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Abreviaturas

AINEs
ATP
APC
[Ca* e
COX-2
CPA
DFMO
ECC o SOCE
ICRAC
IPsR
MEC
MP
oDC
PVDF
RE
SOCs
Stim

TTBS

Anti-inflamatorios no esteroideos
Adenosin trifosfato

Adenomatous polyposis coli
Concentracion de calcio libre citosélico
Ciclooxigenasa 2

Acido ciclopiazdnico
L-a-difluorometilornitina

Entrada capacitativa de calcio o entrada de calcio operada por depdsitos
Corriente activada por liberacién de calcio
Receptor de Inositol 1,4,5-trifosfato
Medio externo completo

Membrana plasmatica

Ornitina descarboxilasa

Membrana de polifluoruro de vinilideno
Reticulo endoplasmico

Canales de calcio operados por depdsitos
“Stromal Interacting molecule” en inglés

Tween-TBS



INTRODUCCION
1. Cancer de colon

El cancer colorrectal tiene una alta incidencia en sociedades desarrolladas y envejecidas
como es el caso de Espafia, siendo la 22 causa mas frecuente de muerte por cadncer en nuestro
entorno. Se ha descrito que un diagndstico temprano del cédncer colorrectal aumenta
considerablemente la supervivencia por cancer. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos por el
diagndstico temprano mediante el cribado de la poblacidn a partir de los 50 afios, un elevado
porcentaje de pacientes fallece antes de los 5 afios tras la cirugia por la aparicién de recidivas.
Actualmente la prevencion del cancer tras el diagndstico temprano y la cirugia se limita a un
seguimiento continuado del paciente. Sin embargo, en los ultimos afios se estan llevando a
cabo numerosos estudios basicos, epidemioldgicos y clinicos que sugieren la posibilidad real de
usar ciertos farmacos de uso comun y toxicidad limitada que podrian ser muy eficaces en la
quimioprevencién del cancer colorrectal (Jdnne, 2000), un tipo de cancer en el que las bases
moleculares de la progresion natural han sido descritas en detalle (Figura 1). Por ejemplo,
numerosas evidencias sugieren que aspirina y otros anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs)
podrian prevenir el cdncer de colon de modo eficaz, disminuyendo aproximadamente un 50%
la aparicion del cancer colorrectal usando aspirina (Chan et al., 2012).
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Figura 1. Esquema de la transformacion del epitelio normal de colon en cancer colorrectal.
Se sabe que la transformacidn del epitelio hiperproliferativo esta asociada en muchos casos a
mutaciones y/o defectos en el gen APC que conduce a la formacion de criptas aberrantes,
precursores de los pdlipos intestinales. El proceso continua con la formacién de adenomas
gue pueden crecer en tamafio. Estos pasos parecen mediados por la actividad aberrante de
algunos genes como COX-2, Ras y p53. El ultimo paso es la formacién de carcinomas con
capacidad proliferativa y migratoria. En la parte superior se mencionan los pasos que podrian
ser interferidos por diferentes candidatos quimiopreventivos (Janne, 2000).



El cancer colorrectal es una enfermedad generada por un tumor maligno procedente de las
células de la mucosa intestinal y de sus glandulas en la que células malignas se localizan en la
porcidn intermedia y mas larga del intestino grueso. La aparicién del cancer de colon comienza
con la transformacidon de células normales en células tumorales debido a cambios en su
material genético que desemboca en una reprogramacion celular, cuyas consecuencias son
proliferacion descontrolada, desregulacion del metabolismo celular y desbalance entre
proliferaciéon y muerte celular. En concreto, en el cancer colorrectal hay una hiperproliferacion
de las células epiteliales de las criptas intestinales resultando en un fenotipo epitelial
aberrante con sobre-expresién de COX-2, entre otros genes. Este crecimiento desmesurado da
como resultado la aparicién de un pequeiio adenoma cuyo crecimiento favorece la aparicion
de nuevas mutaciones o reforzamiento de las ya establecidas que si no se revierte, genera un
gran adenoma. Si la proliferacion desmesurada no remite, acaba provocando la aparicién de
adenocarcinoma de colon debido a mutaciones que inactivan la reparacién génica, promueven
la sobreexpresién de oncogenes y la supresidon de los genes anti-tumorales. Pero sin duda, el
gen de mayor implicacién en la génesis del cancer, incluido en el cancer colorrectal, es el APC
(“Adenomatous polyposis coli”). Se trata de un gen supresor de tumores que cuando sufre
mutaciones que eliminan su funcidn, las células sufren alteraciones que las inducen el cambio
de células normales a tumorales. Por tanto, estas mutaciones estan presentes desde el primer
momento en toda célula cancerigena (Oshima et al., 1996).

2. DFMO como tratamiento quimiopreventivo

Pero los estudios no se limitan a los AINEs, sino que también se ha investigado sobre la
implicacion de las poliaminas en la proliferacidon celular, como el cancer y enfermedades
infecciosas. Las poliaminas naturales son sintetizadas por las células a partir de la ornitina
mediante el enzima ornitinadescarboxilasa (ODC) que genera putrescina. Este enzima se
considera el paso limitante en la sintesis de poliaminas y se inhibe de modo irreversible
(inhibicidn suicida) por DFMO. A partir de putrescina, se puede general espermidina y
espermina, las otras dos poliaminas naturales (Figura 2).

@ Las poliaminas son policationes que se creen
= abibisary implicados en numerosas funciones celulares y
. Argi . . ;s . . s .

—> Stimulatory fisioldgicas. Por ejemplo, por su estructura quimica
PR . . .

UK oon pueden unirse a los acidos nucléicos u otros

Ornithine polianiones, con un papel estabilizante o como

E factores de crecimiento. De ahi que cada vez se les

—{ODC |- {Antizyme] atribuya mayor importancia en la proliferacidn
celular y por tanto se hayan convertido en una

Putrescine

AdoMetDC

DCAdoMet

diana farmacoldgica en el desarrollo de nuevos

compuestos quimioterapeuticos.
SSAT P q P

Figura 2. Ruta de sintesis de poliaminas naturales y su
SSAT estructura quimica (Tomado de Gao et al., 2013).



Una de esas sustancias es el DFMO, sintetizado hace unos 35 afios como posible agente
guimiopreventivo o sustancia quimioterapéutica para enfermedades hiperproliferativas, como
el cancer, por su efecto irreversible de inhibicion sobre el primer enzima en la sintesis de
poliaminas, la ornitina descarboxilasa (ODC) (Frank L.M, et al., 1999). Recientemente, un
ensayo clinico en cerca de 400 individuos con adenomas resecados demostré que la
combinacion de DFMO vy sulindac (un AINE), reducia notablemente (entre 70 y 95%) la
aparicion de otros adenomas, adenomas invasivos o adenomas multiples (Meyskens et al.,
2008; Sporn & Hong, 2008, revisado en Laukaitis y Gerner, 2011) (Figura 3). Sin embargo, la
ausencia de conocimiento sobre el mecanismo de accion y la ausencia de ensayos clinicos
apropiados derivan en que los protocolos no acaban de implementarse. Afortunadamente, en
septiembre de 2013 comenzd un nuevo ensayo clinico de quimioprevencidon del cancer
colorrectal (50820, Adenoma and Second Primary Prevention Trial, PACES Trial) en el que se va
a evaluar el mismo tratamiento quimiopreventivo en mds de 1000 pacientes operados de
cancer colorrectal con un elevado riesgo de padecer recidivas.
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Figura 3. Resultados del ensayo clinico
de quimioprevencion por DFMO.
Porcentaje de recurrencia de
adenomas totales, adenomas
avanzados y adenomas multiples en
pacientes a los que se han resecado
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Laukaitis y Gerner, 2011).
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3. Remodelacion de calcio en cancer de colon

Datos recientes de nuestro laboratorio (Sobradillo, Hernandez-Morales et al., en revisidn)
sugieren la posibilidad de que, en el cancer colorrectal, podria existir una remodelacion
importante de la homeostasis del calcio intracelular que podria contribuir de modo notable a
las principales caracteristicas de las células tumorales, incluyendo la proliferacion excesiva, la
migracién e invasion celulares y la resistencia a la apoptosis y la muerte celular. A continuacién
se describen brevemente los elementos principales de la homeostasis del calcio intracelular
como prélogo necesario para introducir las diferencias principales encontradas entre las
células de mucosa intestinal NCM460 y las células de carcinoma de colon humano HT29.



Tanto las células normales como las tumorales presentan dos fuentes principales de Ca**, la
extracelular y la existente en organulos intracelulares, siendo el reservorio mds importante el
reticulo endoplasmico (RE). Existe un gradiente electroquimico debido a las diferencias de
concentracién entre el exterior y el interior celular (10000:1) que favorece la entrada de Ca®".
El mantenimiento de este gradiente es fundamental para el correcto funcionamiento de
multiples procesos celulares, y este se consigue gracias a la existencia de un sistema de
transporte activo que bombea Ca®* al exterior celular y a la baja permeabilidad de la
membrana plasmatica (MP) a Ca**, obligando al uso de proteinas de transporte. De este modo,
pequefias variaciones en los flujos de Ca** pueden generar cambios importantes en la
concentraciéon de Ca®* citosdlica puede conllevar la alteracion de gran cantidad de procesos
celulares (Berridge, 1995). Ademas de los canales de Ca** presentes en la MP que permiten |a
entrada de este ién al interior celular, existen otros sistemas de transporte, que extraen Cca* al
exterior celular o al interior de los orgdnulos subcelulares. Este transporte al interior de los
organulos, a excepcién de la mitocondria, ocurre en contra de gradiente de modo que
consume energia en forma de ATP (bombas) o aprovechan el gradiente de otros iones por
medio de intercambiadores. Por tanto, las bombas y los intercambiadores son responsables
del control de la homeostasis en reposo, y los canales de Ca®* se encargan del control dindmico
de la homeostasis de dicho ién. De esta manera, las sefiales intracelulares de Ca** se generan,
mas que por cambios en la actividad de las bombas, por cambios en la actividad de los canales,
tanto los presentes en la MP como aquellos especificos de endomembranas (Montero et al.,
2000; Chamero et al., 2002).

Los canales de Ca®* son proteinas integrales de membrana, ubicuas, que forman poros a
través de los cuales se produce el flujo selectivo de Ca** a favor de gradiente electroquimico
manteniendo la [Ca’']q. Estos canales se pueden clasificar en funcién de su localizacién
subcelular o segiin su mecanismo de activacion (“gating” en inglés), segun el cual se dividen en
2 familias: canales de Ca®* operados por voltaje (VOCs) o canales de Ca®* no operados por
voltaje pero regulados por receptor (ROCs), segundos mensajeros (SMOCs) o depdsitos
(“Stores” en inglés, SOCs). Estos ultimos son generalmente predominantes en células no
excitables aunque también estan presentes en las células excitables. Otros tipo de canales que
permiten cambios en la [Ca*"].« son los gue se encuentran en el RE como el IPsR y el receptor
de rianodina (RyR), ambos implicados en la liberacién de Ca®* desde los depdsitos
intracelulares en respuesta a determinadas sefales celulares. Por ultimo, el uniportador de
Ca®* localizado en la membrana interna de la mitocondria también colabora en el
mantenimiento de los niveles basales de Ca** (Kirichok et al., 2007).

Los sistemas de extrusion de Ca®* mediante transporte activo primario son las bombas tipo
SERCA (“Sarcoplasmatic and Endoplasmic Reticulum Calcio ATPase” en inglés). Estas bombean
Ca’* desde el citosol al interior del RE con una afinidad de (Kso = 0.1uM) (Yano et al., 2004).
Esta bomba puede modificar su tasa de transporte en respuesta a elevaciones de la
concentracién de calcio citosélico y ajustar los valores basales en reposo. Existen inhibidores
selectivos como la tapsigargina (sustancia de origen vegetal que se une con alta afinidad e
inhibe irreversiblemente todas las SERCA), el acido ciclopiazdnico (CPA) y 2,5-di-(ter-butil)-1,4-
benzohidroquinona (TBH), ambas de menor afinidad pero de caracter reversible. Estos
antagonistas son utilizados frecuentemente para depletar los depdsitos intracelulares de Ca**
(Takemura et al., 1989).



En este trabajo nos centramos en los canales de Ca®* operados por depésito (SOCs). Estos
son canales de Ca?* que forman una via de entrada de Ca®* a través de la MP, activada tras el
vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca** (Figura 4). Este mecanismo denominado
entrada capacitativa de Ca®* o entrada de Ca®* operada por depésitos (ECC o SOCE, “Store
Operated Ca’* Entry” en inglés) (Putney, 1986), es un mecanismo ubicuo de entrada de Ca**
muy relevante en células no excitables, aunque también esta presente en células excitables
(Parekh y Putney, 2005) (Villalobos y Garcia-Sancho, 1995). A partir del replanteamiento de la
hipétesis de Putney (Putney, 1990), el desarrollo de sondas fluorescentes para medir la
[Ca®*]a: en tiempo real, el descubrimiento de tapsigargina como inhibidor especifico de la
bomba SERCA del RE (Grynkiewicz, Poenie y Tsien, 1985) (Takemura et al, 1989) y las técnicas
electrofisiolégicas de patch clamp reveleron una pequefia corriente selectiva a Ca** activada
por vaciamiento de los depdsitos: lrac (“Ca”" Release Activates Current” en inglés) (Hoth y
Penner, 1992) y una corriente lsoc (“Store Operated Current” en inglés) también activada por el
vaciamiento de los depésitos, sugiriendo la posible participacion de distintos tipos de canales
(Parekh y Putney, 2005). Esta ruta de entrada de Ca** regula muchas funciones celulares, entre
ellas la proliferacidon celular. Durante dos décadas, las bases moleculares de la entrada
capacitativa de Ca’* y su mecanismo de activacién permanecieron desconocidas. Sin embargo,
su intenso escrutinio permitié identificar una nueva superfamilia de canales catidnicos, los
canales TRP (del inglés “Transient Receptor Potencial’) de enorme importancia

fisiopatoldgica.
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Recientemente, con el descubrimiento de los sensores de Ca®* del RE Stim (del inglés
“stromal interacting molecule”) y los canales de la familia Orai, se han sentado las bases
moleculares de la entrada capacitativa de Ca®". Se acepta que el vaciamiento de los depdsitos
de Ca*" es sentido por el sitio de unién a Ca*" intraluminal del sensor Stim1 localizado en la
membrana del RE que tiende entonces a oligomerizar. Ello favorece su acumulacion e
interaccion con proteinas Orail localizadas en la membrana plasmatica. Producto de esta
interaccién es la apertura de canales de Ca**, el aumento de la entrada de Ca®" y el aumento
mantenido de la [Ca*"].; que permite el rellenado de los depdsitos v finaliza o revierte todos
los pasos anteriores (Figura 4). No se conoce muy bien el papel de las otras isoformas
incluyendo Orai2 y Orai3, hasta el momento menos estudiadas. Existe otra isoforma de la
familia Stim, Stim2, cuya contribucion a la ECC es controvertida. Las investigaciones realizadas
hasta el momento sobre Stim2, sugieren una funcién principal como molécula reguladora para
estabilizar los niveles basales de Ca* en el citoplasmay en el RE.

Nuestro grupo estd investigando la remodelacién de Ca** que presentan las células
tumorales respecto a las normales y la contribucién del Ca** intracelular al mecanismo de
quimioprevencién del cancer colorrectal por medio de la aspirina y otros AINEs (Nufiez et al.,
2006; Valero et al., 2008). Nuestros resultados, aun sin publicar (Sobradillo, Hernandez-
Morales et al., en revisién) muestran que la entrada capacitativa de Ca®* aumenta
dramaticamente en las células tumorales de carcinoma de colon, respecto a la entrada
observada en células de mucosa intestinal humana (Figura 5). Resultados similares se han
descrito muy recientemente en otros tipos de cédncer.
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Figura 5. Entrada capacitativa de Ca’* en células normales (NCM460) y
tumorales (HT29). Registros representativos del incremento de la concentracion
de Ca”" libre citosdlico ([Ca2+]cit) en células tratadas con tapsigargina en medio
libre de Ca** para depletar los depdsitos de Ca”" intracelular en células de epitelio
colénico humano NCM460 y células de carcinoma de colon humano HT29. (Datos
tomados de Sobradillo, Hernandez-Morales et al., en revision).



El estudio electrofisiolégico mediante “patch-clamp” automatico o planar (Dra. Hernandez-
Morales, datos no publicados) ha permitido identificar las corrientes implicadas en la entrada
capacitativa en células normales y tumorales (Figura 6). Los datos sugieren que la entrada
capacitativa estd originada por diferentes tipos de corrientes en las células normales vy
tumorales. En concreto, las células normales presentan un tipo Unico de corriente similar, por
sus caracteristicas biofisicas, a la corriente Irac descrita originalmente en mastocitos y células
T. Sin embargo, las células tumorales presentan junto a este tipo de corriente aunque de
magnitud incrementada, una corriente adicional probablemente debida a la activacién de un
miembro de la superfamilia de canales TRP (Sobradillo, Hernandez-Morales et al., en revision).
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Figura 6. Corrientes activadas por depdsitos en células normales (NCM460) y tumorales
(HT29). Representaciones |/V caracteristicas de las corrientes idnicas activadas por
vaciamiento de los depdsitos de Ca’ con EGTA 20 mM intracelular o tapsigargina. (Datos
tomados de Sobradillo, Hernandez-Morales et al., en preparacion).

Junto a las diferencias en la ECC y corrientes de Ca®*, hemos encontrado que el contenido
de calcio de los depdsitos es significativamente diferente en las células normales vy
tumorales (Figura 7).
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El analisis molecular de las células normales y tumorales ha permitido describir las bases
moleculares del remodelado de la sefial de Ca**. Sin animo de ser exhaustivos, el remodelado
estd asociado a cambios particulares en la expresidn de ciertas proteinas implicadas en la
entrada capacitativa de calcio incluyendo a miembros de las familias Orai, Stim y TRP
(Sobradillo, Hernandez-Morales et al., en revisidn). Los cambios en las proteinas mencionadas
junto con la remodelacién del Ca®* intracelular que estas producen, podrian contribuir a la
excesiva proliferacion, invasiéon y supervivencia caracteristicas de las células tumorales.
Sorprendentemente, los cambios encontrados recuerdan parcialmente a los descritos
recientemente en el proceso de restitucion o reparacion de la mucosa intestinal inducida por
poliaminas (Rao et al., 2012). Las poliaminas participan en muchas funciones celulares
incluyendo no solo la restitucidn o reparacion intestinal sino también la proliferacidn celular, la
angiogénesis, la apoptosis y el mantenimiento de la barrera del tracto gastrointestinal. Las
poliaminas inducen numerosas rutas de sefializacion en estos procesos (Figura 8) incluyendo
cambios en las proteinas implicadas en la entrada capacitativa de calcio. Por otra parte, es bien
conocido que muchos tipos de cadncer, incluyendo el cancer colorrectal esta asociado al exceso
de poliaminas.
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Figura 8. Rutas integradas de sefializacion por poliaminas en relacion con la restitucidon epitelial,
angiogénesis, apoptosis y funcion barrera del tracto gastrointestinal. Las poliaminas promueven
muchos efectos fisiologicos a través de diversas rutas de sefializacion. En el caso de la restitucion
epitelial y la apoptosis, los efectos parecen mediados por cambios en la expresion de proteinas que
controlan la entrada de calcio (tomado de Gao et al., 2013).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nuestra hipdtesis de trabajo es que el exceso de poliaminas podria contribuir al
remodelado del calcio intracelular en el cancer colorrectal (Figura 9). Si la hipotesis es correcta,
entonces la inhibicién de la sintesis de poliaminas por DFMO podria revertir el remodelado de
Ca® intracelular y prevenir asi, la tumorogénesis celular y el cancer colorrectal. Para testar
esta posibilidad, estudiaremos los efectos de DFMO sobre la entrada de calcio, el nivel de
llenado de los depdsitos y la expresion de posibles genes implicados.

Céncer de Colon APC / B-catenina / c-myc
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Figura 9. Hipotesis de partida. Lesiones en el epitelio, junto con mutaciones en los genes APC, -
catenina y c-myc repercuten en una sobreexpresion de ODC que conlleva el aumento de la
biosintesis de poliaminas. Este aumento podria alterar la expresién de los canales de la MP y
endomembranas modificando la homeostasis del Ca>*. Estas alteraciones de expresion, junto con
la consiguiente modificacién del contenido de los depdsitos de ca” y de la ECC podria contribuir
a la adquisicion de caracteristicas tumorales (proliferacion, invasion, supervivencia).

Para testar de modo preliminar la hipdtesis mencionada arriba nos hemos planteado investigar
los siguientes objetivos concretos:

1. Determinar el efecto de DFMO sobre la entrada capacitativa de Ca** y el tamafio de los
depdsitos intracelulares de Ca®* en células de carcinoma de colon humano HT29.

2. Determinar los efectos de DFMO sobre la expresion de distintos componentes
implicados en la entrada de Ca®* en células de carcinoma de colon humano HT29.

12



MATERIALES Y METODOS
1. Materiales

Ab-cam (Cambridge, UK):
Anticuerpo primario a-p- actina para WB
Anticuerpo secundario conejo a-ratén para WB

Alomone Labs (Jerusalén, Israel):
Tapsigargina

Applied Biosystems (Madrid, Espaiia):

Kit retrotranscripcion inversa DNAsa | (Ambion)
Fermentas, Thermo Fisher Scientific (Madrid, Espaia):

Taq ADN polimerasa

INVITROGEN Corporation (Carlsbad, California, EE.UU):

Fura-2/AM TRIZOL
LONZA (Barcelona S.L., Espafia):
Medio DMEM Tripsina-EDTA
Suero bovino fetal (FBS) L-Glutamina
Antibiéticos: Penicilina, Estreptomicina Solucién de tampdn fosfato (PBS)

Millipore (Madrid, Espaiia):
Membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF)

Merck (Madrid, Espaiia)

Acido clorhidrico Etanol
Butanol Hidréxido sédico
Cloruro célcico Isopropanol
Cloruro de magnesio Metanol
Cloruro potasico Bis-acrilamida
DMSO
Nunc Labclinics (Barcelona, Espafia):
Frascos de cultivo celular de 25 cm? Placas de cultivo de 4 pocillos

Sigma Aldrich (Madrid, Espafia):
Acido etilendiamonio tetra-acético (EDTA)
Acido etilenglicol-bis-(2-aminoetileter)-N,N,N’,N’-tetra-acético (EGTA)

Azul de tripano (Trypan Blue) Hepes

ATP TEMED

Dodecil sulfato sddico (SDS) Tween 20
Glicina B-Mercaptoetan

Putrescina (1,4-Butanediamine dihydrochloride)  Anticuerpo primario a-ODC

Tocris Bioscience (Madrid, Espafia):
DFMO (DL-2-(Difluorometilornitina)
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2. Cultivos celulares

Las lineas celulares utilizadas derivan de tejidos humanos normales o tumorales (Figura 10).
Como linea tumoral se utilizé la linea HT29 que es una linea celular derivada de un carcinoma
colorrectal humano que expresa ciclooxigenasa 2 (COX-2). Las células fueron donadas por el
Dr. C. Fernandez-Checa (CSIC, Barcelona). La linea celular normal NCM460 son células
derivadas de mucosa epitelial de colon humano sano y fue suministrada por la Dra. Mary P.
Moyer (Incell Corporation, San Antonio, TX, EE.UU).

El medio de cultivo empleado para el mantenimiento de estas lineas es DMEM (“Dulbecco’s
Modified Eagle Medium”) con 1g/mL de glucosa mas 1% de L-Glutamina (2mM), 1% de
Penicilina y Estreptomicina y 10% de Suero Fetal Bobino (FBS). Las células se cultivaron en un
incubador con una atmdsfera al 10% de CO, para mantener el pH a 7.4 y en frascos de cultivo
de 25cm” (Costar Corporation). Para el tratamiento de las células con DFMO vy hasta la
realizacion de los diversos experimentos, las lineas celulares, tanto HT29 como NCM460, se
utilizé el mismo medio pero usando suero dializado FBS dializado.

|

Figura 10. Imagenes de cultivos celulares de las lineas NCM460 (normal) y HT29 (tumoral). La imagen
de la izquierda corresponde con células NCM460, se encuentran agrupadas pero sin formar agregados,
con una fisiolofgia mas estrellada que las HT29. Las células HT29 (la imagen de la derecha) forman
agregados definidos.

Las células que mas tarde se usarian para la medicién de Ca®* citosdlico in vivo se
sembraron en gotas de suspension celular a una densidad de 5x10* células por pocillo en
cristales de 12mm de didmetro autoclavados previamente y tratados con poli-L-lisina
(0,00mg/mL). Para la extraccion de ARN se sembraron 1.5 millones de células HT29 en placas
de Petri de 100mmX20mm.

3. Imagen de fluorescencia de Ca** citosélico.

La molécula Fura2/AM actia como indicador fluorescente de las variaciones de calcio libre
citosélico ([Ca’']a) permitiéndonos estudiar los cambios que sufren las células como respuesta
a diferentes estimulos por medio de microscopia de imagen de fluorescencia en célula uUnica.
La molécula penta-acetosimetilester de Fura2 (Fura2/AM) es un quelante de alta afinidad por
Ca’* con restos aromaticos que le confieren propiedades fluorescentes, derivado de Fura-2
(Grynkiewiez et al, 1985). La molécula Fura2/AM es hidrofébica pudiendo atravesar la
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membrana celular facilmente, al contrario que la molécula origen de Fura-2. Ya en el interior
celular, las esterasas internas de-esterifican Fura2/AM liberando la molécula Fura-2 en su
forma de acido libre, que queda retenida en el interior celular. Una vez en el citosol, puede ser
excitada a diferentes longitudes de onda con las luces monocromdticas deseadas obteniendo
una fluorescencia de emisién correspondiente a la cantidad de Ca®* presente en el citosol. El
registro de la emisién de fluorescencia en tiempo real permite la monitorizacién continua, en
células vivas, de la [Ca*].; estimada a partir del cociente de las fluorescencias de excitacion a
340 y 380nm (el ratio). La unién de Ca®* al colorante, cuya estequiometria es de 1:1, aumenta
la emision de fluorescencia excitada a la longitud de onda de 340nM pero disminuye la
excitada a 380nM (Figura 11), de modo que se puede derivar la ecuacién de la ley de accion de
masas para la posible determinacién de la [Ca®']q: (Grynkiewiez et al, 1985). La excitacidon con
dos longitudes de onda diferentes permite que el cociente de fluorescencias (RATIO) sea
independiente de la cantidad de colorante acumulado dentro de las células lo que permite
eliminar muchos de los artefactos asociados a la imagen de fluorescencia (Tsien, 1988).

340 nm 380nm RATIO

Figura 11. Imagen de calcio intracelular
Imagenes de fluorescencia de 2 células
cromafines excitadas a 340 y 380 nm, y del
cociente F340/F380 codificado en pseudocolor
en situacion de reposo (paneles superiores) y
tras la aplicacién de un estimulo (paneles
inferiores). Obsérvese que la estimulacién
aumenta la fluorescencia excitada a 340nm vy
disminuye la emisidn de fluorescencia excitada
a 380nm. El cociente de fluorescencias (RATIO)
se codifica en pseudocolor de acuerdo a la
escala inferior (Foto cortesia del Prof. J. Garcia-
Sancho, IBGM, Valladolid)

Para la medida de la fluorescencia, las células sembradas sobre cubreobjetos de cristal de
12 mm de didmetro se incubaron con Fura2/AM (4 uM, 1 h) en medio externo completo (MEC)
cuya composicién es la siguiente: NaCl, 145mM; KCI, 5mM, MgCl, 1mM; CaCl, 1mM,
HEPES/NaOH, glucosa 10mM, pH 7,42). Tras la incubacion, los cristales se colocan en la cdmara
termoestatizada a 37°C de un microscopio invertido (Nikon Diaphot). Durante toda la
realizacion del experimento, las células se mantienen perfundidas con MEC precalentado a
37°C y epi-iluminadas alternativamente con luz monocromatica de excitacién alternante a
340nm y 380nm con la ayuda de una rueda de filtros. La fluorescencia emitida a longitudes de
onda superiores a 520nm es recogida mediante un objetivo 40x de inmersion en aceite (Nikon
Fluor 40/1.30) y capturada mediante una cadmara digital Orca ER de Hamamatsu Photonics,
(Hamamatsu, Japdn). Las imagenes de fluorescencia se cuantificaron en regiones de interés
que reflejaban las células individuales mediante los programas AquaCosmos2.0 de Hamamatsu
y Origin 7.0 para el analisis y representacion de los registros.
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4. Extraccion de ARNm y RT-PCR cuantitativa

La extraccién de ARN total se realizé a partir de placas petri de cultivo celular de 10 cm? tras
tres dias después de la siembra y 48 horas después de la aplicacién del tratamiento con DFMO
5mM. Se sembraron 1.5x10° de células utilizando 1ml del reactivo TRIZOL (Ambion, Life
Technologies) siguiendo el protocolo optimizado en el laboratorio. La calidad del ARN y su
cuantificacion se comprobé mediante medidas de densidad éptica (DO) a 260 y 280 nm
(NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer). A partir de 1pg/ul de ARN se obtuvo ADN
complementario mediante la enzima transcriptasa inversa (MultiScribe Reverse Transcriptase).
Para su realizacidn se usé una mezcla maestra (“master mix” en inglés) con 3.2 pl de H,0 libre
de ARNasas; 2l de Tampdn 10x de PCR; 0.8ul de mezcla dNTPs; 2ul de cebadores aleatorios
(“random primers” en inglés); 1ul de inhibidor de ARNasa; 1l del enzima transcriptasa inversa
por cada 1pl de ARN de muestra y se aplico el siguiente protocolo en el termociclador: 25°C
(10min), 37°C (120min), 85°C (5s) y 4°C (infinito).

La RT-PCR cuantitativa se llevd a cabo a partir del ADN complementario en el equipo
“LightCycler 480” de Roche. Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 20ul, 1ul
de muestra y 19ul de mezcla maestra (“master mix”) que contiene KAPA SYBR FAST qPCR kit
(KAPA Biosystems); 0.3uM de cebador directo (“forward primer” en inglés); 0.3uM de cebador
inverso (“reverse primer” en inglés) y agua de grado PCR. El protocolo para la amplificacion es:

Temperatura (°C) Tiempo (s) N° ciclos

Pre-incubacion 95 300 1

95 15
Amplificacién 606 57 (*) 20 45

72 5

95 5
Curva de Melting 55 60 1

95 --
Enfriamiento 40 10 1

Tabla 1. Protocolo seguido en la RT-PCR cuantitativa. (*) 60°C para B-actina y genl y 57°C para el
resto de genes.

Para la realizacidon de las RT-PCR cuantitativas los primers (“forward” y “reverse”) de los
distintos genes se obtuvieron de Wang et al., 2000 o fueron disefiados usando Primer-BLAST.
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Name Primers (5->3) Predicted size (pb)

F: AGGG XXX XXX XXX X
Genl 399
R: CACAXXXXXXXXXXXXXXX X

F: TGTCXXXOXXXXXXX
Gen2 469
R: GGGCXXXXXMIKXIXXXXXXX XX

F: TACTXXXXXXXXXXXXXX XX
Gen3 209
R ACCCXXXXXXXXXXXXX

F: AGCAXXXXXXXXXXX XXX XX
Gen4 344
R: GTCTXXXXXXXXXXXXXXXX

F: CGGOXXXXXXXXXXXX XX
Gen5 333
R: TTGTXXXXXXXXXXXXXXXX

F: CTCTXXXXXXXXXXXXXXX
Genb 380
R: CGATXXXXXOXKXXXXXX

B-acti F: TACGCCAACACAGTGCTGTCTGG 206
-actin
R: TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT

Tabla 2. Primers utilizados para la amplificacion del ADN complementario y sus
pesos moleculares (los nombres de los genes estudiados y las secuencias de los
primers se han ocultado deliberadamente para salvaguardar la patentabilidad de
los resultados obtenidos).

5. Extraccion de proteinas y Western Blotting

A partir de muestras de proteina de células HT29 y NCMA460 a diferentes pases,
previamente extraido por Diego Sobradillo, se mezclan en una proporcién 1:1 con el tampén
de carga2x y se calientan a 100°C durante 5 minutos para romper los puentes disulfuro y
desnaturalizar las proteinas. La separacion de las proteinas se realizé mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE) (Bis/Acrilamida al
30%; 375mM de Tris HCI pH 8,.9; 2M; 0.1% de SDS al 10%; 0.05% de APS 20%; TEMED). El gel
concentrador realizado para el estudio de la expresidn de la proteina ODC contenia un 10 % de
Bis/Acrilamida, ya que su peso molecular es de 51kDa. El marcador de pesos moleculares que
se utilizé es “Precision Plus Protein Standards, Dual Color” de BioRad. Cada gel se transfirid a
una membrana de polivinilideno (PVDF). Tanto para la electroforesis como para la
transferencia se utilizé el sistema BioRad (siguiendo protocolo optimizado por Diego Sobradillo
(Sobradillo, Hernandez-Morales et al., en revision).

La membrana se incubd con una solucién de bloqueo con leche al 5 % en TTBS durante una
hora, tras lo cual se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TTBS a T2 ambiente en agitacion y,
posteriormente, se incubd cada membrana con el anticuerpo primario durante toda la noche a
4°C en agitacion. A continuacion, se lava otras 3 veces con TTBS y se incuba con el anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa de rabano durante 1 hora a T2 ambiente en agitacién.
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Las bandas de proteina de interés se pusieron de manifiesto con la mezcla de dos sustratos
(Pierce ELC Western Blotting Substrate, Thermo Scientific) mediante quimioluminiscencia y su
deteccion se llevd a cabo en el equipo VersaDoc 4000 (BioRad). Las cantidades relativas de
proteina fueron estimadas por densitometria de las bandas utilizando el software Quantity
One (BioRad). Como control enddégeno se empled la proteina B-actina, respecto a la cual se
normalizaron los resultados de expresién de la proteina estudiada, ODC. Debido a que la
proteina B-actina tiene un peso molecular de 42kDa, se procedié a la realizacién de un
“stripping” de las membranas, una vez revelada la expresion de ODC. Los anticuerpos
primarios y secundarios utilizados en el Western Blotting se describen en la tabla 3.

Anticuerpos Primarios | Tipo Dilucién
Ratén a-0ODC Monoclonal 1:100
Raton a- B-actina Monoclonal 1:5000
Anticuerpo Secundario | Tipo Dilucién
Conejo a-ratén Policlonal 1:10000

Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios y diluciones empleados en la detecciéon de ODC.
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RESULTADOS
1. Expresion de ornitina descarboxilasa (ODC) en células normales y tumorales

Se ha descrito la abundancia de poliaminas en pacientes con cdncer colorrectal debido a la
sobre-expresion del enzima ODC. Para validar nuestros modelos experimentales realizamos un
estudio de expresién a nivel de proteina del primer enzima encargado de la sintesis de estas
biomoléculas, la ODC (Ornitina descarboxilasa). Para ello, quisimos comprobar la cantidad
relativa de la proteina ODC mediante "Western Blotting", tanto en células normales (células
NCM460) como en células de carcinoma de colon humano (HT29). Como se muestra en la
Figura 12, la expresion de la proteina ODC en células HT29 es significativamente mayor que en
células NCM460. Realizamos dos membranas de PVDF (n=2) colocando las muestras en
diferente orden para corroborar las posibles diferencias de expresidén entre los dos tipos de
células (Figura 12A). En ambos casos, se aprecia mayor intensidad de banda en las muestras
HT29 respecto a las NCM460. La cuantificacién relativa al control enddgeno ([-actina)
realizada por densitometria (Figura 12B) refleja que el enzima ODC se expresa hasta 14 veces
mas en las células tumorales que en las normales. Por tanto, podemos concluir que en las
células tumorales hay mayor expresién de ODC lo que es consistente con una mayor
biosintesis de poliaminas caracteristica del cdncer colorrectal.
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Figura 12. Expresion de ODC en células normales y tumorales. A. Membranas de PVDF en las que se
muestra las bandas de la proteina ODC a 51kDa en relacién a la -actina (pm = 42kDa) que se
encuentra en la parte inferior de cada membrana. Se puede comprobar que las bandas
pertenecientes a HT29 son mas oscuras que las de las NCM460. B. Representacion grafica de la
cuantificacion relativa por densitometria de ODC en NCM460 y HT29 (*p<0,05, n=6).

2. DFMO aumenta la liberacién de Ca*" inducida por ionomicina en células HT29

Una vez validado el modelo experimental de que las células tumorales tendrian mayor
biosintesis de poliaminas, quisimos determinar los efectos de la aplicacién de un tratamiento
qgue inhibe la sintesis de poliaminas. Para ello, tratamos las células HT29 con DFMO, un
inhibidor suicida de la ODC durante tiempos variables y estudiamos los efectos del tratamiento
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sobre el contenido de Ca®* de los depdsitos. Para estimar esta variable de modo indirecto,
estudiamos los incrementos de [Ca®'].; inducidos por ionomicina en medio libre de calcio en
células HT29 tratadas con solvente (Control) o DFMO.

En primer lugar, tras la aplicacién de DFMO a una concentracién 5mM durante 84 horas,
procedimos a la monitorizacién de la liberacidn de Ca** de los depdsitos mediante la perfusion
de ionomicina 400nM, (iondforo de Ca** que se ancla en las membranas bioldgicas y permite
su paso) en medio libre de Ca**, en experimentos de imagen de fluorescencia en células HT29;
previamente incubadas con Fura2/AM (Figura 13).
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Figura 13. DFMO (5mM, 84 h) aumenta la liberacion de Ca” inducida por ionomicina en células
HT29. A. Imagenes de fluorescencia que refleja en pseudocolor los flujos de Ca’" en las células HT29
controles y tratadas con DFMO 5mM a niveles basales y tras la perfusion de ionomicina. B.
Representacion del incremento del ratio F340/F380 para n =6-5 y p<0.05 (T-Student) en el que se
observa [CazJ']cit mayores en las células tratadas con DFMO que las células control, sin ser
estadisticamente significativo. C. Graficas representativas de los experimentos realizados con
ionomicina en células control (n=6) (a la izquierda) y de células tratadas (n=5) (a la derecha) de las
medias del ratio F340/F380 de la fluorescencia captada.
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Observamos que las células tratadas con DFMO, ionomicina tiende a dar un mayor
incremento de la [Ca*]. respecto a las células control, aunque la diferencia no es
estadisticamente significativa. Dicha diferencia también se manifiesta en las imdagenes en
pseudocolor de ratio F340/F380. Estos experimentos de imagen de fluorescencia se repitieron
diferentes dias utilizando el mismo protocolo de actuacidén obteniendo una n=6 para los
experimentos con células control y n=5 para los experimentos de las células tratadas. Los
resultados sugieren que la inhibicién de la sintesis de poliaminas podria inducir el aumento de
la cantidad de calcio almacenada en los depdsitos intracelulares. De ser ciertos, estos datos
serian consistentes con una reversién del fenotipo tumoral hacia otro no tumoral. Sin
embargo, las imagenes de fluorescencia de las células tratadas mostraron signos de saturacion,
lo que sugiere que se deberian repetir los experimentos con una sonda de menor afinidad
como furadF. Puede que en estas condiciones las diferencias alcanzasen significacion
estadistica.

3. DFMO modifica la entrada de Ca** inducida por tapsigargina en células HT29

Siguiendo la hipdtesis de que la inhibicidn de la sintesis de poliaminas puede inducir la
reversion de un fenotipo tumoral a uno normal, la aplicacion de DFMO deberia mostrar
alteraciones sobre la ECC, ya que es uno de los sistemas remodelados en las células tumorales.
Al igual que en el experimento de la comprobacién de los depdsitos de Ca** con ionomicina, se
procedid al tratamiento de células HT29 con DFMO 5mM durante 84 horas. Tras la incubacion
de las células con Fura-2 /AM, incubamos otros 10 minutos con un inhibidor de las bombas
tipo SERCA, la tapsigargina, a una concentracion 1uM en MEC nominalmente sin Ca* (+EGTA
0,5mM). La tapsigargina es un inhibidor irreversible de las bombas tipo SERCA que al quedar
inhibidas conlleva el vaciado de los depésitos. Esto, con la perfusién de MEC con Ca** 1mM
induce la ECC, permitiendo la estimacion de la ECC maxima, con los depdsitos completamente
depletados. Los resultados indican que el tratamiento con DFMO induce cambios inesperados
en la ECC (Figura 14). La ECC es paraddjicamente mayor en las células tratadas con DFMO. Sin
embargo, en los graficos ampliados se puede apreciar que la cinética de la ECC sufre un retraso
considerable (de unos 30 segundos) en aparecer respecto a las células HT29 control. Los
cambios en la ECC de las células tratadas respecto a las células control también quedan
reflejados en las imagenes en pseudocolor del ratio F340/F380.
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Figura 14. DFMO (5 mM x 84 h) modifica la entrada de Ca®" inducida por tapsigargina en células
HT29. A y B. Imagen de fluorescencia que refleja, en pseudocolor, los flujos de Ca” a nivel basal y
tras la perfusién de un minuto de MEC con Ca® 1mM. C y D. Grificas representativas realizada en
células HT29 con un pre-incubacion con tapsigargina durante 10 minutos en células control (n=
6)(C) y células tratadas con DFMO (n=5) (D). Observamos que la ECC es mayor en las células
tratadas que en las células control. E y F. Ampliando el momento de inicio del incremento de la ECC
podemos apreciar como perece haber un retraso en la aparicién de la ECC que se aprecia en todos
los experimentos.
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4. DFMO modifica la liberacién y entrada de Ca** inducidas por CPA en células HT29

Ante los resultados obtenidos, se procedid a realizar experimentos de patch-clamp,
realizados por la Dra. Miriam Hernandez Morales para investigar posibles cambios en las
corrientes de calcio en células HT29 tratadas con DFMO a distintas concentraciones y tiempos
de tratamiento. Los resultados indicaron que los cambios mds agudos parecen ser a las 24
horas tras retirar el tratamiento, mientras que a las 48 horas comenzaba a perderse el efecto
del DFMO. Los resultados sugieren efectos importantes del tratamiento sobre las corrientes
(HernDatos no mostrados para permitir su posible patentabilidad). Tras estos resultados
quisimos ver si tratamientos mds breves eran suficientes para inducir cambios a nivel del
contenido de los depdsitos de Ca** y en la ECC. Para ello, se realizaron una serie de
experimentos aplicando DFMO 5mM durante 6 horas a células HT29 sembradas en cristales de
12 mm tratado con poli-Lisina empleando un inhibidor de las bombas SERCAs, cuyo efecto es
reversible, CPA. Inicialmente los experimentos de imagen de fluorescencia con Fura2/AM que
se llevaron a cabo fueron a una concentracidon de CPA de 10uM, pero los resultados inducian a
pensar que esta concentracion no era suficiente para la inhibicion completa de todas las
bombas, de modo que se repitieron los experimentos con una concentraciéon de 30uM para
asegurarnos el vaciamiento completo de los depdsitos de Ca**.

En los experimentos que se llevaron a cabo se analizé el contenido de Ca** de los depdsitos
y la ECC. Partiendo de una perfusién con MEC libre de Ca** se perfunde CPA 30uM en medio
libre de Ca®* que induce la liberacién de Ca®* de los depdsitos, dandonos informacion sobre el
tamafio de los mismos. Una vez recuperado los niveles basales perfundimos durante 1minuto,
MEC con Ca** 1mM (en presencia de CPA 30uM), lo que induce la activacion de la ECC. Tras lo
cual se perfunde medio libre de Ca** para retomar rapidamente los niveles basales.

Los resultados obtenidos a las 24 horas muestran una clara tendencia al aumento de los
depdsitos en células HT29 tratadas y a la alteracién de la ECC, retrasandola en el tiempo,
volviéndola mas lenta y aumentando el pico de entrada (tras la perfusidon de un minuto de CPA
30uM). Al ver los experimentos de imagen de fluorescencia representativos de los resultados
obtenidos a las 24 horas tras la aplicacién del tratamiento de DFMO (Figura 15) se observa las
fluctuaciones de la [Ca®']q: durante la perfusion de los distintos medios. Aparecen diferencias
interesantes entre los experimentos control y los tratados sugiriendo de nuevo la posible
restitucion del fenotipo normal por aumento del tamafio de los depdsitos de Ca®*. Con la
perfusién de CPA 30uM en Ca2+ 1mM durante un minuto se observa como la ECC de las
células tratadas tiene un pico mas alto que en las células control. Sin embargo, la pendiente de
los incrementos es menor sugiriendo que la cinética de la entrada es mds lenta en las células
tratadas con DFMO. Los resultados obtenidos a las 48 horas muestran respuestas similares a
los de 24 horas.
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Figura 15. DFMO modifica la liberacion y entrada de Ca” inducidas por CPA. Resultados
obtenidos a las 24 horas tras la aplicacién del tratamiento con DFMO (5mM, 6 h). A. Imagen
de fluorescencia en pseudocolor que refleja los flujos de Ca” en células control y tratadas con
DFMO (nivel basal y tras liberacion y entrada de calcio. B-D. Gréficas representativas de la
fluctuacién del ratio F340/F380 a lo largo de los experimentos, mostrando liberacion de ca** y
entrada de Ca”". En las células tratas (D) (n=3) parece haber aumento tanto en la liberacién
como en la entrada de Ca’* intracelular respecto a las células control (B) (n=2). C.
Representacion del aumento de la liberaciéon de ca® (contenido de Ca” en los depdsitos) en
las células tumorales tratadas. E. Representacion de la aparente disminucion de la velocidad
de inicio de la pendiente sobre la entrada de Ca”" en las células tumorales tratadas.

24



5. Efectos de DFMO sobre la expresién de genes implicados en la entrada de Ca**

Una vez analizado el efecto de la inhibicion de la ODC por medio de DFMO sobre la
remodelacién del Ca®* intracelular, quisimos hacer un analisis de la expresidn, a nivel de ARN
mensajero (ARNm), de diferentes moléculas implicados en la homeostasis del Ca** citosélico
por medio de la técnica de RT-PCR cuantitativa. Lamentablemente, la difusién publica de
resultados de investigacidn susceptibles de ser protegidos intelectualmente echaria a perder
cualquier intento de patentabilidad de los mismos. Por ello, y a sugerencia de investigadores
expertos, se describen los resultados obtenidos enmascarando la identidad de los transcritos
investigados (Figura 16). Los resultados de las correspondientes RT-PCRs cuantitativas,
muestras que todos los genes/transcritos investigados ven disminuida su expresién en las
células tratadas con DFMO.
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Figura 16. Efectos de DFMO (5mM x 6h) sobre la expresion de transcriots implicados en la
entrada de Ca”". Expresion de transcritos en células tratadas con DFMO 5mM durante 48 h. n
refleja el nUmero de experimentos en cada caso.
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DISCUSION

Las fluctuaciones del Ca** intracelular regulan multitud de funciones celulares, tanto a corto
como a largo plazo, entre las que se encuentran la proliferacidon celular, la migracion vy la
muerte celular. Por lo que es légico suponer que las células tumorales sufren una
remodelacién de la homeostasis del calcio intracelular. Nuestro grupo estd interesado en
investigar la remodelacién del Ca** intracelular en cancer de colon y sus bases moleculares
para asi buscar posibles soluciones farmacoldgicas para la reversion del remodelado vy el
retorno a un fenotipo celular normal. Siguiendo esta linea de pensamiento, en el presente
trabajo se ha investigado los posibles efectos sobre el remodelado del calcio intracelular en el
cancer de colon de DFMO, un inhibidor suicida de la sintesis de poliaminas, que esta
actualmente en fase Ill de ensayo clinico en combinacidn con el AINE sulindac para la
guimioprevencion del cancer colorrectal con resultados preliminares muy esperanzadores.

Esta descrito que las células tumorales presentan elevadas concentraciones de poliaminas,
lo cual esta relacionado con la malignidad del tumor. Nuestros resultados muestran que la
expresion del primer enzima de la sintesis de las poliaminas naturales y paso limitante de esta
biosintesis (ODC) esta expresado 14 veces mas que en las células normales NCM460. Lo que se
relacionaria de modo exponencial con la altisima concentracidon de poliaminas en sangre y
orina encontrada en muchos pacientes de cancer, en general, y cdncer colorrectal en
particular. La cuantificacion relativa realizada por densitometria se realizd a partir de
membranas de PVDF en las que aparecen las bandas de la proteina ODC. Sin embargo, estas
bandas parecen localizarse ligeramente por debajo de los 50kDa, por lo que convendria
optimizar el Western Blotting y poder asi ratificar los datos obtenidos.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con DFMO induce modificaciones no
significativas del contenido en calcio de los depésitos intracelulares y la cinética y tamafio de la
entrada capacitativa de calcio. Los experimentos realizados mediante imagen de fluorescencia
nos permiten determinar indirectamente el tamafio de los depdsitos de Ca®* a partir de la
liberacion de Ca** de los mismos, inducido por la perfusidon de ionominica en medio libre de
Ca’*. Que la liberacién de Ca®* intracelular se vea aumentada, podria ser un signo de una
restitucion parcial del fenotipo normal. Sin embargo, el andlisis estadistico de estos resultados
no los da como significativos, por los que se deberian de realizar mas experimentos
optimizando los tiempos de tratamiento para obtener conclusiones definitivas. Ademas,
hemos observado que los picos de calcio inducidos por iondmicina son muy grandes y llevan a
la saturacién del colorante lo que podria haber ocultado las diferencias reales. Por ello, se
deberian repetir los experimentos con una sonda de calcio de menor afinidad como Fura4F.

Ademas de los cambios en la liberacidon de Ca** también quisimos determinar cudles eran
los posibles efectos de DFMO sobre la ECC. Observamos una tendencia de cambio en el
tamafio de la ECC, ademds de lo que parece ser un retardo en la aparicidon de la misma en las
células tratadas. Las células parecen volverse '"perezosas", por lo que parece, un
enlentecimiento de la velocidad de la entrada de Ca®'. Los registros electrofisiolégicos
mediante la técnica de patch-clamp mostraron cambios significativos en las corrientes (Datos
no mostrados, Hernandez-Morales, datos no publicados). Ademds, observamos que los
cambios eran mas evidentes a tiempos mas breves. Por ello, repetimos nuestro estudio
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utilizando tratamientos mds breves y estudiando los efectos del acido ciclopiazdnico, un
inhibidor reversible de las bombas tipo SERCA que permite estudiar liberacidon y entrada de
calcio en el mismo experimento. Los resultados, aunque no han podido ser validados
estadisticamente por falta de un ndmero suficiente de experimentos, muestran una tendencia
a cambios tanto de la liberacion como de la entrada de Ca**. También realizamos estos
experimentos utilizando un tratamiento de 48 horas con resultados muy similares (Datos no
mostrados). En resumen, la inhibicion de la sintesis de poliaminas parece inducir cambios en el
contenido de calcio de los depésitos y la entrada capacitativa de calcio consistentes con un
retorno del remodelado del calcio observado en las células de carcinoma de colon humano.

Los experimentos de imagen de fluorescencia o electrofisiologia no nos dan informacidn
sobre las bases moleculares de los efectos observados. Para ello realizamos estudios de
expresion de ARNm de algunos genes de canales implicados en la remodelacién del Ca**, a los
qgue llamamos Genl, Gen2, Gen3, Gen4, Gen5 y Genb6 para preservar la patentabilidad de los
resultados. Observamos que el tratamiento inducia una tendencia a disminuir la expresién de
todos los genes estudiados, aunque los cambios relativos no eran similares. El gen control no
mostré en cambio reduccién indicando que los cambios eran especificos. Los cambios
observados, aunque no es posible discutirlos en mas detalle para preservar su patentabilidad,
serian consistentes con la reversion del fenotipo tumoral.

En resumen, nuestros resultados indican que el DFMO, un agente quimiopreventivo de
extraordinario interés, podria actuar sobre la remodelacidon del calcio y ser esta la base
molecular de sus efectos quimiopreventivos. Si este extremo fuera cierto podria revelar el
papel relevante de las poliaminas y la homeostasis del calcio intracelular en el céncer
colorrectal y previsiblemente otros tipos de tumores epiteliales.
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CONCLUSIONES

1. La expresion de la enzima ornitinadescarboxilasa (ODC) es significativamente mayor en
las células de carcinoma de colon humano (HT29) que en las células normales de mucosa
intenstinal humana (NCM460).

2. El tratamiento crénico con DFMO (5mM x 84h) tiende a aumentar la liberacién de Ca**
inducida por ionomicina.

3. El tratamiento crénico con DFMO (5mM x 84h) tiende a modificar la magnitud vy la
cinética de la entrada capacitativa de Ca®" inducida en células HT29.

4. El tratamiento crénico con DFMO (5mM x 6 h) tiende a aumentar la liberacién de Ca**y
entrada de Ca **inducidos por acido ciclopiazdnico en células HT29 a las 24 y 48 h.

5. El tratamiento crénico con DFMO (5mM x 48h) tiende a reducir de modo variable la
expresion de mensajeros implicados en entrada de Ca** en células HT29.

Por lo tanto, las conclusiones anteriores serian consistentes con la hipétesis inicial de que las
poliaminas podrian contribuir al remodelado del calcio intracelular y la adquisicion de
fenotipo tumoral en el cancer colorrectal y que este proceso podria ser revertido mediante
DFMO (Figura 17). Sin embargo, estos resultados son preliminares y se requieren numerosos
estudios adicionales para confirmar la hipdtesis de trabajo.

Céncer de Colon APC / B-catenina / c-myc

Restitucion
Epitelial —» 0p¢ ——DFMO

+

A

Células Mucosa Normal Células Carcinoma Colon

Figura 17. La inhibicion de la sintesis de poliaminas podria revertir parcialmente el
remdelado del calcio intracelular en el cancer colorrectal.
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