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Resumen

Los sarcomas son tumores en partes blandas o huesos procedentes del
tejido conectivo. Tiene multiples subtipos, de ahi la dificultad de su abordaje
terapéutico. Este trabajo se centra en la implicacién de S-adenosilhomocisteina
hidrolasa (SAHH, EC 3.3.1.1, AHCY) en este tipo de tumor. Esta enzima se
comporta como un inhibidor competitivo de las reacciones metiltransferasa
dependientes de S-adenosil metionina. La metilacion del ADN y modificacion de
las histonas puede provocar el silenciamiento epigenético de los genes

supresores de tumores, evento temprano de tumorigénesis.

En este estudio analizamos, en primer lugar, los niveles de SAHH en
muestras tumorales de sarcoma y observamos que altos niveles de expresion de
SAHH conducen a una disminucién en la supervivencia. Ademas, existe una
tendencia en la mejora de la supervivencia global cuando los pacientes con
elevados niveles de expresién de SAHH son tratados con doxorrubicina como
primera linea y, posteriormente, con trabectedina, a diferencia del tratamiento
Unico con doxorrubicina. Asimismo, se comprobd la existencia de una correlacién
de Pearson positiva entre los niveles de expresion de SAHH vy la citotoxicidad a
camptotecina en las lineas celulares de sarcoma, donde el aumento en dichos
niveles empeoraba la respuesta a este farmaco. Por ultimo, el tratamiento
conjunto de topotecan, derivado de camptotecina, y SAHA (Acido hidroxamico
suberoilanilida) provoca el incremento en la susceptibilidad a topotecan, con
respecto al tratamiento exclusivo con dicho farmaco. Esto indica que SAHA
puede actuar inhibiendo a SAHH dando lugar a la hipometilacién del ADN que

desencadena en mayor accesibilidad para la accion de topotecan.
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1. Introduccion

1.1 Sarcoma
Los tumores se pueden clasificar en funciéon de su lugar de origen (mama,
pulmodn, colorrectal, préstata...) o por el tejido o célula del que proceden. Segun este
ultimo se pueden distinguir: carcinomas, sarcomas, leucemias, melanomas y tumores

del sistema nervioso central. En este caso, nos centraremos en los sarcomas.

Los sarcomas son tumores en partes blandas o huesos procedentes del tejido
conectivo, por ello, pueden aparecer en cualquier parte del organismo. Este tipo de

cancer tiene multiples subtipos, de ahi la dificultad de su abordaje terapéutico.

El sarcoma de partes blandas se genera a partir de tejido de soporte, como el
liposarcoma, mientras que los tumores de hueso se producen a partir de tejido dseo,

como el osteosarcoma.

Entre los mas de 50 tipos de sarcomas, se ha comprobado que estdn definidos
por su patologia molecular y no por el drgano de origen como otros tipos de cancer. La
etiologia de estos tumores es desconocida ya que la mayoria ocurren por mutaciones
espontdneas, aunque hay un pequeiio porcentaje que procede de alteraciones
hereditarias. Actualmente, la solucién mas comun es la cirugia, sin embargo, los tumores
irresecables se tratan con radioterapia. En los pacientes con metastasis se emplea la
guimioterapia sistémica mediante doxorrubicina como farmaco de primera linea

(Moneo, 2009) o camptotecina.
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Figura 1. Tipos de sarcoma. Winslow T. (2015) Soft Tissue Sarcoma.
[Imagen]. Recuperado de https://www.cancer.gov



1.2 S-adenosilhomocisteina hidrolasa (SAHH)
S-adenosilhomocisteina hidrolasa (SAHH, EC 3.3.1.1, AHCY) se encuentra
principalmente en higado, pancreas y rifidn. Esta enzima se compone de 2 cadenas alfa
y 2 beta, unidas por puentes disulfuro. El gen que codifica a SAHH se encuentra situado

en el cromosoma 20.

La S-adenosil metionina (SAM) es un donante fundamental de grupos metilo en
el organismo que mediante una reaccion de transmetilacidn se convierte en S-adenosil
homocisteina (SAH). Este ultimo, se transforma en adenosina (Ado) y L-homocisteina
(LHcy) gracias a una reaccién de hidrdlisis reversible catalizada por S-adenosil

homocisteina hidrolasa (Travieso et al., 2006) (Figura 2).

SAHH
S-adenosil S-adenosil Adenosina +
metionina homocisteina L-Homocisteina

Figura 2. Reaccion metiltransferasa dependiente de S-adenosil metionina
donde interviene SAHH.

Esta enzima se comporta como un inhibidor competitivo de las reacciones de

metiltransferasa dependientes de S-adenosil metionina (GIBSON et al., 1961).

La deficiencia en esta enzima conduce a la aparicién de coagulopatia grave,

hepatopatia y miopatia.

Se ha demostrado en otros estudios que la regulacion negativa de S-
adenosilhomocisteina hidrolasa, SAHH, da lugar a una acumulacién de S-adenosil
homocisteina, SAH, que produce la inhibicidon de las reacciones de transmetilacién del
ADN. Este acontecimiento provoca la modulacion de la senescencia en células primarias

(Leal et al., 2008b).

La senescencia celular es un mecanismo de transduccion de la sefial que conlleva
a la detencidn irreversible del ciclo celular. Los telémeros son regiones de ADN no

codificantes que se encuentran en los extremos del cromosoma y su funcién es



estabilizar al ADN de las células. Sin embargo, en cada division celular de células
somaticas, los telémeros se acortan progresivamente. Cuando se alcanza la longitud
critica, las células detienen su crecimiento produciéndose la senescencia replicativa

(Figura 3).
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Figura 3. Senescencia celular. Tomada de Narita y Lowe, 2005.

En otros estudios, se midid la expresién de ARNm (ARN mensajero) y los niveles
de proteinas de SAHH en tumores humanos de 206 pacientes, y se obtuvieron
resultados, tales como, la pérdida del 50% de ARNm de SAHH de los tejidos de diferentes
tipos de tumor en comparacion con tejidos normales del mismo paciente (Leal et al.,
2008a). También, se observd que en las lineas celulares de sarcoma con bajos niveles de
SAHH y tratadas con doxorrubicina no fueron capaces de mantener la estimulacion de
p53, lo que hacia pensar que SAHH interferia en la actividad transcripcional de p53 (Leal

et al., 2008a).

Por tanto, se demostré que SAHH participa en la via supresora de tumores p53 y
en menor medida de pRb, disminuyendo también su actividad transcripcional (Leal et

al., 2008a).

La actividad de esta enzima desempefa, por tanto, un papel critico en la
regulacién de la concentracion intracelular de SAH, ya que provoca la acumulacion de
ésta provocando la inhibicion de la metilacion por un mecanismo de retroalimentacion

negativo (Figura 4).
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Figura 4. Implicacion de SAHH (AHCY) en el ciclo de la metionina.

Tomada de Basler et al., 2016.

La metilacién es un mecanismo bioquimico que regula la expresion génica de
muchos procesos fisiolégicos (Radomski et al., 2002), por tanto, debe estar modulado
ya que se han detectado alteraciones en la metilaciéon en lesiones malignos. El
silenciamiento epigenético de los genes supresores de tumores a través de la metilacion
del ADN vy la modificaciéon de las histonas podria ser un evento temprano de

tumorigénesis (Hinshelwood et al., 2007).

La hipdtesis en este trabajo es conocer si sufren variaciones los niveles de SAHH
en el tejido tumoral respecto al tejido no tumoral del mismo paciente. Debido a esto y
a su importante funcién bioldgica, es posible que la regulacién de la metilacién por SAHH

tenga repercusion en la eficacia de diversos farmacos.



2. Objetivo
Este trabajo se centra en estudiar la implicacién de S-adenosilhomocisteina
hidrolasa (SAHH) en el sarcoma y la sensibilidad de determinados farmacos segun el

nivel de expresion de este gen.

e Maedir los niveles de expresion de SAHH en lineas celulares de sarcoma y
en muestras tumorales de sarcoma de pacientes pertenecientes al
estudio GEIS-20.

e Correlacionar los niveles de expresién de SAHH con la supervivencia.

e Busqueda de correlacién entre los niveles de expresion de SAHH y el IC50

de diversos farmacos para mejorar la respuesta a éstos.



3. Materiales y métodos

3.1 Cultivo de lineas celulares de sarcoma
En este trabajo, se emplearon 13 lineas celulares de sarcoma, cultivadas a 37¢C

en una atmosfera con un 5% de CO..

Se han utilizado dos medios de cultivo diferentes dependiendo de la linea celular,
F10 y DMEM. En la tabla 1, se detalla el medio de cultivo que se utilizé para cada linea
celular. Antes del empleo de cada medio se debia adicionar una serie de sustancias, tales

como, Suero Fetal Bovino (FBS), glutamina, antibidtico y antifungico.

En latabla 1 también se puede observar los diversos tipos de sarcoma que se han
empleado para el estudio, asi como, el tipo de linea celular, primaria o comercial. Las
lineas primarias fueron generadas en el laboratorio a partir de tumores humanos,

mientras que las comerciales proceden de ATCC (“American Type Culture Collection”).

Tabla 1. Lineas celulares de sarcoma empleadas durante el estudio, el origen
del tumor, tipo de linea y medio de cultivo utilizado para cada una de ellas.

Linea celular  Origen del tumor  Primaria (P) / Medio de
Comercial (C) cultivo

AA Leiomiosarcoma P F10
AX Liposarcoma P F10
AW Liposarcoma P F10
AZ Tumor fibroso P F10
BG Fibrosarcoma P F10
mixoide
BC MPNST P F10
CE Rabdomiosarcoma P F10
CP0024 Leiomiosarcoma C F10
SAQS-2 Osteosarcoma C DMEM
A673 Sarcoma de Ewing C DMEM
93T449 Liposarcoma C DMEM
SKUT-1 Leiomiosarcoma c DMEM
SW872 Liposarcoma C DMEM



e Procedimiento:

El procedimiento comenzaba con la descongelacién de cada linea celular,
conservadas a -802C. En primer lugar, se procedia a la centrifugacion para eliminar los
restos de dimetilsulféxido (DMSQO), necesario para una correcta conservacion durante la
congelacion. Posteriormente, se resuspendia el precipitado en el medio adecuado segun

la linea (F10 o DMEM) y se adicionaba el contenido a la placa de Petri.

Para controlar el crecimiento celular de cada linea se observaban las placas al
microscopio Optico. La viabilidad de las células se mantenia cambiando el medio de

cultivo cada 3 dias dependiendo del estado de éstas.

Cuando la placa estaba confluente se dividia con el factor de dilucidon adecuado
dependiendo de la velocidad de crecimiento de las lineas. Para ello, se empleaba una
pequefia cantidad de tripsina (1 ml), proteasa que se encarga de despegar las células

adherentes de la placa.

La divisién de las células de la misma linea en varias placas permitia la posterior
recoleccion de células para extraer el ARN vy realizar el ensayo IC50 (concentracién que

produce la inhibicidn del 50% de crecimiento o apoptosis de las células) por triplicado.

Todas las manipulaciones se realizaban en una cabina de flujo laminar (nivel 2 de

seguridad bioldgica).

10



3.2 Extraccion de ARN
Para la extraccion de ARN es necesaria la previa recoleccion de las células de cada
linea celular. Se procedia a retirar el medio y lavar con tampdn fosfato salino (PBS).
Posteriormente, se adicionaba 1ml de PBS y se empleaba un rascador que levanta las
células de la placa. El liquido se recoge mediante una pipeta y se introduce en un
eppendorf. Posteriormente, se centrifuga durante 5 minutos a 10000 rpm. Finalmente,

esto se conserva a — 802C hasta la extraccién de ARN.

Se siguid el protocolo “ReliaPrep RNA Cell Miniprep System” que consta de una

serie de pasos:

1. Afadir BL + Tampdn TG segun el nimero de células que contenga el pellet antes
de que se descongelen las células. Dispersar el pellet mediante pipeteo.

2. Agregar isopropanol 100% segun el numero de células que contenga el
precipitado. Mezcla mediante vortex durante 5 segundos.

3. Transferir el lisado a las minicolumnas y centrifugar 12000 x g durante 30
segundos.

4. Adicionar 500 pL de la solucion de lavado de ARN a las minicolumnas. Centrifugar
a 12000 x g durante 30 segundos.

5. Anadir 30 pL de la mezcla de incubacién de DNasa. Incubar durante 15 minutos
a 20-259C.

6. Agregar 200 pL de solucidon de lavado de columna a las minicolumnas y
centrifugar 12000 x g durante 15 segundos.

7. Agregar 500 pL de solucidon de lavado de columna a las minicolumnas vy
centrifugar 12000 x g durante 30 segundos.

8. Adicionar 300 pL de solucion de lavado de ARN y centrifugar a alta velocidad
durante 2 minutos.

9. Transferir a tubo de elucidén y agregar agua libre de nucleasa segun el nimero de

células del pellet.

Una vez realizados todos los pasos, se procedid a la cuantificacion de ARN en el equipo

Nanodrop.
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3.3 Retrotranscripcion
Este proceso se caracteriza por generar ADN complementario (ADNc) de doble

cadena a partir del ARN de cadena simple extraido anteriormente.

Para realizar la retrotranscripcion de las muestras, se siguié el protocolo “High
Capacity cDNA Reserve Transcription Kits”. Para comenzar se prepard la mezcla de

retrotranscripcion segin el nimero de muestras (Tabla 2).

Tabla 2. Cantidad de los componentes de la mezcla de retrotranscripcion.

Componentes Volumen/reaccién (uL) Volumen x 13 muestras + 10%
Tampdn RT 2,0 28,6
dNTP Mix (100 Mm) 0,8 11,44
RT Random Primers 2,0 28,6
Transcriptasa inversa 1,0 14,3
Agua libre de nucleasa 4,2 60,06
Total por reaccion 10 143

El tampdn de la reaccion va a ayudar a mantener un pH y una fuerza idnica
favorables para la reaccion. La mezcla de desoxinucledtidos (ANTP Mix) son las bases
nitrogenadas que se unen entre si mediante puentes de hidrégeno formando la cadena
de ADN. Los cebadores corresponden a los RT random primers, que son
complementarios a la hebra de ADN que se pretende sintetizar. Por ultimo, la
transcriptasa inversa es una enzima de tipo ADN-polimerasa encargada de catalizar la

reaccion.

La mezcla de retrotranscripcion preparada y las muestras debian permanecer en
hielo para evitar la degradacion. Se prepararon varios eppendorf con 10 pL de la mezcla
anteriormente descrita y se afiadio la cantidad calculada de cada muestra y agua, segun

la concentracidn de ARN, siendo el volumen final de la reaccién 20 pL (Tabla 3).
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Tabla 3. Volumen de cada muestra y agua segun la concentracion de ARN
obtenida tras la extracciéon de ARN.

ARN (ng/pL) Volumen de H.0
muestra (uL)

937449 335,47 2,38 7,62
AA 239,43 3,34 6,66
AZ 91,87 8,71 1,29
A673 246,30 3,25 6,75
SKUT1 662,30 1,21 8,79
SwW872 206,50 3,87 6,13
BC 211,37 3,78 6,22
SAOS 2 128,27 6,24 3,76
AW 300,83 2,66 7,34
BG 137,60 5,81 4,19
CE 115,77 6,91 3,09
AX 134,60 5,94 4,06
CP0024 114,37 7,00 3,00

Por ultimo, se colocé en el termociclador y se programa el ciclo de temperaturas

gue se muestra en la tabla 4:

Tabla 4. Temperatura y tiempos del termociclador para realizar la retrotranscripcion.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura (2C) 25 37 85 4
Tiempo 10 min 120 min 5 min oo

Una vez terminado el proceso, se conservé a -802C para dar lugar al siguiente paso.

13



3.4 Q-PCR
La PCR a tiempo real o PCR cuantitativa es una variacion de la PCR estandar
utilizada para amplificar y simultdneamente cuantificar el ADN o ARN mensajero (ARNm)

de una muestra.

El método consiste en la adiccidon a la mezcla de reaccién de una sonda marcada
con fluorocromos (sondas Tagman) que es especifica para el gen en estudio. Al
introducirlo en un termociclador que tiene sensores para medir la fluorescencia, el
fluorocromo se excita a la longitud de onda apropiada permitiendo medir la generacién
de uno o mas productos especificos de forma simultanea. El proceso consiste en una

serie de cambios de temperatura que se repiten durante 40-50 ciclos.

Cuando la PCR a tiempo real se combina con una reaccion de retrotranscripcion,
se puede determinar la cantidad de ARNm de una muestra mediante una cuantificacion
relativa. Se denomina relativa ya que se comparan los valores Ct (ciclo umbral) del gen
especifico (SAHH) respecto al gen constitutivo (GAPDH), para ello, se emplea 2AACt que

expresa la proporcion de los valores Ct entre los dos genes.
e Procedimiento:

Se preparan las dos mezclas de reaccién que constan de Master Mix, agua libre
de nucleasay, a cada una de ellas, la sonda de la proteina control (GAPDH) y en estudio

(SAHH), tal como se muestra en la figura 5.

» Master Mix: 5uL

» Agua: 2,5uL = x numero de muestras x 3 (triplicado) + 10%

» Sonda Tagman: 0,5uL

Figura 5. Componentes de la mezcla de reaccién Q-PCR

Posteriormente, utilizando una placa de 396 pocillos se cargaban, en cada
pocillo, 2 pl de muestra, ADNc de las diferentes lineas celulares, y 8 ul de una de las
mezclas que contiene la sonda especifica. Se realizé para la proteina control y SAHH por

triplicado. Finalmente, se introdujo la placa en el termociclador durante 40 ciclos.
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Para analizar los datos obtenidos en el proceso, previamente se comprueba que
los triplicados realizados coinciden. Posteriormente, se escogen los datos referidos a Ct,

el calculo del Ct siempre se realiza en la fase exponencial de la curva.

Los resultados que se obtienen en la Q-PCR estan basados en la deteccién y
cuantificacion de los fluorocromos a lo largo de la reaccidén. Esto permite saber la
cantidad de fluorescencia emitida durante la fase exponencial de la reaccién, donde el
aumento del producto se correlaciona con la cantidad inicial de ARN en estudio (Walker,
2002). Por ultimo, utilizando el programa informatico Excel se obtienen los graficos de

barra de cada linea celular dependiendo de los niveles de ARNm de SAHH.

3.5 Ensayo IC50
La placa madre de los farmacos empleados se preparaba realizando diluciones
1:3 a partir de una concentracion determinada. En el caso de doxorrubicina, la
concentracion superior con la que se trato fue de 10uM, mientras que en topotecan fue

de 1uM.

El ensayo se puede realizar cuando las placas tengan aproximadamente un 80%
de confluencia en estadio de crecimiento exponencial. Primero se lavan con PBS y se
tratan con una pequefia cantidad de tripsina. Cuando las células se han levantado de la
placa, se aflade medio de cultivo para bloquear la accion de la tripsina y se traspasa a un
reservorio para proceder a la siembra en la placa de 96 pocillos. Se realizaron tres
repeticiones de cada linea celular por cuatriplicado para que el resultado fuera
significativo. A las 24 horas, se comprueba el crecimiento uniforme de las células en
todos los pocillos y se procede al tratamiento con el farmaco, obteniendo una

concentracion final del farmaco determinada.

Después de 4 dias, se fija con glutaraldehido durante 30 minutos y se tifie con
cristal violeta (A=595nm) durante minimo 30 minutos en agitacion constante.
Posteriormente, se deja secar al aire. Por ultimo, se revela utilizando acido acético
mediante espectrofotometria dando valores de absorbancia que se pueden
correlacionar con la concentracion de farmaco. Asi se puede obtener el IC50 mediante

el empleo del programa informatico Excel.
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3.6 Correlacion SAHH ARNm — Antineoplasicos
Se realizd el IC 50 de doxorrubicina y camptotecina, y se correlaciond con los

niveles de ARNm de SAHH. Para ello, se emplearon dos métodos de correlacion:

Uno de ellos fue la regresidn lineal entre los niveles de ARNm de SAHH y el IC 50
del farmaco. Posteriormente, se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson (r). El
nivel de precisién en la prediccién depende de R? o coeficiente de determinacion lo cual

es el cuadrado de coeficiente de correlacion.
Existen dos tipos de correlacién:

1. Correlacidn positiva: cuando r esta entre O y +1. Los valores de X e Y tienden a
moverse en la misma direccidn.
2. Correlacion negativa: cuando r esta entre -1 y 0. Cuando uno aumenta el otro

tiende a disminuir y viceversa.

También se realizé un andlisis estadistico t- student, gracias al programa
informatico Graphpad prism, para todos los farmacos. Para ello, se debia clasificar en
dos grupos, alta y baja expresion de ARNm de SAHH. Esta clasificacién se obtuvo

realizando la media aritmética de los niveles de ARNm de SAHH.
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4. Resultados y discusion

4.1 Niveles de ARNm SAHH
Para profundizar en el estudio de SAHH, se midieron, en primer lugar, los niveles
de expresion de SAHH de lineas celulares de sarcoma de distintos origenes. Para ello, se
empled la RT-Q-PCR (tabla 5). Se analizd el ARNm ya que es comparable con los
resultados de otras bases de datos publicados. Se calculé la media aritmética de 2*ACt
y se clasificaron las lineas en dos grupos, alta y baja expresion de ARNm de SAHH.
Ademas, en esta tabla se puede observar que el subtipo de sarcoma de cada una de las

lineas celulares no se correlaciona con el nivel de expresién de SAHH.

En el grafico 1, se ha realizado una comparativa para poder determinar
claramente la diferencia entre los niveles de ARNm de SAHH de las lineas celulares de

sarcoma analizadas.

Tabla 5. Valores de 2AACt de las lineas celulares de sarcoma, desviacion
estandar y origen del tumor. Lineas celulares clasificadas en alta y baja
expresion de SAHH segun la media aritmética.

Lineas Origen del tumor 2AACT SD

AZ Tumor fibroso 0,0507 + 0,067

BG Fibrosarcoma mixoide |0,0461 + 0,156

AW Liposarcoma 0,0363 + 0,07

BC MPNST 0,0359  +0,086 Baja
expresion

CE Rabdomiosarcoma 0,0356 +0,113 de SAHH

AX Liposarcoma 0,0291 + 0,08

937449 Liposarcoma 0,028 + 0,052

AA Leiomiosarcoma 0,027 + 0,088

SAOS 2 Osteosarcoma 0,1018 + 0,042

A673 Sarcoma de Ewing 0,0855 + 0,085 Alta

SKUT1 Leiomiosarcoma 0,0792 +0,162 expresion

SW872  |Liposarcoma 0,0759  +0,096  d€SAHH

CP0024 Leiomiosarcoma 0,0641 10,074

Media 0,0535
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Grafico 1. Nivel de SAHH ARNm de las lineas celulares de sarcoma.

Una vez obtenidos los resultados de los niveles de expresién de SAHH en lineas
tumorales, se procedié a estudiar si en sarcomas humanos primarios también se

mostraban variaciones importantes en los niveles de expresion.

Se realizd un estudio con pacientes incluidos en el ensayo GEIS-20 (Grupo
Espaiol De Investigacién de Sarcoma). Es un ensayo en fase Il aleatorizado, abierto,
multicéntrico y prospectivo en pacientes tratados con doxorrubicina o doxorrubicina en
primera linea y, posteriormente, trabectedina. Estos padecian sarcoma de partes
blandas avanzados no operables y/o metastasicos, donde el tipo de tumor mas
frecuente fue leiomiosarcoma (Tabla 6). El nimero de pacientes empleado en nuestro

ensayo fue de 43 pacientes.

Ademads, el hecho de utilizar tumores primarios permitia encontrar una
correlacion entre los niveles de ARNm de SAHH de los tumores extraidos de tales

pacientes y la supervivencia libre de progresién (SLP).

Los resultados que se obtuvieron de la Q-PCR fueron los que se reflejan en el
grafico 2. Como se puede observar, no hay grandes diferencias en los niveles de ARNm

de SAHH entre los diferentes tumores analizados. Por ello, no se pudo realizar una curva
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ROC, que es una representacion grafica de la sensibilidad frente a la especificidad de los
valores para poder establecer un punto de inflexion vy, asi, clasificar los pacientes en
altos o bajos niveles de expresion de ARNm de SAHH. Sin embargo, tres pacientes
destacaban por contener altos niveles de expresion de SAHH (pacientes n2 33, 53 y 54),

de los cuales el paciente 53 se considerd fuera de margen.

Se clasificaron los niveles de expresién de SAHH segln la media aritmética y la
mediana. Posteriormente, se realizd el analisis empleando la metodologia Kaplan meier
entre la categorizacién de los niveles de SAHH y la supervivencia libre de progresiéon
(SLP), para asi estimar la probabilidad de supervivencia en un determinado periodo de

tiempo.

Como se observa en la figura 6, cuando los niveles de SAHH son altos,
considerado con el nimero 1 en color verde, disminuye la supervivencia. Sin embargo,
cuando los niveles del gen SAHH son bajos, considerado con el nimero 0 en color azul,
la supervivencia se ve incrementada. No son resultados significativos, pero se puede
observar cierta tendencia. Esto puede suceder debido a que los niveles de SAHH

similares y al bajo niumero de casos.
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Grafico 2. Niveles de expresion del gen SAHH de los pacientes incluidos en el GEIS-20

(Fragmento).
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en GEIS-20.

Pacientes (n=69)
Género
Hombre 53.6 (37)
Mujer 46.4 (32)
Edad (afios) | 51[20-72]
Histologia
Liposarcoma 18.8 (13)
Sarcoma pleomorfico indiferenciado 17.4 (12)
Haemangiopericitoma 4.3 (3)
Leiomiosarcoma 31.9 (22)
Sarcoma Sinovial 4.3 (3)
Sarcoma Neurogénico 4.3 (3)
Fibrosarcoma 7.2 (5)
Sarcoma no clasificado 5.8 (4)
Sarcoma Fibromixoide 1.5(1)
Angiosarcoma 1.5(1)
Condrosarcoma 1.5 (1)
Otros 1.5 (1)
Estadio
Localmente avanzado 23.2 (16)
Metastasico 76.8 (53)
Tratamiento
Doxorrubicina 75 mg/m2 3w x 6 ciclos 50.7 (35)
Trabectedina 1.1 mg/m2 + Doxorrubicina/ 3w 60
mg/m2 3w x 6 ciclos
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Figura 6. Relacion entre la supervivencia acumulada y supervivencia libre de

progresion (SLP) clasificando a los pacientes en alta (verde) y baja (azul)

expresion del gen SAHH. 3A: Categorizacion de los niveles atendiendo a la media.

3B: Categorizacion de los niveles atendiendo a la mediana.

Para comprobar estos datos se realizaron estudios en 2 bases de datos distintas:

TCGA (n=245) y GSE21050 (n=310). Ambas bases de datos tenian distintos subtipos de

sarcomas y un numero de pacientes mas elevado, pero la separacion por subtipos daba,

en general, muy bajo nimero de pacientes para ser significativo. En ambas bases de

datos se analizd la supervivencia general de acuerdo a los distintos niveles de la

expresion de SAHH.

El analisis de los niveles de expresion de SAHH en la base de datos del TCGA,

mostraba que los pacientes con mayores niveles del gen SAHH, tenian un riesgo mas

alto que los pacientes con expresién mas baja (Figura 7A). La supervivencia de los

pacientes con altos niveles de SAHH se veia disminuida y el nimero de pacientes con

altos niveles de SAHH era reducido (Figura 7B). Esto esta de acuerdo con lo obtenido en

el estudio del GEIS-20.
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Similares datos se obtuvieron al analizar la segunda cohorte (GSE21050). Los

pacientes con altos niveles de expresiéon de SAHH mostraban un significativo peor

prondstico, mayor riesgo (Figura 7C). Cuando se analizd la supervivencia general se

producia lo mismo que en el caso anterior, los pacientes con altos niveles de SAHH eran

un numero mas reducido y la supervivencia de éstos era menor (Figura 7D).
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Figura 7. Andlisis de la supervivencia general segun nivel de expresiéon de SAHH.
7A: Correlacidon entre los niveles de expresion de SAHH y el prondstico de la enfermedad
(TCGA). 7B: Supervivencia de los pacientes divididos segun el nivel de expresion de SAHH
(TCGA). 7C: Correlacion entre los niveles de expresion de SAHH y el prondstico de la
enfermedad (GSE21050). 7D: Supervivencia de los pacientes divididos segun el nivel de

expresion de SAHH (GSE21050).
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Como los resultados anteriores revelaban que habia una relacion entre los
niveles del gen SAHH y la supervivencia global de los pacientes con sarcoma, se propuso
un analisis estadistico t-student entre los niveles de ARNm de SAHH y la supervivencia

global de los pacientes teniendo en cuenta el tratamiento que habian recibido éstos.

En los pacientes tratados solo con doxorrubicina en la cohorte del grupo GEIS 20,
no se obtuvo una correlacién de Pearson significativa (Figura 8A). Sin embargo, en la
figura 8B se puede observar una tendencia positiva en los pacientes tratados con
doxorrubicina y trabectedina. Esto quiere decir que los pacientes con niveles elevados
de SAHH tenian una mayor supervivencia global cuando eran tratados con trabectedina.
Dicho resultado se puede explicar teniendo en cuenta el mecanismo de accion que viene
reflejado en la ficha técnica de este farmaco ya que provoca la alteracion de la
transcripcion y reparacion del ADN. Por lo tanto, actua retardando la fase S (sintesis de

ADN) y deteniendo el ciclo celular en G2/M, induciendo apoptosis.

Estos datos sugieren que los tumores con altos niveles de SAHH indican un peor
prondstico de supervivencia en pacientes de sarcoma, sobre todo si han sido tratados
con doxorrubicina como Unico tratamiento. Por lo tanto, la siguiente etapa consistio en
buscar una manera de sensibilizar estos tumores para que fueran susceptibles a

doxorrubicina.

A B
Doxorrubicina Doxorrubicina + Trabectedina
50- p=0,6469 25 p=0,0632
p—
40 e 20
304 154
8 = 8 —
20+ 104
104 54
0 T T 0 T T
o O O‘" '09
® P & *
Nivel ARNm SAHH Nivel ARNm SAHH

Figura 8. Correlacion entre la supervivencia global y la expresion de SAHH de los
pacientes segun el tratamiento. 8A: Pacientes tratados exclusivamente con
doxorrubicina. 8B: Pacientes tratados con doxorrubicina y trabectedina.
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4.2 Sensibilidad a diversos farmacos en lineas celulares de sarcoma
Se realizé el ensayo IC50 con doxorrubicina para las 13 lineas celulares de
sarcoma. Para ello, se hicieron al menos dos experimentos distintos realizados en
triplicados independientes. Posteriormente, se calculé la media aritmética de ambos
experimentos y la desviacidén estandar. Un ejemplo de una curva dosis respuesta puede

observarse en la figura 9.

El IC50 de doxorrubicina de las lineas celulares de sarcoma van desde 25 nM
hasta 411 nM (tabla 7). Esto concuerda con el IC50 de este farmaco obtenido en otros
articulos como Perez, 2017. El IC50 de camptotecina tiene valores desde 13,54 nM hasta
100 nM. Posteriormente, se realizd un andlisis estadistico t-student empleando la
division de las lineas celulares de sarcoma por alta y baja expresién de SAHH y el IC50

de doxorrubicina y camptotecina respectivamente (Tabla 8).

1201
110+
100
90+
80+
704
60
50
40-
30+
20+
104

% Respuesta

5 4 3 2 414 0 1 2 3
log D (nM)

Figura 9. Curva dosis — respuesta de la linea 937449
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Tabla 7. IC 50 a doxorrubicina y camptotecina de las lineas celulares de
sarcoma divididas segun el nivel de expresion de SAHH.

Lineas IC50 Doxorrubicina |IC50 Camptotecina

(M) £ SD * (nm) &
AZ 397,3+40.9 50
BG 125,94 + 48,29 13,54
AW 106,34 £ 11,8 30,8 .
BC 74,14 % 6,29 24,5 exj:g:’ién
CE 411,13 +106,2 50 de SAHH
AX 42,96 £ 7,72 18,9
93T449 43,32 +17,68 ND
AA 69,66 + 14,4 17,7
SAOS 2 51,92 + 3,63 100
A673 25,95+0,9 50 Alta
SKUT1 105,3 £ 11,6 ND expresion
Sws872 69,619 14,2 de SAHH
CP0024 296,2 £ 73.53 ND

* Media de 3 experimentos independientes realizados por cuatriplicados independientes.
& Media de 3 experimentos independientes realizados por triplicados independientes. No
se muestra la SD.

En primer lugar, al realizar el anadlisis estadistico t-student y el diagrama de
dispersion entre los niveles de ARNm de SAHH de las lineas celulares y el IC50 a
doxorrubicina, no se observé que existieran diferencias significativas (Figura 10A y 10C).
Por ello, no se puede establecer una correlacion entre los niveles de expresion de SAHH
y la citotoxicidad de doxorrubicina. La no correlacién se puede deber al reducido nimero
de muestras o a la poca diferencia entre los niveles de ARNm de SAHH de las lineas

celulares.

Por otro lado, cuando se realiz6 el andlisis estadistico t- student entre los niveles
de expresion de SAHH de las lineas celulares y el IC50 a camptotecina no se observaron
diferencias significativas (Figura 10D). Sin embargo, al realizar el diagrama de dispersion
y calcular el coeficiente de correlacién de Pearson, se obtuvo una relacion entre dichos
niveles y el IC50 a camptotecina (Figura 10B). Esto refleja que el aumento de la expresion
de SAHH provoca el incremento del IC50 de este farmaco, es decir, disminuye la

sensibilidad a camptotecina.

El significado que representan estos resultados son que, cuanto mayor es el

nivel de expresion de SAHH, peor es la respuesta al farmaco. La camptotecina actua
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inhibiendo a topoisomerasa |, enzima que se encarga de la rotura transitoria del ADN
en una sola hebra para reducir las tensiones provocadas por el superenrrollamiento
interno de éste, impidiendo la sintesis de ADN. Por lo tanto, teniendo en cuenta que
SAHH cataliza reacciones que intervienen en la metilacion de ADN, si disminuye la
metilacion de ADN debido a niveles bajos de este gen, el ADN se encontrard mas
accesible para la accion de camptotecina. Esto provocaria mas facilmente la muerte

celular.

Estudios recientes en cancer colorrectal demuestran que la hipometilacién del

ADN mejora la sensibilidad a irinotecan, profarmaco derivado de la camptotecina. SAHH
esta implicado en la metilacién del ADN por lo que la disminucién de esta enzima
provocaria la hipometilacion del ADN. Por tanto, estos datos estarian de acuerdo con los

resultados anteriormente obtenidos (Sharma et al., 2017).
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Figura 10. Correlacién entre los niveles de expresion de SAHH y IC50 a doxorrubicina

y camptotecina. 10A: Diagrama de dispersion de doxorrubicina. 10B: Diagrama de

dispersion de camptotecina. 10C: Diagrama de caja de IC50 a doxorrubicina

dividiendo las lineas celulares en alto y bajo nivel de expresion de SAHH. 10D:
Diagrama de caja de IC50 a camptotecina dividiendo las lineas celulares en alto y

bajo nivel de expresion de SAHH.
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Para corroborar estos resultados, se realizaron IC50 a las lineas con mayor y
menor nivel de ARNm de SAHH para doxorrubicina y camptotecina adicionando la

misma cantidad de SAHA (Acido hidroxamico suberoilanilida).

En este caso, se empled topotecan, farmaco derivado de camptotecina, ya que
es el que se emplea actualmente en clinica para tratar diversos tipos de cancer (cancer
de ovario, pulmén y cuello uterino). Topotecan se obtuvo mediante modificaciones

guimicas a partir de camptotecina para incrementar la eficacia y disminuir la toxicidad.

SAHA es un agente desmetilante que actia como inhibidor de la histona
desacetilasa y eso da lugar a la hipometilacidon del ADN (Kirschbaum et al., 2011). Dicho
medicamento se usa para tratar el linfoma cutaneo de células T que no mejora, empeora
o reincide durante el tratamiento con otros medicamentos, como se muestra en la ficha

técnica del medicamento. También se denomina vorinostat, y Zolinza.

Se observa una tendencia en la mejora de la respuesta cuando las lineas con alta
expresion de SAHH son tratadas conjuntamente con topotecan o doxorrubicina y SAHA
(Figura11Ay 11C). Por lo que SAHA podria estar inhibiendo a SAHH. Esto tiene una mejor
significancia cuando son tratadas con topotecdn ya que existia una correlacién positiva

entre el IC50 de topotecan y el nivel de expresion de SAHH.

Las lineas con baja expresion de SAHH (Figura 11B y 11D), no mejoran la
respuesta de manera significativa al ser tratadas con topotecdn o doxorrubicina y SAHA.
Esto se puede deber a que SAHH ya se encuentra en baja proporcién y, por tanto, la

inhibicidn que ejerce SAHA sobre el efecto de SAHH es en menor proporcién.
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Figura 11. Correlacién de las lineas dependiendo del nivel de expresiéon de SAHH
al ser tratadas con diferentes fdrmacos. 11A: Lineas con alto nivel de expresion
de SAHH al ser tratadas con topotecdn (T) y topotecdn mds SAHA (T+SAHA). 11B:
Lineas con bajo nivel de expresion de SAHH al ser tratadas con topotecan (T) y
topotecdan mds SAHA (T+SAHA). 11C: Lineas con alto nivel de expresion de SAHH
al ser tratadas con doxorrubicina (D) y doxorrubicina mds SAHA (D+SAHA). 11D:
Lineas con bajo nivel de expresion de SAHH al ser tratadas con doxorrubicina (D)

y doxorrubicina mds SAHA (D+SAHA).
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Ademas, en el andlisis de otros farmacos también se pudo apreciar una tendencia
positiva y negativa, respectivamente, de los farmacos oxaliplatino (r=0,49) y flavop (r=-
0,47) en relacion a los niveles de SAHH. La correlacién negativa de flavop quiere decir
gue al aumentar los niveles de expresiéon de SAHH aumenta la sensibilidad al farmaco.
El oxaliplatino, mostraba una tendencia positiva, es decir, la respuesta de este farmaco
se podria predecir conociendo los niveles de SAHH. Por tanto, cuando los niveles de

SAHH son elevados, disminuye la sensibilidad al farmaco (grafico 3).
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Grafico 3. Relacion entre alta y baja expresion de SAHH ARNm e
IC50 de oxaliplatino de las diferentes lineas celulares.
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4.3 Relacion entre SAHH y otros genes
Se buscé la relacién que SAHH podria tener con otros genes mediante el analisis en R2:

Genomics Analysis and Visualization Platform.

Se descubrid que los genes mas relacionados con SAHH eran los de membrana (p=1.7e-

03) y represores transcripcionales (p= 2.4e-03).

TRIM28 es uno de los genes que intervienen en la represion transcripcional que estan

bastante relacionados con SAHH.

Como se puede observar en la figura 12A, TRIM28 tiene una correlacidén positiva con
SAHH, esto significa que cuando los niveles de uno de ellos aumentan, se incrementa la

del otro también.

TRIM28 es una proteina denominada motivo tripartito 28, también conocida como
factor intermediario transcripcional 1. Esta proteina esta implicada en la regulacién
transcripcional y se encuentra en el nucleo celular asociada con regiones especificas de
la cromatina. Durante mucho tiempo se ha estudiado su implicacidon en el cdncer y
estudios recientes demuestran que la sobreexpresion de TRIM28 contribuye en la
progresién del cancer y la metdstasis (Czerwinska et al., 2017). La disminucion de
supervivencia teniendo en cuenta el incremento de los niveles de SAHH, se demostraron

en la figura 6A y, posteriormente, comprobado en otras bases de datos (Figura 6).

En ese mismo estudio, se observd que TRIM28 podria actuar como factor
antitumorigénico ya que una de las funciones principales es proteger la integridad del
genoma evitando el dafio en el ADN y el desarrollo del cancer. Si existe una correlacion
positiva con SAHH, éste deberia de actuar de forma similar. Esto se demostré en un
estudio en el que se compararon los niveles de SAHH en tumores humanos y tejido
normal, perdiendo un 50% la expresion de SAHH en tumores humanos, por lo que podria

actuar de la misma forma (Leal et al., 2008a).

Por tanto, SAHH y TRIM28 pueden actuar como factores antitumorigénicos antes del
desarrollo del cdncer y promover la progresiéon del cancer y metdastasis cuando ya se ha

instaurado la enfermedad.
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Otro de los genes relacionado con SAHH es NME1 que regula la apoptosis y el ciclo

celular.

Este gen también denominado NM23 es el nucledsido difosfato quinasa 1. Se piensa que
es un gen supresor de metastasis ya que se ha comprobado la reduccion de los niveles
de ARNm de NME1 en células metastasicas. El papel principal de NME1 es la sintesis de

nucledsidos trifosfatos distintos de ATP (Carotenuto et al., 2013).

Como se puede observar en la figura 12B, existe una correlacion positiva entre los
niveles de NME1 y SAHH en pacientes con sarcoma donde la metdstasis esta confirmada.
Es decir, SAHH podria actuar como gen supresor de metdstasis en algin subtipo de

sarcoma, pero no se ha podido comprobar en este trabajo.
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Figura 12. Relacion de SAHH con otros genes en pacientes con sarcoma y
metadstasis confirmada (Base de datos TCGA). 12A: Correlacion entre los
niveles de expresion de SAHH y TRIM 28. 12B: Correlacion entre los niveles
de expresion de SAHH y NME1.
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Conclusiones

Altos niveles de expresion de SAHH conducen a una disminucién en la

supervivencia en pacientes con sarcoma.

Hay una tendencia en la mejora de la supervivencia global cuando los pacientes
con elevados niveles de expresion de SAHH son tratados con doxorrubicina como
primera linea y, posteriormente, con trabectedina, a diferencia del tratamiento

Unico con doxorrubicina.

Se ha observado la existencia de una correlacion de Pearson positiva entre los
niveles de expresion de SAHH y la resistencia a camptotecina. Cuando aumentan

dichos niveles, empeora la respuesta a este farmaco.

Por ultimo, el tratamiento conjunto de topotecan, derivado de camptotecina, y

SAHA, inhibidor de la metilacién, provoca el incremento en la sensibilidad a

topotecan.
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