
BCL2A1
STOX2

SLC39A14

SENP2
TMCO3
ZBTB5

TVP23B

CXCL8
MIS12
KlIZ
BAG3
CCT6B

-2,66
-2,66
-2,66
-2,66

-2,66

-2,65
-2,65

-2,65

-2,64
-2,63
-2,63
2,62
-2,62
2,61
-2,61
2,61
2,6

-2,6

2,6
2,6
2,6
2,6

-2,58

-2,58

-2,58

-2,58

-2,58

2,57

2,57

2,57

-2,56

-2,56

-2,56
-2,56
-2,55

-2,55

-2,55
-2,55
-2,54
-2,54
-2,52

Anexo |

6,28E-10
2,19E-10
3,21E-06
2,15E-10

4,58E-11

7,30E-08
2,78E-07

9,84E-11

6,45E-11
4,34E-07
0,0002
8,26E-09
9,63E-08
1,92E-10
2,98E-07
8,47E-09
5,98E-08

3,18E-07

6,39E-09
1,03E-06
6,95E-07
8,85E-09
1,51E-09
1,54E-05
2,22E-11
4,23E-09
1,42E-08
6,56E-10
1,78E-07
1,95E-08
1,47E-08

4,88E-09

7,13E-08
5,05E-09
2,74E-08

7,01E-09

4,72E-08
3,02E-07
2,74E-07
1,39E-09
0,0001




chemokine (C-C motif) receptor-like 2
WD repeat domain 45; PRA1 domain family,
member 2
phosphorylase, glycogen; brain
CREB3 regulatory factor
ankyrin repeat domain 22
leucine zipper transcription factor like 1
steroid receptor RNA activator 1
thioredoxin domain containing 11
tetraspanin 31
nitrilase 1
solute carrier family 25, member 42
solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 3

THAP9 antisense RNA 1
mediator complex subunit 8
N-acetylglucosamine kinase
zinc finger protein 773
chloride channel, voltage-sensitive 3
Memczak2013 ANTISENSE, coding, INTERNAL,
UTR3 best transcript NM_001001349
Jeck2013 ANTISENSE, CDS, coding, INTERNAL,
OVCODE, OVEXON best transcript NM_001042476
von Willebrand factor A domain containing 5A
zinc finger protein 697
Yipl domain family member 5
nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, zeta

centrosomal protein 120kDa
solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 14
microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta
2
intraflagellar transport 20
zinc finger, MYND-type containing 12

WD repeat domain 5B

Memczak2013 ALT_ACCEPTOR, ALT_DONOR,
coding, INTERNAL, intronic best transcript
NM_003574
dual specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation
regulated kinase 4
tribbles pseudokinase 1
metallothionein 1X
chemokine (C-C motif) ligand 3

ring finger protein 19B

translocation associated membrane protein 1
tripartite motif containing 34
zinc finger protein 587
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CCRL2
WDRA45; PRAF2

PYGB
CREBRF
ANKRD22
LZTFL1
SRA1
TXNDC11
TSPAN31
NIT1
SLC25A42

SLC2A3

THAP9-AS1
MEDS8
NAGK

ZNF773
CLCN3

NKIRAS2

CARHSP1

VWASA
ZNF697
YIPF5

NFKBIZ
CEP120
SLC2A14

MAP1LC3B2

IFT20
ZMYND12
WDR5B

VAPA

DYRK4

TRIB1

MT1X

CCL3
RNF19B
TRAM1
TRIM34
ZNF587

-2,52
-2,52

-2,52
-2,51
-2,51
2,5

2,5

-2,49
-2,49
-2,49
-2,49
-2,49
2,47
-2,46
-2,46
-2,46
-2,45

-2,44

-2,44

-2,44
-2,43
-2,43

2,43
-2,43
2,42

-2,42

-2,41
2,4
2,4

2,4

2,4

2,4
-2,39
-2,39
-2,39
-2,39
-2,38
-2,38

Anexo |

5,74E-07
6,47E-05

2,37E-08
4,79E-05
8,53E-08
1,36E-08
2,74E-08
3,53E-10
3,91E-07
3,37E-08
9,75E-06

6,40E-10

1,17E-09
5,19E-10
4,24E-09
3,67E-08
3,88E-09

0,0057

6,14E-06

5,56E-06
0,0002
5,58E-10

1,22E-06
6,20E-08
6,46E-09

5,70E-06

9,47E-08
5,16E-05
5,07E-06

8,61E-06

3,75E-07

7,86E-07
3,72E-09
0,0002
2,80E-08
3,29E-10
1,55E-05
2,08E-07




golgi transport 1B
SEC11 homolog C, signal peptidase complex
subunit
seryl-tRNA synthetase
UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase 1
RNA binding motif protein 11
decapping exoribonuclease
zinc finger protein 417
zinc finger protein 75D
DAZ interacting zinc finger protein 3
Sec61 translocon beta subunit
transducin (beta)-like 2
golgi reassembly stacking protein 2
Memczak2013 ALT _ACCEPTOR, ALT_DONOR,
coding, INTERNAL, intronic best transcript
NM_017841

MAP kinase interacting serine/threonine kinase 2
homeobox containing 1
jagged 1

tripartite motif containing 25; microRNA 3614
schlafen family member 5
magnesium transporter 1

synaptotagmin like 1
chromosome 7 open reading frame 31

complement component 5a receptor 1
NUS1 dehydrodolichyl diphosphate synthase
subunit

neuropilin 1
F-box and leucine-rich repeat protein 13

coatomer protein complex subunit alpha
dual adaptor of phosphotyrosine and 3-
phosphoinositides
AT-hook transcription factor
golgin A3
Jeck2013 ALT_ACCEPTOR, ALT_DONOR, coding,
INTERNAL, intronic best transcript NM_015049

StAR-related lipid transfer domain containing 4
oxysterol binding protein-like 2
adaptor-related protein complex 3, delta 1 subunit
thioredoxin domain containing 15
cysteinyl-tRNA synthetase
ring finger protein 185
histone cluster 2, H2ab
FOS-like antigen 2
transmembrane protein 143
GRB2-associated binding protein 2
tripartite motif containing 16-like
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GOLT1B
SEC11C

SARS
UAP1
RBM11
DXO
ZNF417
ZNF75D
DZIP3
SEC61B
TBL2
GORASP2

SDHAF2

MKNK2
HMBOX1
JAG1
TRIM25;
MIR3614
SLFN5
MAGT1
SYTL1
C70rf31
C5AR1

NUS1

NRP1
FBXL13
COPA

DAPP1

AKNA
GOLGA3

TRAK2

STARD4
OSBPL2
AP3D1
TXNDC15
CARS
RNF185
HIST2H2AB
FOSL2
TMEM143
GAB2
TRIM16L

-2,38
-2,38

-2,38
-2,38
-2,38
-2,38
2,37
-2,37
2,37
-2,37
-2,36
-2,36

-2,35

-2,35
-2,35
-2,35

-2,35

2,34
2,33
2,32
2,31
2,31

-2,31

-2,31
-2,3
-2,3

-2,29

-2,29
-2,29

-2,29

-2,29
-2,29
-2,29
-2,29
-2,28
2,28
-2,28
2,28
2,27
2,27
2,27

Anexo |

4,19E-07
2,29E-08

1,68E-09
2,10E-08
3,97E-07
8,18E-06
4,12E-08
6,13E-07
3,37E-07
1,05E-07
2,79E-08
1,05E-08

0,0002

1,10E-08
1,88E-06
0,0002

3,06E-08

9,09E-05
5,91E-10
8,70E-07
8,62E-07
1,49E-06

3,13E-09

8,10E-08
5,09E-06
1,67E-08

2,39E-07

0,0027
8,72E-06

4,02E-05

1,36E-07
1,61E-08
3,73E-07
4,17E-07
3,38E-09
1,07E-07
7,90E-08
2,09E-05
0,0014
0,0004
3,32E-05




NECAP endocytosis associated 1
TATA element modulatory factor 1
BSD domain containing 1
KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum
protein retention receptor 2

family with sequence similarity 114, member Al
store-operated calcium entry-associated regulatory
factor
siah E3 ubiquitin protein ligase 2
small glutamine-rich tetratricopeptide repeat
(TPR)-containing, beta

CDKS5 regulatory subunit associated protein 3
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 25
glutaminyl-peptide cyclotransferase-like
kelch domain containing 2
ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1
Ras homolog enriched in brain like 1
calumenin
serum/glucocorticoid regulated kinase family,
member 3; C80orf44-SGK3 readthrough

solute carrier family 35, member E1
zinc finger, CW type with PWWP domain 2
golgin A8 family, member N
listerin E3 ubiquitin protein ligase 1
progestin and adipoQ receptor family member VI
ISL LIM homeobox 2
protein tyrosine phosphatase, receptor type, E
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), gamma
nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2
schlafen family member 11
family with sequence similarity 157, member B
methylmalonyl CoA epimerase
cytohesin 2
Yipl domain family member 2
MDM4, p53 regulator
GDNF-inducible zinc finger protein 1
neighbor of BRCA1 gene 1
K(lysine) acetyltransferase 6B
transmembrane protein 45A
RecQ helicase-like 5
basic leucine zipper nuclear factor 1

immediate early response 3
Transcript Identified by AceView, Entrez Gene ID(s)
8565

GRIP and coiled-coil domain containing 2
phosphatidylinositol 4-kinase type 2 alpha
aprataxin and PNKP like factor
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NECAP1
TMF1
BSDC1

KDELR2
FAM114A1
SARAF
SIAH2
SGTB

CDK5RAP3
DNAJC25
QPCTL
KLHDC2
ATP2B1
RHEBL1
CALU
SGK3; C8orf44-
SGK3
SLC35E1
ZCWPW2
GOLGA8N
LTN1
PAQR6
ISL2
PTPRE
CEBPG
NR4A2
SLFN11
FAM157B
MCEE
CYTH2
YIPF2
MDM4
GZF1
NBR1
KAT6B
TMEMA45A
RECQL5
BLZF1
IER3

YARS

GCC2
PI4K2A
APLF

2,27
2,27
2,27

-2,26
-2,26
-2,26
-2,26
-2,26

2,26
-2,25
-2,25
-2,25
-2,25
-2,25
-2,25

2,24

2,24
2,24
2,24
2,24
2,24
2,23
2,23
2,23
2,23
2,22
2,22
2,22
2,22
2,22
2,21
2,21
2,21
2,21
2,2

2,2

2,2

2,2

2,2

2,2
2,2
2,2

Anexo |

8,69E-08
2,82E-07
3,11E-07

1,75E-09
9,52E-08
3,19€-07
1,01E-09
1,12E-07

1,74E-07
1,92E-08
1,65E-06
2,56E-09
6,20E-07
0,0026
1,56E-09

2,90E-07

2,58E-08
6,01E-06
9,45E-06
5,20E-08
0,0021
8,94E-09
2,64E-08
1,01E-08
0,0004
1,17E-08
0,0001
1,57E-07
1,37E-08
5,58E-07
1,23E-07
1,42E-08
2,75E-06
4,43E-06
2,49E-06
1,01E-06
5,37E-06
9,52E-06

0,0009

6,07E-07
2,76E-07
2,18E-06




FK506 binding protein 2
dual specificity phosphatase 16
RAB8B, member RAS oncogene family
TBC1 domain family, member 10A

SEC16 homolog A, endoplasmic reticulum export
factor

Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4
HERV-H LTR-associating 3
CDGSH iron sulfur domain 2
Mdm1 nuclear protein
sarcoglycan gamma
carbonic anhydrase VB, mitochondrial
cullin 7
zinc finger, C2HC-type containing 1A
pentraxin 3, long
RAB2B, member RAS oncogene family

SEC13 homolog, nuclear pore and COPII coat
complex component
tuftelin 1
chemokine (C-X-C motif) ligand 2
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide D,
44kDa
GRIP and coiled-coil domain containing 1
TRK-fused gene
HCLS1 associated protein X-1
golgin A4
Kruppel-like factor 10
zinc finger protein 596
chromosome 2 open reading frame 74
coenzyme Q10B
SEC22 homolog B, vesicle trafficking protein
(gene/pseudogene)

ALG2, alpha-1,3/1,6-mannosyltransferase
potassium channel tetramerization domain
containing 21
programmed cell death 4 (neoplastic
transformation inhibitor); microRNA 4680
SPRY domain containing 3
potassium channel, two pore domain subfamily K,
member 6
ArfGAP with FG repeats 2
derlin 3
zinc finger protein 526
nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, alpha
PAN2 poly(A) specific ribonuclease subunit; canopy
FGF signaling regulator 2
interferon, gamma-inducible protein 16
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FKBP2
DUSP16
RAB8B
TBC1D10A

SEC16A

DNAIJB4
HHLA3
CISD2
MDM1
SGCG
CAS5B
CuL7
ZC2HC1A
PTX3
RAB2B

SEC13

TUFT1
CXCL2

POLR3D

GCC1
TFG
HAX1
GOLGA4
KLF10
ZNF596
C2orf74
coQ10B

SEC22B
ALG2
KCTD21

PDCD4; MIR4680
SPRYD3
KCNK6

AGFG2
DERL3
ZNF526

NFKBIA

PAN2; CNPY2
IFI16

2,2
-2,19
-2,19
-2,19

-2,19

-2,18
2,18
2,17
2,17
2,17
2,17
2,17
2,17
2,17
2,16

-2,16

-2,15
-2,15

-2,15

-2,15
-2,15
-2,15
-2,15
2,14
2,14
2,14
2,14

2,14
2,14
2,14

2,13
2,13
2,13

2,13
2,13
2,13

2,13
2,12

-2,12

Anexo |

2,99E-08

1,35E-06

2,86E-08
0,0002

4,23E-06

8,94E-07
5,70E-06
1,26E-08
4,61E-06
3,29E-05
2,46E-05
6,49E-07
4,24E-07
4,21E-07
1,62E-08

4,49E-07

2,82E-06
0,0002

4,33E-07

1,23E-05
2,64E-09
1,91E-07
4,83E-07
7,62E-09
4,15E-05
1,68E-06
6,91E-08

4,86E-09
2,02E-08
0,0002

2,27E-08
6,32E-05
7,20E-07

8,53E-07
1,50E-08
1,13E-07

8,88E-08

1,34E-07
0,0013




ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow
twitch 2
caspase 7
UDP-glucose ceramide glucosyltransferase
mex-3 RNA binding family member C
coiled-coil domain containing 134
caspase 10
ST6 (alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-
galactosyl-1,3)-N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-
sialyltransferase 4
surfeit 4
melanoma inhibitory activity family, member 3
TBC1 domain family, member 16
FK506 binding protein 11; ADP-ribosylation factor 3
neural precursor cell expressed, developmentally
down-regulated 9

DNA-damage regulated autophagy modulator 1
glutamic pyruvate transaminase (alanine
aminotransferase) 2
protein disulfide isomerase family A, member 6
pellino E3 ubiquitin protein ligase family member 2
aspartylglucosaminidase
TDP-glucose 4,6-dehydratase
kelch-like family member 28
Sec61 translocon gamma subunit
multiple coagulation factor deficiency 2
activin A receptor type |
aldo-keto reductase family 1, member C1
tripartite motif containing 4
Transcript Identified by AceView, Entrez Gene ID(s)
7227
oleoyl-ACP hydrolase
LysM, putative peptidoglycan-binding, domain
containing 4
dual specificity phosphatase 16
complement component (3b/4b) receptor 1 (Knops
blood group)

defensin, beta 104A; defensin, beta 104B
tubby like protein 3
motile sperm domain containing 1
Transcript Identified by AceView, Entrez Gene ID(s)
8829
F-box protein 32
interleukin 18
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis

class P

pleckstrin homology-like domain, family A,

member 1
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ATP2A2

CASP7
UGCG
MEX3C
CCDC134
CASP10

ST6GALNACA

SURF4
MIA3
TBC1D16
FKBP11; ARF3

NEDD9
DRAM1
GPT2

PDIA6
PELI2
AGA
TGDS

KLHL28
SEC61G
MCFD2
ACVR1
AKR1C1
TRIM4

TRPS1
OLAH
LYSMD4
DUSP16
CR1

DEFB104A;
DEFB104B
TULP3
MOSPD1

NRP1

FBXO32
IL18

PIGP

PHLDA1

-2,12

2,12
2,11
2,11
2,11
2,11

2,11

2,1
2,1
2,1
2,1

2,1
2,1
-2,09

-2,09
-2,09
-2,09
-2,09
-2,08
-2,08
-2,08
-2,08
-2,08
-2,08

-2,08
-2,07
-2,07
-2,07
-2,07

-2,07

2,07
-2,07

-2,06

-2,06
-2,06

-2,05

-2,05

Anexo |

7,76E-09

1,14E-05
3,15E-06
2,62E-08
4,31E-05
1,09E-07

4,14E-07

4,59E-05
1,49E-08
2,16E-06
3,39E-07

6,22E-07
0,0079
3,12E-06

6,90E-09
7,20E-06
7,04E-08
1,77E-08
1,70E-06
2,25E-08
1,97E-08
1,62E-05
0,0024
1,46E-07

0,0411
0,0015
2,02E-05
2,79E-05
1,52E-08

0,001

2,09E-07
1,39E-06

0,0005

0,0184
1,20E-05

2,40E-07

1,54E-06




bora, aurora kinase A activator
golgi brefeldin A resistant guanine nucleotide
exchange factor 1
ATPase, H+ transporting, lysosomal 31kDa, V1
subunit E2
leukocyte receptor cluster (LRC) member 8
signal recognition particle 19kDa; zinc finger (CCCH
type), RNA binding motif and serine/arginine rich 1
chromosome 16 open reading frame 58
coenzyme Q4
golgin A6 family-like 5, pseudogene; golgin A6
family-like 17, pseudogene
ubiquitin specific peptidase 53
zinc finger, FYVE domain containing 16
pyridoxal-dependent decarboxylase domain
containing 1
cAMP responsive element binding protein 3-like 4
SCY1-like, kinase-like 1
phosphoglycerate dehydrogenase
tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related ADP-
ribose polymerase
ADP-ribosylation factor GTPase activating protein
1; microRNA 4326
lymphocyte antigen 96
zinc finger protein 678
THAP domain containing 5
metallothionein 1I, pseudogene
Jeck2013 ANTISENSE, CDS, coding, INTERNAL,
OVCODE, OVEXON, UTR3 best transcript
NM_003542
CCR4-NOT transcription complex subunit 3
CD55 molecule, decay accelerating factor for
complement (Cromer blood group)
Memczak2013 ALT _DONOR, coding, INTERNAL,
intronic best transcript NM_198268
prolyl endopeptidase-like
activating transcription factor 4
CASK interacting protein 1
transmembrane anterior posterior transformation
1
de-etiolated homolog 1 (Arabidopsis)
solute carrier family 3 (amino acid transporter
heavy chain), member 2
tropomodulin 2 (neuronal)

Yip1 interacting factor homolog A (S. cerevisiae)
oligosaccharyltransferase complex subunit (non-
catalytic)
growth factor receptor bound protein 10
TRIM39-RPP21 readthrough
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BORA
GBF1

ATP6V1E2
LENGS
SRP19; ZRSR1

Cl160rf58
coQ4
GOLGA6L5P;
GOLGA6L17P
USP53
ZFYVE16

PDXDC1

CREB3L4
SCYL1
PHGDH

TNKS

ARFGAP1;
MIR4326
LY96
ZNF678
THAPS
MT1IP

HIST1HAC

CNOT3
CD55

HIPK1

PREPL
ATF4
CASKIN1

TAPT1
DET1
SLC3A2

TMOD2
YIF1A

OSTC

GRB10
TRIM39-RPP21

-2,05
-2,05

-2,05
-2,05
-2,05

-2,05
-2,05

-2,05

-2,05
-2,05

-2,05

-2,05
-2,05
-2,04

-2,04

-2,03

-2,03
-2,03
-2,03
-2,03

-2,03

-2,03
-2,02

-2,02

-2,02
-2,02
-2,02

-2,02
-2,02
2,01

2,01
2,01

2,01

-2,01
2,01

Anexo |

1,97E-07
7,40E-09

1,44E-05
5,98E-06
1,78E-05

1,00E-07
1,81E-05

2,52E-05

1,56E-06
6,53E-07

9,27E-06

1,64E-05
6,74E-07
1,21E-08

1,28E-06

1,59E-08

0,0015
2,89E-06
3,51E-06
1,38E-06

0,0004

3,44E-06
3,66E-08

0,0041

8,58E-09
2,77E-08
4,09E-05

1,19E-07
8,22E-06
2,66E-09

1,33E-05
8,89E-07

2,76E-07

2,61E-08
0,0011




Anexo |

UFM1-specific peptidase 2 UFSP2 -2,01 6,08E-09
motile sperm domain containing 2 MOSPD2 -2,01 4,03E-06
dehydrodolichyl diphosphate synthase subunit DHDDS -2 2,22E-07
SOS Ras/Rho guanine nucleotide exchange factor 2 SOS2 -2 1,88E-05
coatomer protein complex subunit beta 2 (beta COPB2 By 2 47E-08
prime)
jun D proto-oncogene JUND -2 7,29E-06
NADH dehydrogenase (ublq.umone) 1 alpha NDUEA4L2 5 0,0008
subcomplex, 4-like 2
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GENES CUYA EXPRESION AUMENTA TRAS EL TRATAMIENTO CON WIN-55

Anexo |
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Nombre de la proteina Nombre del gen | Fold change p-Val
small nuclear ribonucleoprotein polypeptide G SNRPG 2 4,03E-05
carbonic anhydrase Il CA2 2 1,23E-05
fucosyltransferase 7 (alpha (1,3) EUT7 ) 4,21E-05
fucosyltransferase)
galactosidase, alpha GLA 2 4,76E-06
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier;
phosphate Zarriér), member 23 SLC25A23 2,01 0,000
retinoic acid receptor, alpha RARA 2,01 3,49E-07
euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 2 EHMT2 2,01 0,0003
elaC ribonuclease Z 2 ELAC2 2,01 4,14E-06
pantothenate kinase 1 PANK1 2,01 4,67E-05
aspartyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial DARS2 2,01 5,05E-07
etoposide induced 2.4 El24 2,01 4,07E-08
synaptogyrin 1 SYNGR1 2,01 2,15E-05
importin 13 IPO13 2,01 6,76E-06
angiotensinogen (Ze’rg:zrﬁzztlg?se inhibitor, clade AGT 202 6,11E-05
tubulin, delta 1 TUBD1 2,02 3,47E-06
fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) FABP5 2,02 6,38E-07
inositol-tetrakisphosphate 1-kinase ITPK1 2,02 8,50E-07
serpin peptidase w;?;tr)rl\tl;)er; (ilgde B (ovalbumin), SERPINB10 2,02 5 29E-08
GINS complex subunit 1 (Psf1 homolog) GINS1 2,02 1,78E-07
solute carrier family 16 (monocarboxylate SLC16A3;
transporter), member 3; microRNA 6787 MIR6787 2,02 >,08E-06
fatty acid desaturase 2 FADS2 2,02 1,50E-07
PWP2 periodic tryptophan protein homolog (yeast) PWP2 2,02 1,18E-05
chromosome 10 open reading frame 91 C100rf91 2,02 0,0017
LIM domain binding 1 LDB1 2,02 9,35E-07
kelch-like ECH-associated protein 1 KEAP1 2,02 4,52E-07
SMAD family member 1 SMAD1 2,03 1,14E-05
patched 1 PTCH1 2,03 1,75E-05
ATPase, H+ transpsourtt)lunngi,t Ig;osomal 42kDa, V1 ATPEVICY 203 7 60E-07
zinc finger, CCHC domain containing 11 ZCCHC11 2,03 0,0004
upregulator of cell proliferation; URGCP-MRPS24 | URGCP; URGCP-
readthrough MRPS24 2,03 2/498-05
sirtuin 7 SIRT?7 2,03 0,0003
scaffold attachment factor B SAFB 2,03 1,18E-07
proteasome 26S subunit, non-ATPase 11 PSMD11 2,03 3,69E-08
sine oculis binding protein homolog SOBP 2,04 0,0003
THAP domain containing 11 THAP11 2,04 3,60E-07
nucleus accumbens associated 1, BEN and BTB
(POZ) domain containing NACCL 2,04 >,50E-09
leucyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial LARS2 2,04 3,85E-05
solute carrier family 5 (sodium/myo-inositol SLC5A3; MRPS6 2,04 2,00E-07




cotransporter), member 3; mitochondrial
ribosomal protein S6
SIX homeobox 1
methionine sulfoxide reductase B3
transmembrane protein 164
3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 3
sortilin-related receptor, L(DLR class) A repeats
containing
GINS complex subunit 2 (Psf2 homolog)
peroxisomal membrane protein 2
KIAA2013
bone marrow stromal cell antigen 2
discoidin, CUB and LCCL domain containing 2
rabaptin, RAB GTPase binding effector protein 1
cell division cycle 14A
myelin protein zero-like 1
nudix hydrolase 5
potassium channel, inwardly rectifying subfamily J,
member 15
megakaryocyte-associated tyrosine kinase
methyltransferase like 7A
MRT4 homolog, ribosome maturation factor
zinc finger and BTB domain containing 16
WD repeat domain 77
protein phosphatase 1, regulatory subunit 27
vesicular, overexpressed in cancer, prosurvival
protein 1
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing
4
SH3-domain binding protein 1; pyridoxal
(pyridoxine, vitamin B6) phosphatase
fucosyltransferase 8 (alpha (1,6)
fucosyltransferase)
solute carrier family 25, member 43
cyclin Al
carbonyl reductase 1
tescalcin
phosphoglycerate mutase 1 (brain)
zinc finger protein 114
solute carrier family 8 (sodium/lithium/calcium
exchanger), member B1
C-type lectin domain family 11, member A
amylase, alpha 1A (salivary); amylase, alpha 1C
(salivary)
jade family PHD finger 3
neuron-derived neurotrophic factor
ceramide kinase
plexin B2

230

SIX1
MSRB3
TMEM164
HACD3

SORL1

GINS2
PXMP2
KIAA2013
BST2
DCBLD2
RABEP1
CDC14A
MPZL1
NUDT5

KCNJ15

MATK
METTL7A
MRTOA4
ZBTB16
WDR77
PPP1R27

VOPP1

CHCHDA4

SH3BP1; PDXP

FUTS8

SLC25A43
CCNA1
CBR1
TESC
PGAM1
ZNF114

SLC8B1
CLEC11A
AMY1A; AMY1C

JADE3
NDNF
CERK

PLXNB2

2,04
2,04
2,04
2,04

2,05

2,05
2,05
2,05
2,05
2,05
2,05
2,05
2,05
2,05

2,05

2,05
2,06
2,06
2,06
2,06
2,06

2,06

2,07

2,07

2,07

2,07
2,07
2,07
2,07
2,07
2,08

2,08
2,08
2,08

2,08
2,08
2,08
2,09

Anexo |

1,58E-05
1,02E-05
2,38E-05
2,15E-07

3,76E-05

1,43E-06
4,60E-07
8,70E-05
3,41E-06
9,35E-09
6,64E-07
4,22E-08
6,65E-06
4,95E-05

5,41E-05

0,0002
3,04E-05
8,45E-08
2,44E-05
7,59E-08
1,11E-07

4,15E-05

4,50E-07

3,15E-05

2,54E-06

5,42E-06
2,88E-07
1,08E-07
3,96E-05
3,02E-07
4,44E-05

2,72E-07
9,85E-06
0,0052

0,0001
2,57E-05
8,31E-07

0,0003




SMAD family member 7
membrane-spanning 4-domains, subfamily A,
member 4A
IQ motif containing GTPase activating protein 2
nuclear receptor subfamily 2, group F, member 6
CDGSH iron sulfur domain 3
nucleoporin 85kDa
PWP2 periodic tryptophan protein homolog (yeast)
coiled-coil domain containing 1098
upregulator of cell proliferation
WW and C2 domain containing 1
stimulated by retinoic acid 13
chromosome 5 open reading frame 30
zinc finger, DHHC-type containing 14
centromere protein V
upstream binding transcription factor, RNA
polymerase |
RNA methyltransferase like 1
integrin beta 1 binding protein 1
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 5
thymidylate synthetase
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1
(soluble)

RNA pseudouridylate synthase domain containing
1
MyoD family inhibitor domain containing
regulator of chromosome condensation 2
mannosyl (alpha-1,6-)-glycoprotein beta-1,6-N-
acetyl-glucosaminyltransferase
copine Il
retinol dehydrogenase 10 (all-trans)
ribosome biogenesis regulator homolog
LDL receptor related protein 8
sialophorin
PGAM family member 5, serine/threonine protein
phosphatase, mitochondrial
myosin regulatory light chain interacting protein;
microRNA 4639
GRAM domain containing 1B
cysteine and histidine rich domain containing 1
PH domain and leucine rich repeat protein
phosphatase 2
ubiquitin-like 4A
hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter
factor)
uncharacterized protein MGC27345
RAS protein activator like 2
colony stimulating factor 1 receptor
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SMAD7
MS4A4A

IQGAP2
NR2F6
CISD3
NUP85
PWP2
CCDC1098B
URGCP
WWC1
STRA13
C50rf30
ZDHHC14
CENPV

UBTF

RNMTL1
ITGB1BP1
AGPAT5
TYMS

HMGCS1

RPUSD1

MDFIC
RCC2

MGAT5

CPNE2
RDH10
RRS1
LRP8
SPN

PGAMS5

MYLIP; MIR4639

GRAMD1B
CHORDC1

PHLPP2
UBL4A
HGF

MGC27345
RASAL2
CSF1R

2,09
2,09

2,09
2,09
2,09
2,09
2,09
2,09
2,1
2,1
2,1
2,11
2,11
2,11

2,12

2,12
2,12
2,12
2,12

2,12

2,13

2,13
2,13

2,13

2,14
2,14
2,14
2,14
2,15

2,15

2,15

2,15
2,15

2,15
2,15
2,15

2,15
2,15
2,16

Anexo |

1,96E-06
9,19E-06

3,32E-08
8,87E-06
6,64E-05
3,71E-07
5,02E-08
6,18E-05
9,53E-07
6,46E-06
0,0001
0,0001
9,85E-06
4,83E-05

1,17E-08

0,0005
1,64E-07
3,30E-07
3,07E-08

6,56E-06

6,10E-07

2,18E-08
1,59E-08

3,51E-08

6,82E-05
3,01E-07
2,36E-06
6,07E-07
2,45E-08

9,95E-06

4,09E-06

7,07E-07
2,68E-08

0,0021
4,04E-05
6,19E-08

1,61E-05
3,46E-05
0,0022




ubiquitin conjugating enzyme E2G 1
DEP domain containing 7
ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 7
(putative)
paroxysmal nonkinesigenic dyskinesia; microRNA
6810
helicase, lymphoid-specific
choroideremia-like (Rab escort protein 2)
claspin
DIS3 like exosome 3-5 exoribonuclease
lymphoblastic leukemia associated hematopoiesis
regulator 1
transforming growth factor beta 1
nuclear factor I/C (CCAAT-binding transcription
factor)
spermatogenesis associated, serine-rich 2
solute carrier family 20 (phosphate transporter),
member 1
ADAM metallopeptidase domain 28
G protein-coupled receptor kinase interacting
ArfGAP 1
zinc and ring finger 3
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 6
gem nuclear organelle associated protein 4
diacylglycerol O-acyltransferase 2
fermitin family member 1
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39A
peptidase (mitochondrial processing) alpha
scavenger receptor class B, member 1
F-box and leucine-rich repeat protein 19
jade family PHD finger 2
coronin, actin binding protein, 2A
solute carrier family 27 (fatty acid transporter),
member 2
DENN/MADD domain containing 1B
abhydrolase domain containing 14A
leucine rich repeat containing 8 family, member C
fms-related tyrosine kinase 3
sepiapterin reductase (7,8-dihydrobiopterin:NADP+
oxidoreductase)
cytokine induced apoptosis inhibitor 1
opioid growth factor receptor
family with sequence similarity 117, member A
7-dehydrocholesterol reductase
docking protein 3
adaptor-related protein complex 1 sigma 3 subunit
cullin 1
fatty acid desaturase 1; microRNA 1908
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UBE2G1
DEPDC7

UBR7

PNKD; MIR6810

HELLS
CHML
CLSPN
DIS3L

LYL1
TGFB1
NFIC
SPATS2
SLC20A1
ADAM28
GIT1

ZNRF3
PTPN6
GEMIN4
DGAT2
FERMT1
DDX39A
PMPCA
SCARB1
FBXL19
JADE2
CORO2A

SLC27A2

DENND1B
ABHD14A
LRRC8C
FLT3

SPR

CIAPIN1
OGFR
FAM117A
DHCR7
DOK3
AP1S3
CcuLl
FADS1; MIR1908

2,16
2,16

2,16

2,16

2,17
2,17
2,17
2,17

2,17
2,18
2,18
2,18
2,18
2,19
2,19

2,19
2,19
2,19
2,19
2,19
2,19
2,19
2,2
2,2
2,2
2,2

2,21

2,21
2,21
2,21
2,21

2,21

2,22
2,22
2,22
2,22
2,22
2,22
2,23
2,24

Anexo |

1,50E-07
5,26E-07

5,63E-06

3,51E-06

2,06E-05
8,35E-06
3,68E-07
2,16E-08

2,22E-08
5,86E-06
3,08E-06
7,56E-05
6,39E-09
0,0007
2,99E-08

1,53E-06
1,35E-06
0,0006
1,41E-07
1,77E-08
1,71E-07
3,25E-06
1,48E-07
8,22E-07
4,87E-06
6,53E-08

2,78E-07

8,96E-06
0,0062

6,85E-07

1,14E-05

4,28E-07

3,27E-07
9,18E-07
6,15E-05
3,17E-07
0,0001
0,0002
1,20E-08
2,35E-08




immunoglobulin superfamily, member 10
solute carrier family 5 (sodium/multivitamin and
iodide cotransporter), member 6
Src-like-adaptor
megalencephalic leukoencephalopathy with
subcortical cysts 1
FOS-like antigen 1
prenylcysteine oxidase 1
transmembrane protein 64
tensin 3
caspase 2
clathrin, heavy chain-like 1
docking protein 2
ribosomal RNA processing 36
deoxycytidine kinase
arylsulfatase B
lysophosphatidic acid receptor 4
active BCR-related
solute carrier family 39 (zinc transporter), member
10
LIM domains containing 1
heat shock 10kDa protein 1
FAST kinase domains 1
neurotensin receptor 1 (high affinity)
leucine zipper-EF-hand containing transmembrane
protein 1
mitochondrial ribosomal protein S12
family with sequence similarity 216, member A
methionine adenosyltransferase Il, alpha
polymerase (DNA directed), epsilon 2, accessory
subunit
signal-regulatory protein beta 1
FK506 binding protein 4
protein phosphatase 1, regulatory subunit 9B
phosphodiesterase 4A, cAMP-specific
chromosome 1 open reading frame 106
AhpC/TSA antioxidant enzyme domain containing 1
DEF6 guanine nucleotide exchange factor
chromosome 20 open reading frame 27
solute carrier organic anion transporter family,
member 3A1
NEDD4 binding protein 2-like 1
ubiquitin conjugating enzyme E2N
caspase 6
S-phase kinase-associated protein 2, E3 ubiquitin
protein ligase
teashirt zinc finger homeobox 1
EGF domain-specific O-linked N-acetylglucosamine
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IGSF10
SLC5A6
SLA
MLC1

FOSL1
PCYOX1
TMEM64
TNS3
CASP2
CLTCL1
DOK2
RRP36
DCK
ARSB
LPAR4
ABR

SLC39A10

LIMD1
HSPE1
FASTKD1
NTSR1

LETM1

MRPS12
FAM216A
MAT2A

POLE2

SIRPB1
FKBP4
PPP1R9B
PDE4A
Clorf106
AAED1
DEF6
C200rf27

SLCO3A1

N4BP2L1
UBE2N
CASP6

SKP2

TSHZ1
EOGT

2,24
2,24
2,24
2,24

2,25
2,25
2,25
2,25
2,25
2,25
2,25
2,25
2,25
2,26
2,26
2,26

2,26

2,26
2,26
2,27
2,27

2,27

2,27
2,27
2,27

2,28

2,28
2,28
2,28
2,28
2,29
2,29
2,29
2,29

2,29

2,29
2,3
2,3

2,3

2,31
2,31

Anexo |

1,61E-05
6,57E-07
1,18E-06
1,09E-05

2,17E-05
2,76E-07
1,81E-05
0,0001
4,03E-09
8,81E-08
1,89E-07
2,27E-05
7,15E-09
1,14E-08
4,98E-06
2,43E-05

1,33E-06

0,0003
1,57E-07
1,09E-06
3,32E-05

1,19E-07

3,80E-06
4,37E-08
8,73E-10

6,00E-05

4,00E-06
4,40E-08
1,94E-05
4,06E-06
5,58E-06
5,30E-07
0,0001
9,34E-06

5,70E-06

2,87E-05
1,62E-08
0,0017

3,42E-10

1,85E-06
3,60E-06




(GIcNACc) transferase
cyclin-dependent kinase 15
acid sensing ion channel 1
lysine (K)-specific demethylase 2B
protein kinase C, delta
high mobility group box 3
cell death-inducing DFFA-like effector b
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 2
mediator complex subunit 31
SAM domain and HD domain 1
Ets2 repressor factor
endonuclease G
phosphoglycerate mutase family member 4
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1,
E3 ubiquitin protein ligase
N-6 adenine-specific DNA methyltransferase 2
(putative)
family with sequence similarity 212, member A
Scm-like with four mbt domains 1
placenta specific 8
tripartite motif containing 13; potassium channel
regulator
isopentenyl-diphosphate delta isomerase 1
zinc finger and BTB domain containing 7B
solute carrier family 19 (folate transporter),
member 1
tubulin, gamma complex associated protein 4
microRNA 6809; tensin 1
ELOVL fatty acid elongase 6
chromosome X open reading frame 21
A kinase (PRKA) anchor protein 1
tetraspanin 14
PR domain containing 1, with ZNF domain
fatty acyl-CoA reductase 2
paraoxonase 2
regulator of chromosome condensation 2
chromosome 2 open reading frame 44
chemokine (C-C motif) ligand 2
mevalonate kinase
endoglin
DNA fragmentation factor, 40kDa, beta
polypeptide (caspase-activated DNase)
gem nuclear organelle associated protein 5
phosphofructokinase, platelet
ankyrin repeat domain 16
G protein-coupled receptor 141
uridine-cytidine kinase 2; microRNA 3658
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CDK15
ASIC1
KDM2B
PRKCD
HMGB3
CIDEB
AGPAT2
MED31
SAMHD1
ERF
ENDOG
PGAMA4

MAP3K1

N6AMT2

FAM212A
SFMBT1
PLACS8

TRIM13; KCNRG

IDI1
ZBTB7B

SLC19A1

TUBGCP4
MIR6809; TNS1
ELOVL6
CXorf21
AKAP1
TSPAN14
PRDM1
FAR2
PON2
RCC2
C2orfa4
CCL2
MVK
ENG

DFFB

GEMINS
PFKP
ANKRD16
GPR141
UCK2; MIR3658

2,31
2,31
2,31
2,32
2,32
2,32
2,33
2,33
2,33
2,34
2,34
2,34

2,35

2,35

2,35
2,35
2,36

2,36

2,38
2,38

2,38

2,39
2,39
2,39
2,39
2,39
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,41
2,41
2,41
2,41

2,42

2,42
2,43
2,43
2,44
2,44

Anexo |

0,0001
0,0008
1,38E-07
1,01E-07
3,63E-08
3,21E-05
1,17E-05
2,84E-05
6,81E-08
3,36E-09
1,57E-06
0,0001

7,55E-06

2,80E-07

5,97E-06
3,54E-06
1,89E-08

3,04E-09

2,24E-06
1,08E-06

1,39E-09

5,75E-08
1,46E-07
4,31E-08
2,19E-09
7,00E-09
2,56E-08
8,42E-06
1,34E-07
2,26E-08
2,94E-08
9,48E-07
2,34E-05
0,0009
1,56E-06

6,72E-07

1,50E-09
1,38E-08
4,91E-05
1,25E-05
1,33E-08




membrane-spanning 4-domains, subfamily A,
member 6A
male-specific lethal 1 homolog (Drosophila)
glucosaminyl (N-acetyl) transferase 1, core 2
basic leucine zipper transcription factor, ATF-like
peroxisome proliferator-activated receptor
gamma, coactivator 1 beta
Gsel coiled-coil protein
phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 3
(gamma)
amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family
B, member 1 interacting protein
vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor
RAB7B, member RAS oncogene family
ubiquilin 4
transcriptional regulating factor 1
PQ loop repeat containing 2
sterile alpha motif domain containing 1
cyclin E1
leucine rich repeat containing 34
neuronal regeneration related protein
transmembrane protein 201
peripheral myelin protein 22
small nuclear ribonucleoprotein, U11/U12 25kDa
subunit
bromodomain adjacent to zinc finger domain 1A
TAR DNA binding protein
A kinase (PRKA) anchor protein 2
chromosome 6 open reading frame 136
zinc finger and BTB domain containing 12

regulator of chromosome condensation 1; small
nucleolar RNA, H/ACA box 73A;

insulin induced gene 1
Chac, cation transport regulator homolog 2 (E. coli)
absent in melanoma 1
RNA binding motif protein 38
proline rich Gla (G-carboxyglutamic acid) 4
(transmembrane)
nuclear factor I/X (CCAAT-binding transcription
factor)
kelch-like family member 23
oxysterol binding protein-like 3
phosphoinositide-3-kinase adaptor protein 1
potassium channel tetramerization domain
containing 15
vav 1 guanine nucleotide exchange factor
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MS4A6A

MSL1
GCNT1
BATF

PPARGC1B
GSE1
PIK3R3

APBB1IP

VDR
RAB7B
UBQLN4
TRERF1
PQLC2
SAMD1
CCNE1
LRRC34
NREP
TMEM201
PMP22

SNRNP25

BAZ1A
TARDBP
AKAP2
Cé6orfl136
ZBTB12
RCC1;
SNORA73A;
SNHG3;
SNORA73B
INSIG1
CHAC2
AIM1
RBM38

PRRG4

NFIX

KLHL23
OSBPL3
PIK3AP1

KCTD15
VAV1

2,45

2,46
2,47
2,47

2,48
2,49
2,49

2,49

2,49
2,49
2,49
2,5
2,5
2,51
2,51
2,52
2,52
2,53
2,53

2,53

2,54
2,54
2,55
2,55
2,55

2,55

2,56
2,56
2,57
2,57

2,57

2,57

2,57
2,58
2,58

2,59
2,59

Anexo |

9,33E-09

2,48E-07
6,90E-08
2,42E-05

6,73E-06
0,0001
1,73E-07

9,11E-08

5,81E-08
3,65E-06
7,30E-09
4,80E-07
3,90E-06
2,05E-06
6,89E-07
1,84E-08
7,14E-08
2,81E-08
1,50E-05

2,45E-06

8,65E-10
4,75E-10
1,04E-07
3,96E-07
3,17E-05

9,72E-09

4,82E-08
1,61E-06
5,64E-08
2,77E-10

8,99E-06

1,26E-06

0,0022
1,12E-06
1,04E-07

1,06E-05
7,76E-08




progestin and adipoQ receptor family member IV
ATP binding cassette subfamily B member 10
prostaglandin E receptor 2
semaphorin 7A, GPI membrane anchor (John
Milton Hagen blood group)
septin 3
glycine amidinotransferase (L-arginine:glycine
amidinotransferase)
neurolysin (metallopeptidase M3 family)
tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 10
Charcot-Leyden crystal galectin
SET domain and mariner transposase fusion gene
dCTP pyrophosphatase 1
synovial sarcoma, X breakpoint 2 interacting
protein
prokineticin 2
XRCC6 binding protein 1
ALS2, alsin Rho guanine nucleotide exchange factor
SET-like protein
POP1 homolog, ribonuclease P/MRP subunit
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis
class B
solute carrier family 25 (mitochondrial thiamine
pyrophosphate carrier), member 19
cell division cycle 7
adhesion G protein-coupled receptor A3
F-box protein 43
nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic,
calcineurin-dependent 2
pyrimidinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 6
chromobox homolog 6
GRAM domain containing 4
mannosyl (alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,4-N-
acetylglucosaminyltransferase, isozyme A
ZFP36 ring finger protein-like 2
dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 2
family with sequence similarity 136, member A
NOP16 nucleolar protein
cytokine inducible SH2-containing protein
B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger protein)
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase
3A1
uracil DNA glycosylase
acetyl-CoA acetyltransferase 2
SMAD family member 6
aldehyde dehydrogenase 1 family, member B1
selectin P ligand
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PAQR4
ABCB10
PTGER2

SEMA7A
sep-03
GATM

NLN

TNFSF10

CLC
SETMAR
DCTPP1

SSX21P

PROK2
XRCC6BP1
ALS2
SETSIP
POP1

PIGB

SLC25A19

CDC7
ADGRA3
FBXO43

NFATC2

P2RY6
CBX6
GRAMD4

MGAT4A

ZFP36L2
DKK2
FAM136A
NOP16
CISH
BCL11A

HS3ST3A1

UNG
ACAT2
SMAD6
ALDH1B1
SELPLG

2,59
2,59
2,6

2,62
2,62
2,62
2,62
2,63

2,63
2,64
2,64

2,64

2,65
2,65
2,66
2,67
2,68

2,69

2,69

2,69
2,7
2,72

2,72

2,73
2,73
2,73

2,73

2,74
2,75
2,75
2,76
2,77
2,8

2,8

2,81
2,82
2,82
2,85
2,87

Anexo |

4,70E-05
9,28E-10
1,92E-08

1,68E-05
1,98E-06
1,14E-08
1,04E-07
1,64E-05

2,48E-07
1,25E-07
3,93E-09

2,94E-05

1,01E-08
3,11E-09
1,02E-09
9,91E-06
5,77E-08

1,56E-08

1,27E-08

9,12E-08
3,01E-06
3,50E-05

7,58E-09

9,66E-08
1,53E-07
1,41E-09

4,03E-08

2,98E-09
6,83E-08
3,48E-06
1,47E-08
1,21E-08
1,17E-06

1,16E-08

5,53E-08
3,96E-10
1,64E-06
4,04E-09
4,18E-08




solute carrier family 25 (mitochondrial carrier:
glutamate), member 22
ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4
glycosyltransferase 1 domain containing 1
NACC family member 2, BEN and BTB (POZ) domain
containing
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 7
sestrin 3
myeloid cell nuclear differentiation antigen
cholinergic receptor, nicotinic alpha 5
integrin alpha 5
G protein-coupled receptor 18
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like
nucleolar protein 4-like
E2F transcription factor 8
family with sequence similarity 65, member A
membrane associated ring finger 9
interleukin 6 receptor
protein tyrosine phosphatase, receptor type, J
metastasis suppressor 1-like
family with sequence similarity 195, member A
peptidase M20 domain containing 2
sialic acid binding Ig-like lectin 6
lysosomal-associated membrane protein family,
member 5
ubiquitin specific peptidase 41
poliovirus receptor-related 1 (herpesvirus entry
mediator C)
transglutaminase 5
leucine-rich repeat containing G protein-coupled
receptor 4
inhibin beta A
cardiotrophin-like cytokine factor 1
dual specificity phosphatase 3
histamine receptor H2
LY6/PLAUR domain containing 6B
nuclear factor, erythroid 2
tubulin, alpha 4a
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), epsilon
cyclin E2
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier;
dicarboxylate transporter), member 10
purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 14
BRI3 binding protein
hematopoietic SH2 domain containing
transmembrane protein 223
nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2
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SLC25A22

ATP2B4
GLT1D1

NACC2

PTPN7
SESN3
MNDA
CHRNAS
ITGAS
GPR18
HPDL
NOLAL
E2F8
FAM65A
MARCH9
IL6R
PTPRJ
MTSS1L
FAM195A
PM20D2
SIGLEC6

LAMP5S
USP41
PVRL1
TGM5
LGR4

INHBA
CLCF1
DUSP3
HRH2
LYPD6B
NFE2
TUBA4A
CEBPE
CCNE2

SLC25A10

P2RY14
BRI3BP
HSH2D
TMEM223
NR2F2

2,88

2,88
2,89

2,9

2,9
2,91
2,92
2,94
2,95
2,96
2,97
2,97
2,99

3,03
3,04
3,06
3,06
3,06

3,07
3,07
3,08
3,1
3,11

3,13
3,14
3,15
3,16
3,16
3,18
3,19

3,2

3,2

3,21

3,22
3,22
3,22
3,24
3,24

Anexo |

2,59E-07

5,49E-06
1,23E-08

7,25E-08

8,71E-09
1,03E-08
2,31E-10
1,98E-08
2,85E-09
5,12E-09
8,50E-08
1,07E-07
3,95E-07
4,00E-06
2,09E-06
7,56E-10
6,26E-10
9,58E-09
8,31E-08
6,27E-11
1,62E-09

5,00E-09
2,35E-06
2,01E-05
6,84E-07
1,04E-09

3,49E-09
1,97E-07
2,65E-09
5,15E-08
2,83E-09
3,33E-06
1,82E-08
1,24E-06
3,02E-09

4,01E-10

0,0003
1,12E-11
2,88E-09
1,18E-06
2,94E-08




neuregulin 4
integrin alpha 4
purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 8
Homo sapiens purinergic receptor P2Y, G-protein
coupled, 8 (P2RY8), mRNA.
translocase of inner mitochondrial membrane 50
homolog (S. cerevisiae)
sterile alpha motif domain containing 10
solute carrier family 29 (equilibrative nucleoside
transporter), member 1
ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 4
family with sequence similarity 101, member B
macrophage expressed 1
solute carrier organic anion transporter family,
member 4A1
sorting nexin 10
thyroid hormone receptor, alpha
3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 1
phospholipid phosphatase related 3
platelet/endothelial cell adhesion molecule 1
family with sequence similarity 57, member A
hydrogen voltage gated channel 1
bone morphogenetic protein 8b
tec protein tyrosine kinase
growth differentiation factor 11
heat shock 70kDa protein 4-like
CD3e molecule, epsilon associated protein
forkhead box Al
four and a half LIM domains 3
solute carrier family 22 (organic cation/carnitine
transporter), member 16
dachshund family transcription factor 1
BCL6 corepressor
tudor domain containing 7
Wilms tumor 1
family with sequence similarity 78, member A
interferon regulatory factor 8
mannosidase, endo-alpha-like
chemokine (C-X-C motif) receptor 2
PHD finger protein 23
CXXC finger protein 5
family with sequence similarity 105, member A
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha
Rho-related BTB domain containing 2
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase
3B1
solute carrier family 29 (equilibrative nucleoside
transporter), member 2
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NRG4
ITGA4
P2RY8

P2RY8

TIMMS50
SAMD10
SLC29A1

ST3GAL4
FAM101B
MPEG1

SLCO4A1

SNX10
THRA
BDH1

PLPPR3

PECAM1
FAMS57A
HVCN1
BMP8B
TEC
GDF11
HSPAAL
CD3EAP
FOXA1
FHL3

SLC22A16

DACH1
BCOR
TDRD7
WT1
FAM78A
IRF8
MANEAL
CXCR2
PHF23
CXXC5
FAM105A
CEBPA
RHOBTB2

HS3ST3B1

SLC29A2

3,26
3,27
3,27

3,27

3,28
3,29
3,3

3,31
3,31
3,33

3,33

3,34
3,4
3,41
3,41
3,42
3,43
3,43
3,43
3,44
3,44
3,46
3,46
3,46
3,49

3,56

3,58
3,59
3,6
3,66
3,71
3,81
3,83
3,84
3,87
3,89
3,9
3,91
4,01

4,06

41

Anexo |

1,12E-06
1,72E-07
1,70E-09

1,70E-09

1,34E-05
2,56E-07
1,65E-09

8,12E-08
4,08E-11
1,11E-05

1,82E-06

7,29E-10
3,79E-09
2,62E-10
1,46E-11
7,27E-10
4,39E-07
1,14E-07
2,28E-08
5,05E-11
9,83E-09
5,68E-08
5,57E-09
1,71E-09
4,87E-09

3,35E-08

1,91E-08
3,23E-11
1,04E-11
3,91E-10
7,36E-07
2,21E-07
6,55E-07
9,52E-10
1,86E-07
3,82E-09
5,81E-11
1,15E-08
5,26E-10

2,23E-10

1,88E-08




ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1
platelet-derived growth factor alpha polypeptide
ELK3, ETS-domain protein (SRF accessory protein 2)
purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 2
tripartite motif containing 14
bone morphogenetic protein 8a
CD180 molecule
GRB2-binding adaptor protein, transmembrane
solute carrier organic anion transporter family,
member 4C1
GATA binding protein 2
methyltransferase like 7B
cysteinyl leukotriene receptor 1
kelch-like family member 23
family with sequence similarity 46, member A
G protein-coupled receptor 183
fibrinogen-like 2
TGFB-induced factor homeobox 2
transmembrane protein 200A
B-cell CLL/lymphoma 2
myosin binding protein H
G protein-coupled receptor 85
chemokine (C-C motif) receptor 2

UHRF1
PDGFA
ELK3
P2RY2
TRIM14
BMP8A
CD180
GAPT

SLCO4C1

GATA2
METTL7B
CYSLTR1

KLHL23
FAMA46A

GPR183
FGL2
TGIF2
TMEM200A
BCL2
MYBPH
GPR85
CCR2

4,1
4,11
4,18
4,18
4,28
4,57
4,66
4,97

5,18

5,26
5,4
5,48
55
5,56

6,06
6,21
6,36
6,54
7,81
9,26
18,47

Anexo |

3,88E-11
3,45E-10
3,70E-08
3,54E-12
1,03E-09
3,14E-10
1,63E-05
1,08E-11

1,76E-07

1,79E-09
6,63E-08
1,06E-12
1,64E-07
6,25E-11
6,14E-11
3,22E-07
3,46E-12
8,17E-13
4,84E-11
4,09E-10
3,60E-13
3,32E-13
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