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Resumen

La primera ponencia del Workshop introdujo el tema del mismo, la reprogramacion metabo-
lica, e hizo una breve presentacion del grupo de trabajo organizador v de los contenidos del
propio Workshop. El presente trabajo recoge los contenidos de dicha ponencia, organizados en
tres apartados. En el primero, se hace un recorrido histoérico al concepto de reprogramacion
metabdlica vy se enfatiza su “universalidad” En el segundo apartado, se presenta brevemente
al grupo de trabajo BIO-267 y sus lineas de investigacion. Finalmente, en el tercer apartado
se hace una sucinta presentacion de los contenidos del Workshop y de los ponentes.

1. Reprogramacion metabédlica: una perspectiva historica
1.1. El concepto de metabolismo

Clasicamente, el metabolismo se ha entendido en los términos en los que todavia hoy
en dia lo define Hans Kornberg en la correspondiente entrada de la Encyclopaedia
Britannica (version electrdnica)t: “the sum of the chemical reactions that take place
within each cell of a living organism and that provide energy for vital processes
and for synthesizing new organic material”.* Llamo la atencién con las negritas
(que son mias) que esta definicion se restringe a reacciones quimicas que tienen
lugar en el interior de las células. Explicitamente, esta definicion excluye a procesos
fisicos tan fundamentales como la absorcidn de luz en la fotosintesis y a todos
los procesos (metabdlicos, si) que suceden a través de la membrana plasmatica,

*“|.a suma de las reacciones quimicas que tienen lugar dentro de cada célula de un organismo vivo
y que proporcionan energia para procesos vitales y para la sintesis de nueva materia orgénica”.
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en la superficie celular o en los espacios extracelulares. Por otra parte, resulta
chocante que el autor discrimine a los procesos biosintéticos como si ellos no
fueran también “procesos vitales”. En la actualidad, la version espafiola de Wikipedia
define el metabolismo como:? “el conjunto de reacciones bioquimicas y procesos
fisicoquimicos que ocurren en una célula y en el organismo”. Esta definicion parece
mas precisa que la aportada por la versién inglesa de Wikipedia que todavia restringe
su definicién a transformaciones exclusivamente quimicas y que suceden dentro de
las células:® “Metabolism (from Greek: petafoAr) metabolé, “change”) is the set of life-
sustaining chemical transformations within the cells of organisms”** Mi experiencia
de decenios de docencia del metabolismo me permitié introducir una definicion mas
completa e integradora del metabolismo desde finales de los afios ochenta, mucho
antes de que dicho enfoque se abriera paso primero en algunos libros de texto de
bioquimica y luego en la mas grande de las enciclopedias genéricas, Wikipedia. La
definicion que propugno para el concepto “metabolismo” parte de la consideracion
termodindmica de la vida, segun la cual un ser vivo es un sistema termodindmico
alejado del equilibrio y en continuo intercambio de materia, energia e informacién
con su entorno. Pues bien, el metabolismo es precisamente el complejo conjunto
de procesos fisicoquimicos que garantizan ese adecuado intercambio de materia,
energia e informacién con el entorno.

1.2. Lared metabdlica

En la actualidad se contempla el metabolismo como una compleja red, tal como ilustra
el iconico mapa metabdlico originalmente editado por Gerhard Michal (Figura 1)y
actualmente mantenido en formato electrénico y navegable por la compafia Roche.*

La moderna teoria de redes ha permitido confirmar que la red metabdlica es
mas robusta y resistente a los “ataques dirigidos” que las denominadas redes “libres
de escala” y que ello es asi gracias a la especial estructura topolégica de la red
metabdlica, que es al mismo tiempo jerdrquica y modular.® Sin embargo, cualquiera
de las multiples versiones del mapa metabdlico disponible en Internet representa una
“foto fija”, muy alejada de una peculiaridad esencial de la red metabdlica: su caracter
dindmico, esencial para entender la “plasticidad” del metabolismo para adaptarse casi
de forma continua a los cambios en las condiciones externas e internas.

**Metabolismo (del griego petafoAn, metabolé, “cambio”) es el conjunto de transformaciones
quimicas dentro de las células de los organismo que mantienen la vida.
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Figura 1: Mapa metabolico editado por Gerhard Michal y actualmente mantenido en formato
electrénico por Roche en el espacio web biochemical-pathways.com.

1.3. Las subidas y las bajadas en el interés por el estudio cientifico
del metabolismo

Los afios veinte del pasado siglo marcan la primera “edad dorada” de los estudios
sobre metabolismo, definiendo y caracterizando sus principales vias centrales gracias
al trabajo de una excepcional generacion de bioquimicos expertos en metabolismo
que incluye a Embden, Meyerhof, Warburg, Krebs, Szent-Gyorgyi y Lipmann, entre
muchos otros. Le siguié en los afios cincuenta y sesenta una segunda “edad dorada”
con los estudios sobre bioenergética de cientificos tan relevantes como los premio
Nobel Calvin y Mitchell, pero también Lehninger, Kennedy o Crane, entre otros.
Pero, con el advenimiento de la revolucion cientifico-tecnolégica del DNA
recombinado a partir de mediados de los setenta se inicié una etapa con un potente
enfoque “genocéntrico” de la Biologia, que ha predominado hasta finales del siglo xX.
Este casi cuarto de siglo supuso un periodo oscuro para los estudios metabdlicos,
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entonces “desprestigiados” por “anticuados” al encontrarse fuera de las corrientes
principales dictadas por la moda. Todo cambid, y el metabolismo volvié a estar en el
candelero (y asi hasta la actualidad) con el “redescubrimiento” del efecto Warburg
por una nueva generacién de cientificos interesados por el metabolismo, empleando
para ello las herramientas y técnicas mas actuales de la bioquimica y la biologia
molecular, incluyendo los procedimientos “émicos”.

Figura 2: Otto Warburg (1883-1970), premio Nobel de Medici-
na o Fisiologia en 1931 (segtin el Comité Nobel, se le concedié
el premio “por sus descubrimientos de la naturaleza y modo
de accién de la enzima respiratoria”).

1.4. Lareprogramacion metabdlica en el cancer

Hace mas de 90 anos, Otto Warburg (Figura 2) observé que un carcinoma de
rata producia grandes cantidades de lactato incluso en presencia de oxigeno.®
La identificacion de esta glucolisis aerobia (a la que posteriormente se conoceria
como efecto Warburg)” como una caracteristica comdn a multiples tipos de
células tumorales no fue sino el comienzo de nuestro conocimiento actual de las
peculiaridades del metabolismo tumoral.

En plena “edad oscura” de los estudios metabdlicos, se presentaron evidencias de
que la glutamina puede suplir a la glucosa como principal fuente de energia en cierto
tipos de células tumorales, como es el caso de las células HelLa.® Posteriormente, se
demostré que una elevada glutaminolisis es también un comportamiento metabdlico
caracteristico de muchas células tumorales.® Es mas, las interrelaciones entre el
metabolismo de la glucosa y el de la glutamina en el cancer han sido estudiadas de
forma extensiva, llegandose a la conclusion de que el uso de preferencial de glucosa
o glutamina como sustrato metabdlico depende del contexto especifico de la célula
tumoral.1o

Como queda dicho mas arriba, el “redescubrimiento” del efecto Warburg a las
puertas del nuevo milenio ha resultado un factor determinante para el renovado
interés en el metabolismo tumoral que se mantiene hoy en dia.’**" Para aquellos
que estudidbamos el metabolismo tumoral en los afios ochenta y primeros noventa
contra viento y marea en plena eclosion del enfoque genocéntrico de la Biologia no
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resulté ninguna sorpresa que al “redescubrimiento” del efecto Warburg le siguiera el
“redescubrimento” de la relevancia del metabolismo de la glutamina en el metabolismo
tumoral.®2° En la actualidad esta plenamente aceptado que en el cancer se produce
una reprogramacioén general de su metabolismo y que dicha reprogramacion
metabdlica es, de hecho, una de las “sefales distintivas” del cancer.?* En efecto, en
la actualidad sabemos que el cancer no sélo tiene alterados el metabolismo de la
glucosay el de la glutamina, sino también el metabolismo de otros aminoacidos, de
los &cidos graso, del colesterol y de las poliaminas.2®22-2°

Pero el cancer no crece en el vacio sino en el contexto de especificos tejidos y
organos del hospedador. Por ello, se hace necesario reanalizar no sélo el metabolismo
de las células tumorales sino las complejas interrelaciones metabdlicas entre los
diferentes tipos celulares dentro del microentorno tumoral y entre el tumory el
organismo hospedador.*®3 Nuestro grupo fue el primero en demostrar hace 30
anos que un cambio en el metabolismo de la glutamina del organismo hospedador
se produce desde momentos muy tempranos del desarrollo de un tumor3?y que se
establece un intercambio de aminoacidos entre el huésped y el tumor para contribuir
al propio crecimiento del tumor.33* En estos ultimos afios se ha retomado un vivo
interés por explorar las interrelaciones metabdlicas en el microentorno tumoral *>
% En el contexto del proyecto BIO2014-56092-R del Plan Estatal de Investigacion,
nuestro grupo ha contribuido con una actualizada y completa revisién sobre el
metabolismo en el microentorno tumoral.>

1.5. Lareprogramacion metabdlica como una propiedad caracteristica
del caracter dindmico del metabolismo

Autores tan relevantes como Craig B. Thompson, Mathew Vander Heiden, Ralph
DeBerardinis, Karen Vousden, Eyal Gottlieb y Almut Schulze encabezan la legion de
autores que en los Ultimos veinte afos vienen paulatinamente “redescubriendo” la
importancia de la reprogramacion del metabolismo de glicidos, lipidos y metabolitos
nitrogenados en el cancer, encontrando sus trabajos acogida en las mas importante
e “impactantes” revistas cientificas.®®-*3 Sin negar el mérito de la buena ciencia que
todos ellos estan realizando, insisto en emplear el término “redescubrimiento” porque
buena parte de esos “hallazgos” ya habian sido estudiados (si bien con procedimientos
técnicos menos sofisticados que los actuales) décadas antes, como ejemplarmente
ilustra el poco conocido y citado (y, sin embargo, imprescindible) libro “Biochemical
Aspectos of Tumour Growth” (1980), de V.S. Shapot.*° A ellos se une el poderoso
grupo del profesor Peter Carmeliet, quien en la Ultima década viene reproduciendo
miméticamente los pasos de la reprogramacién metabdlica tumoral en las células
endoteliales durante la angiogénesis. Y asi, en pocos afios, ha pasado de remarcar que
el metabolismo glucolitico es el esencial para las células endoteliales**a “descubrir” la
importancia de la oxidacién de los acidos graso y, mas recientemente, del metabolismo
de aminoacidos como la glutamina, la asparragina o la serina en la angiogénesis.*-4
Todo ello ha contribuido al establecimiento del concepto de la reprogramacién global
del metabolismo en el microentorno tumoral.*”4®
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Sin embargo, todos estos cambios y adaptaciones metabdlicas que se “venden”
como “excepcionales”y como sefial identitaria del propio cancer no son en el fondo
sino el reflejo del caracter complejo y dinamico de la red metabdlica, capaz de
adaptarse a los cambios y a las demandas metabdlicas y bioenergéticas de cada
situacion.*® Segun este enfoque, la reprogramacion metabdlica del cancer simplemente
representaria un ejemplo (ciertamente notable) de la flexibilidad y adaptabilidad
del metabolismo. Hay que remontarse a hace mas de 40 afios para identificar uno
de los primeros trabajos cientificos publicados ilustrando este concepto, cuando
el grupo entonces dirigido por el profesor Federico Mayor Zaragoza demostré
que el organismo anaerobio facultativo Saccharomyces cerevisiae (la levadura de
panaderia) adaptaba su metabolismo en la transicién de normoxia a hipoxia con una
drastica reduccion de la actividad 2-oxoglutarato deshidrogenasa, conduciendo en
la practica a la “ruptura” del ciclo de Krebs y su transformacion en las dos ramas de
una ruta biosintética (de glutamato y compuesto de 4 carbonos) que opera también
en organismos anaerdbicos estrictos (ver Figura 3).5° De hecho, no sélo la hipoxia
sino también los ritmos circadianos, el ejercicio, la hibernacién y practicamente
cualquier otro factor medioambiental o interno que suponga un cambio en las
demandas energéticas y biosintéticas de un organismo son capaces de modular
la expresidn génica y las caracteristicas metabdlicas de las células.®>* Incluso en
un mismo organismo sus distintas partes y 6rganos responden auténoma pero
concertadamente a los cambios en las demandas bioenergéticas y biosintéticas, como
excelentemente ilustra la espectacular variedad de modos de flujos metabdlicos en
los que pueden estar implicadas las enzimas del ciclo de Krebs en distintos tejidos
de las plantas bajo distintas condiciones de iluminacién, estrés nutricional, etc.>®

Energy metabolism reprogramming in yeasts
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Figura 3: El ciclo de Krebs, tal como los describen los libros de Bioquimica (figura a la izquierda) es
una ruta metabdlica ciclica que constituye el denominado nicleo central del metabolismo oxidativo.
En condiciones de hipoxia o anoxia dicho ciclo no es operativo y se “rompe”, reconfigurandose en
una ruta biosintética ramificada (presente también en organismos anaerobios extrictos) para la
biosintesis de compuestos de 4 y 5 atomos de carbono, como inicialmente demostré el grupo de
Federico Mayoz Zaragoza*° (figura a la derecha).
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2. El grupo PAIDI BIO 267
2.1.Lineas de investigacion autonomas integrantes de BIO 267

El investigador principal del proyecto BIO2014-56092-R y organizador del
Workshop Internacional “Metabolic Reprogramming as a Target for Cancer and
Other Diseases” es en la actualidad, ademas, Director del Departamento de Biologia
Molecular y Bioquimica de la Universidad de Malaga e investigador principal o
responsable del grupo BIO 267 del PAIDI (Plan Andaluz de Investigacién, Desarrollo
e Innovacion), del grupo BO4.UMA de IBIMA (Instituto de Biomedicina de Mélaga)
y del grupo CBO6/07/0046 (Unidad 741) de CIBERER (Centro de Investigacién
Biomédica en Red de Enfermedades Raras). El grupo mas incluyente de los tres
mencionados es el grupo PAIDI BIO 267, algunos de cuyos integrantes actuales o
pasados se muestran en la Figura 4.
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Figura 4: Componentes (actuales o previos) de los cuatro grupos de investigacién auténomos de
los que realmente consta el grupo PAIDI BIO 267. El Catedratico M. Gonzalo Claros es, ademas,
responsable de la Plataforma Andaluza de Bioinformatica (P.A.B.), sita en el Parque Tecnolégico
de Malaga.

Como muestra la Figura 5, el grupo estd formado por cuatro lineas de
investigacion independientes pero interconectadas que confluyen en una quinta
Iinea de investigacion transversal en enfermedades raras. La Linea 1 es la coliderada
por la Catedratica Ana Rodriguez Quesada y el organizador del Workshop y sobre
ella se habla mas extensamente en el proximo subapartado de este capitulo.
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LINEA 1: Angiogénesis y microentorno tumoral

o Identificacién y caracterizaciéon de moduladores de angiogénesis.
Metabolismo en el microentorno tumoral

LINEA 2: Aminas biégenas, poliaminas y enfermedad

o Metabolismo de aminas biégenas y poliaminas en la salud y la enfermedad

LINEA 3: Bioinformatica y redes

® Modelado de interactomas, redes de enfermedad y de farmacos con métodos predictivos
N J

LINEA 4: Bioln4Next

o Flujos de trabajo bioinformaticos para la automatizacién de andlisis genémicos.

-
(&

-
&

Expresion de transposones en cancer

LINEA 5: Aplicacion de lineas 1-4 a enfermedades raras

o ERvyangiogénesis o metabolismo de aminas

-
-

o Redes patofenotipicas predictivas de ER

-
N

Figura 5: Las cuatro lineas de investigacion auténomas incluidas en el grupo PAIDI BIO 267 y la
linea quinta -transversal- de aplicacién de las lineas 1-4 a enfermedades raras dentro del contexto
del grupo CB06/07/0046 (Unidad 471) de CIBERER.

La Linea 2, centrada en el estudio del metabolismo de las poliaminas y aminas
bidgenas y sus relaciones con las enfermedades fue liderada desde sus inicios por
la Catedratica Francisca Sdnchez Jiménez hasta su jubilacion voluntaria en 2017.
En sus mas de 25 afios de trabajo callado y continuo ha configurado una sélida y
productiva estrategia investigadora con continuas incorporaciones de nuevos enfoques
metodoldgicos, partiendo de los estudios enzimoldgicos y metabdlicos tradicionales
y pasando por la incorporacién de procedimientos de la biologia molecular, de la
biofisica y la espectroscopia, de las émicas y la biologia de sistemas, del docking y
el modelado molecular y metabdlico para regresar a los enfoques metabdlicos.56-%

La Linea 3, liderada por el Profesor Titular de Universidad Juan Antonio Garcia
Ranea, emplea métodos bioinformaticos para construccién y analisis de modelos
predictivos de redes de enfermedades y el estudio de las intereacciones fenotipo-
genotipo en enfermedades raras.%1°¢

La Linea 4, liderada por el catedratico Manuel Gonzalo Claros se centra en el
disefo y aplicacion de flujos de trabajo bicinformaticos para la automatizacién de
analisis gendmicos masivos.’ En los Ultimos tiempos esta desarrollando un estudio
de expresion de transposones en cancer.

Finalmente, en el marco del grupo CB06/07/0046 (Unidad 471) de CIBERER, la
Linea 5 es una linea de investigacién transversal que se alimenta de la experiencia
y procedimientos implementados en las Lineas 1-4 para su aplicacion al estudio de
enfermedades raras con enfoques de biologia de sistemas.tt2126
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2.2. Nuestro trabajo en angiogénesis y microentorno tumoral

La Linea de investigacién 1 se configuré a partir de la confluencia de dos experiencias
investigadoras previas. Por una parte, Miguel Angel Medina incorpord las técnicas
de cultivo y los procedimientos experimentales zimograficos aprendidos durante
su estancia postdoctoral (1992) en la Universidad de Heidelberg (Alemania) como
becario de la Fundacién Alexander von Humboldt, fijando asi los cimientos de
una nueva linea de investigacion sobre angiogénesis en los afnos inmediatamente
posteriores.’?1° Por otra parte, Ana Rodriguez Quesada aporto su experiencia en
screening de farmacos, adquirida durante su etapa como investigadora de la empresa
biotecnoldgica Antibidticos Farma.****%¢ Con la ayuda del grupo del Catedratico de
Zoologia Ramén Mufoz Chépuli en los ensayos in vivo, a partir de 1998 de montamos
una linea de investigacién centrada en la busqueda, seleccion y caracterizacion
de compuestos moduladores de angiogénesis utilizando para ello un conjunto
cada vez mas extenso de ensayos in vitro, ex vivo e in vivo, a los que se han unido
aproximaciones biocomputacionales, 6micas y de biologia de sistemas.*"%¢ Sélo
resaltaremos aqui algunos de los mas destacados hitos de esta linea de investigacion:

@ La caracterizacién como anti-angiogénico de la aeroplisinina-1, un compuesto
bioactivo extraido de unas esponjas.t*”

® Laidentificacion y caracterizacién como antiangiogénicos de dos compuestos
presentes en la hierba de San Juan.1#8149

@ La publicacién de la revision mas completa hasta ese momento sobre farmacos
antiangiogénicos en la prestigiosa revista Medicinal Research Reviews.**°

® La caracterizacion de los efectos antiangiogénicos del compuesto
dimetilfumarato como base molecular de sus efectos antipsoriaticos. El trabajo
se publicé en la revista mas prestigiosa de investigacién en dermatologia, el
Journal of Investigative Dermatology del grupo editorial de Nature, donde
fue merecedor de un comentario editorial y fue seleccionado para el Journal
Club.e*

® La publicacién de la primera red de angiogénesis.’®”

® La publicacion de la mas exhaustiva revision sistematica dedicada a
enfermedades raras dependientes de o relacionadas con la angiogénesis.*?°

® La caracterizacién del hidroxitirosol, un compuesto presente en el aceite de
oliva virgen extra como inhibidor in vitro e in vio de angiogénesis, asi como la
identificacion de varios derivados de hidroxitirosol también antiangiogénicos.!¢*
175,198

® La caracterizacién del toloquinol y del compuesto ADO157 como
antiangiogénicos y antilinfangiogénicos. 176.177.187.192

® La publicacion de una revisién sobre el modelo del pez cebra para la
identificacion de compuestos antiangiogénicos y antilinfangiogénicos.**s

En los ultimos anos, se han recuperado los estudios metabdlicos dentro de esta
linea de investigacion y con el proyecto BIO2014-56092-R se estd poniendo de
nuevo el foco en el metabolismo energético y redox.3793199-203



Libro de actas del Workshop Internacional

22 “Metabolic Reprogramming as a Target for Cancer and Other Diseases”

3. Presentacion del Workshop

En el Prefacio de este libro se da cuenta de las circunstancias que posibilitaron
y conformaron este Workshop, que tuvo lugar en la sede del Rectorado de la
Universidad de Malaga los dias jueves 15y viernes 16 de marzo de 2018. Fueron
dos jornadas muy densas, con notable participacién de publico y con un muy elevado
nivel de calidad cientifica.

3.1. Dos conferencias invitadas y una leccion magistral

Dos jévenes cientificos de primera linea internacional en los campos de la angiogénesis
(Michael Potente, del Max Planck Institut for Heart and Lung Research) y del
metabolismo tumoral (Arkaitz Carracedo, de IKERBASQUE) aceptaron la invitacién a
impartir conferencias plenarias (keynote lectures), ambas programadas (por motivos
de sus respectivas agendas) en la mafnana del viernes 16. Ambos conferenciantes con
su presencia prestigiaron el Workshop y no se limitaron a “cubrir el expedientes’,
pues ambos ofrecieron sendas confrencias muy bien preparadas y de gran nivel.
“Metabolic regulation of vascular growth and function” fue el titulo de la conferencia
impartida por Michael Potente y “Fuel and oil of the cancer engine” fue el titulo de
la conferencia impartida por Arkaitz Carracedo.

Un tercer cientifico de relevancia internacional, Alberto Munoz (del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas del CSIC), también contribuyé a prestigiar el Workshop
impartiendo una auténtica leccién magistral sobre “El proceso de la carcinogénesis”
(Unica actividad en espanol, dirigida particularmente a los alumnos de la asignatura
Biologia Molecular del Cdncer, asi como al resto de alumnos de los grados en
Bioquimica y en Biologia inscritos en el Workshop). Fue una actividad que levanté
muchas expectativas y que fue muy seguida por un publico que llené la Sala de Juntas
del Rectorado, a pesar de que al mismo tiempo se estaba celebrando en paralelo la
sesion de presentacion de pdsteres en la Sala de Rectores.

Estas tres actividades fueron posibles gracias al co-patrocinio (junto con los
fondos del proyecto BIO2014-56092-R dedicados a sufragar los gastos de viaje
y alojamiento) de los fondos para conferenciantes del Departamento de Biologia
Molecular y Bioquimica (conferencia de Michael Potente), de IBIMA (Arkaitz Carracedo)
y del Programa de Doctorado y Master de Biologia Celular y Molecular de la
Universidad de Malaga (Alberto Mufioz). La Figura 6 muestra a los tres conferenciantes
y sus patrocinadores.
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Figura 6: Los dos conferenciantes de las “invited keynote lectures”y el profesor que impartié la
“lecciéon magistral” (en espafiol) junto con sus respectivos co-patrocinadores.

3.2. Siete sesiones con 24 presentaciones orales y una mesa redonda final

El grueso de los contenidos cientificos del Workshop estuvo conformado por las
siete sesiones cientificas en las que se agruparon 24 presentaciones orales de
20-30 minutos:

Sesion 1. Temas basicos.

Sesion 2. Metabolismo lipidico.

Sesion 3. Temas biomédicos.

Sesion 4. Temas bioinformaticos y de biologia computacional.
Sesion 5. (Linf)angiogénesis.

Sesién 6. Quimica médica.

Sesion 7. Temas de biologia del desarrollo y oncologia.

La némina de ponentes estuvo formada por:

Cuatro Catedraticos y un Profesor Titular de Bioquimica y Biologia Celular
pertenecientes al grupo PAIDI BIO 267 (ver Figura 4): Francisca Sanchez
Jiménez, Ana Rodriguez Quesada, Gonzalo Claros, Juan Antonio Garcia Ranea
y el organizador del Workshosp, Miguel Angel Medina Torres.

Cinco colaboradores internacionales del proyecto BIO2014-56092-R (ver
Figura 7): un especialista en quimica sintética procedente de Eslovaquia
(Andrej Bohac), un especialista italiano en quimica médica (Daniele Passarella),
un especialista en metabolismo lipidico procedente de Estados Unidos (Daniel
Rodriguez-Agudo), un especialista en mastocitos (el sueco Gunnar Pejler) y
un especialista en linfangiogénesis procedente del grupo belga de Agnes Noel
(Nor Eddine Sounni).

Siete companieros de la Universidad de Malaga y/o IBIMA (ver Figura 8): la
Catedrética de Biologia Celular Antonia Gutiérrez (especialista en Alzheimer).
los Catedraticos de Biologia Animal Ramén Mufoz Chapuliy José Maria
Pérez Pomares (especialistas en desarrollo cardiovascular y angiogénesis), el
Catedratico de Bioquimica y Biologia Molecular José Manuel Matés (especialista
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en metabolismo tumoral), el Catedratico Pedro Valdivielso y el Dr. Manuel
Macias (especialistas en metabolismo lipidico).

® Cuatro jévenes postdoctorales que realizaron sus trabajos de Tesis
Doctoral formando parte del grupo PAIDI 267 y que en el momento de sus
presentaciones en el Workshop trabajaban en los centros de gran prestigio
internacional mencionados en la Figura 9 trabajando en biomedicina de
sistemas (Armando Reyes-Palomares), metabolismo lipidico (Maria Calderdn),
metabolismo de neuroblastomas (M? Victoria Ruiz-Pérez) y metabolismo de
células endoteliales en (linf)angiogénesis (Melissa Garcia-Caballero).

® Tres postdoctorales reincorporados a la Universidad de Malaga: Aurelio Moya
Garcia (ver Figura 4) y Beatriz Martinez Poveda, integrados al grupo PAIDI BIO
267,y Juan Antonio Guadix, incorporado al grupo de investigacion liderado
por José Maria Pérez Pomares. Beatriz y Juan Antonio (ver Figura 10) fueron,
ademas, co-organizadores del Workshop, encargandose de la organizacién
y desarrollo de la sesion de pdsteres que tuvo lugar la tarde del jueves 15 de
marzo de 2018 en la Sala de Rectores.

Andrej Bohae Daniele Passarella Daniel Rodriguez-Agudo Nor Eddine Sounni

Figura 7: Los cinco ponentes representantes de 5 de los 6 grupos internacionales colaboradores
del proyecto BIO2014-56092-R, bajo cuyos auspicios se organizé este Workshop.

&
) ikl ¢ affiRied
Armando Reyes Palomares marfa Colderén M® Victora Rulz Pérez melissa Garela-Coballero
(EMBL, Heidelberg, Garmany)  (Univ. San Pablo CEU, Madnd) (Karohnska Institutat, (KU Leuven, Balgium)

Stockholm, Sweden)

Figura 8: Los cuatro postdoctorales formados en el grupo BIO 267 que actualmente trabajan fuera
de la Universidad de Malaga y que participaron como ponentes en el Workshop.
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Ismoel Navas José Manuel Matés José Maria Pérez Pomares

Manvel Mackas Pudio Valdivielso Ramén mufioz-Chépull

Figura 9: Los otros siete companeros de la Universidad de Malaga y/o IBIMA y que participaron
como ponentes en el Workshop.

La dltima actividad del Workshop consistié en una mesa redonda en la que el
organizador ejercié de moderadory en la que participaron Ana Rodriguez Quesada,
Ramon Mufioz Chapuli, Daniel Rodriguez Agudo, Andrej Bohac y Daniele Passarella.
Se apuntaron una serie de conclusiones generales poniendo especial énfasis en
enviar mensajes positivos a los alumnos inscritos acerca de la carrera investigadora
y la pasién por investigar.

3.3. Una sesidn de pdsteres con 18 contribuciones de predoctorales
con dos postdoctorales como coordinadores

Como queda dicho, la sesién de posteres fue organizada por los postdoctorales
Beatriz Martinez Poveda y Juan Antonio Guadix. En ella participaron finalmente 18
predoctorales de la Universidad de Malaga pertenecientes a los grupos de investigacion
de los ponentes. Los 18 pdsteres permanecieron expuestos durante todo el tiempo
de duracion del Workshop en la Sala de Rectores, compartiendo espacio con los
coffee breaks, de forma que durante los mismos todos los participantes pudieron
revisar los contenidos de los pésteres y departir con sus autores. Los coordinadores
seleccionaron 9 de los 18 posteres para que sus autores los presentara brevemente
en 5 minutos durante la sesién publica que tuvo lugar a partir de las 17.45 en la Sala
de Rectores. El organizador del Workshop clausurd la sesiéon dedicando unas palabras
a los participantes en las que resaltd el alto nivel cientifico de los pdsteres, motivo
por el cual los felicité efusivamente.
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3.4. Agradecimientos a participantes, colaboradores y financiadores

El Workshop concluyé con un completo éxito “de critica y de publico”. Nada de ello
hubiera sido posible sin la contribucién de cuantos participaron de una u otra forma
en el evento y a los que paso a dar mi agradecimiento:

A los coorganizadores del evento (ver Figura 10), en sus papeles respectivos
de coordinadores de la sesién de pdsteres (de nuevo, gracias Beatriz y Juan
Antonio) y de secretaria técnica del Workshop (gracias por tu excelente trabajo
antes, durante y después de la celebracién del evento, Carmen).

Beatriz Martinez Juan Antonlo Guadix
Poveda

Carmen Gonzalez
{Proyecta Clentfflco)

Figura 10: Los organizadores de la sesion de pdsteres y la secretaria técnica del Workshop.

Alos invitados especiales que se ofrecieron a participar como conferenciantes
invitados (Figura 6).

A nuestros postdoctorales fuera de la Universidad de Malaga que no dudaron
en aceptar la invitacién a participar como ponentes (Figura 8).

Atodos los companeros que participaron desinteresadamente como ponentes.
A todos los predoctorales que contribuyeron con sus pdsteres al alto nivel
cientifico del evento.

A M.2 Carmen Ocafa, José Joaquin Serrano y Ana Dacil Marreno, que
participaron desinteresadamente atendiendo a los participantes e inscritos
y a los dos ultimos por ejercer de fotdgrafos “oficiosos” del evento.

A los estudiantes de la asignatura Biologia Molecular del Cdncer del curso
2017-18 y a varios otros que lo fueron en el curso 2016-17, que aceptaron
participar en el rol de “periodistas cientificos”, tomando cumplida nota de
cuanto acontecfa, trabajo que queda plasmado en la parte de este Libro de
Actas que muestra su resumen/crénica personal del evento, seccion del libro
coordinada y editada por Belén Delgado.

A la Universidad de Malaga por prestarnos tres de las instalaciones del
Rectorado (Salén de Actos, Sala de Juntas y Sala de Rectores) para el desarrollo
de todas las actividades cientificas del Rectorado y al equipo de conserjes del
edificio por todas las facilidades prestadas.

A la Directora del Secretariado de Investigacion de la Universidad de Malaga,
Dra. Zaida Diaz Cabiale por ejercer de autoridad en representacion del Rector
en la inauguracion oficial del evento en la mafana del jueves 15 de marzo.
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® Y, como queda recogido de forma detallada, en la seccién de Agradecimientos
de este Libro de Actas, a las distintas fuentes de financiacién que han hecho
posible la celebracion del Workshop y la publicacién posterior de su Libro
de Actas (ver Figura 11).
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Figura 11: Patrocinadores y fuentes de financiacién del el Workshop.
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INVITED KEYNOTE LECTURE

Metabolic regulation of vascular growth and function

Michael Potente

Angiogenesis & Metabolism Laboratory, Max Planck Institute for Heart and Lung Research,
D-61231 Bad Nauheim, Germany

Historically, angiogenesis has been viewed from the
perspective of how endothelial cells coordinate mi-
gration and proliferation in response to growth factor
activation. However, endothelial cells must also coor-
dinate their metabolism and adapt metabolic fluxes to
the rising energy and biomass demands of sprouting
vessels. Recent studies have highlighted the impor-
tance of such metabolic regulation in the endothelium
and uncovered core metabolic pathways and mechanisms of regulation that drive the
angiogenic process. In this presentation, current principles of endothelial metabolic
control will be discussed. Particular focus will be given to the role of forkhead box
O (FOXO) transcription factors that our laboratory has recently identified as central
regulators of endothelial metabolism and growth. New insights on the functional
roles of FOXO family members in the endothelium will be illustrated.

Funding:

Max Planck Society, European Research Council (ERC) Starting Grant ANGIOMET (311546), the
Deutsche Forschungsgemeinschaft (SFB 834), the Excellence Cluster Cardiopulmonary System
(EXC 147/1), the LOEWE grant Ub-Net, the DZHK (German Center for Cardiovascular Research), the
Stiftung Charité, and the European Molecular Biology Organization Young Investigator Programme.
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INVITED KEYNOTE LECTURE “IBIMA CONFERENCE”

Fuel and oil of the cancer engine

Arkaitz Carracedo?bcd

°CIC bioGUNE, Bizkaia Technology Park, 801° bld., 48160 Derio, Bizkaia, Spain
®lkerbasque, Basque foundation for science, 48011 Bilbao, Spain

Biochemistry and Molecular Biology Department, University of the Basque Country,
Bilbao, Spain

dCIBERONC

acarracedo@cicbiogune.es

The products of metabolic pathways serve unex-
pected purposes in the process of cancer cell growth
and dissemination. Despite the better understanding
of the metabolic events that contribute to cancer,
the field has not yet clarified (i) how these metabolic
events are coordinately elicited, and, importantly, (ii)
what differential metabolic cues drive cancer initia-
tion and metastasis. In order to decipher metabolic
drivers of cancer, we envisioned a study that integrates bioinformatics screening,
genetic mouse modeling and integrative metabolomics. We based our studies on the
interplay between the signaling and metabolism in prostate cancer, exemplified by
loss of PTEN in this tissue. We will provide an integrated perspective of the means
and regulation of the metabolic switch in this disease. Specifically, we will elaborate
on the distinct use of fuel for growth and the identification of metabolic pathways
that serve to sustain biological processes related to growth, thus oiling the engine.
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FORMATIVE SESSION - LECCION MAGISTRAL (IN SPANISH)

El proceso de la carcinogénesis

Alberto Murioz

Instituto de Investigaciones Bioldgicas, CSIC/UAM, Madrid

El cancer es un grupo de enfermedades multigénicas del que solo
un pequefio porcentaje, variable segun el tipo, es hereditario. La
inestabilidad genética, cromosémica o de DNA, es la caracteristica
esencial de las células tumorales. Los estudios de secuenciacién
masiva de tumores usando las técnicas de nueva generacién estan
ampliando de manera muy importante nuestro conocimiento de
las mutaciones mas relevantes y de las vias de sefalizacion alte-
radas en cada neoplasia. Ademés, han mostrado la existencia de
elevada heterogeneidad intra- e inter-tumoral y de variabilidad interindividual, y la
existencia de procesos de hipermutacion local o extensa en el genoma (kataegis,
chromothripsis). Conceptos e ideas que han adquirido relevancia recientemente en
oncologia son la reprogramacion metabdlica, las cancer stem cells, la importancia
del microambiente/estroma/nicho tumoral, los diversos tipos de migracién de las
células tumorales, el proceso de transicion epitelio-mesénquima y la diseminacién
temprana de células tumorales y generacion de metastasis. Respecto a la terapia
anticancerosa, comentaremos los nuevos descubrimientos sobre la respuesta in-
mune antitumoral y los inhibidores de immune checkpoints, asi como los conceptos
de adiccién oncogénica y letalidad sintética. Estos nuevos descubrimientos estan
cambiando el modelo clasico de la carcinogénesis a otro distinto, mas heterogéneo
y complejo.
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SESSION 1- BASIC ISSUES

Reprogramming metabolism. A foreword for a workshop

Miguel Angel Medina

Department of Molecular Biology and Biochemistry, Faculty of Science,
University of Malaga, Spain

When the problem of cancer is approached from
the perspective of animal metabolic physiology, the
first question to ask is: How is the metabolism of
abnormally proliferating tissue different from the
metabolism of resting tissue? This is how Otto War-
burg began his research into tumor metabolism in
the first half of the twentieth century. In spite of the
advances made by this and other authors, mainly in
relation to the energetic and respiratory metabolism in Ehrlich ascitic tumor cells
and in other cellular models that later followed, the genomic era monopolized by
right the second half of the last century.

It was necessary to wait until the first decade of the 21st century to resume
the metabolic perspective.

The genomic and technological inheritance now reformulates the concept as
“metabolic reprogramming”, understood as a process of transformation of energy,
matter and transduction of information and identifies this metabolic reprogram-
ming as one of the hallmarks of cancer. Hence, it made sense that targeting the
metabolism of cancer cells could open new avenues for the treatment of cancer, as
it seems to have been the case.

This communication will present a short historic overview of our grupo’s re-
search interests.

[Our experimental work is supported by grants BIO2014-56092-R (MINECO and FEDER) and
P12-CTS-1507 (Andalusian Government and FEDER) and funds from group BIO-267 (Andalusian
Government). The “CIBER de Enfermedades Raras” is an initiative from the ISCIII (Spain)].
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Energy and polyamine metabolism coordination
in human neuroblastoma

Ruiz-Pérez, M. V,; Medina, M. A.; Urdiales, J.L.; Sanchez-Jiménez, F.*

* Department of Molecular Biology and Biochemistry, Faculty of Science, University of Malaga,
IBIMA (Instituto de Investigaciones Biomédicas de Méalaga, ISCIII); and unit 741 of CIBER de
Enfermedades Raras (CIBERER, ISCIII)

Polyamines are biogenic organic polycations essen-
tial for cell proliferation, and their levels are elevat-
ed in many human tumors (Phanstiel, 2017, PMDI:
29134652). The oncogene n-myc is known to poten-
tiate polyamine metabolism. Ornithine decarboxylase
is the key enzyme for de novo polyamine synthesis in
mammalian cells. Its expression is regulated by N-Myc
(Koomoa et al., PMID: 23440295). Neuroblastoma,
the most frequent extracranial solid tumor in children, harbors the amplification
of n-myc oncogene in 25% of the cases, and it is associated with treatment failure
and poor prognosis. We evaluated several metabolic features of the human neuro-
blastoma cell lines Kelly, IMR-32, and SK-N-SH. We further investigated the effects
of glycolysis impairment in polyamine metabolism in these cell lines. A linkage be-
tween glycolysis impairment and polyamine reduction was unveiled. We show that
glycolysis inhibition is able to trigger signaling events leading to the reduction of
N-Myc protein levels and a subsequent decrease of both ornithine decarboxylase
expression and polyamine levels, accompanied by a cell cycle blockade preceding cell
death. New anti-tumor strategies could take advantage of the direct relationship
between glucose deprivation and polyamine metabolism impairment, leading to
cell death, and its apparent dependence on n-myc. Combined therapies targeting
glucose metabolism and polyamine synthesis could be effective in the treatment
of n-myc-expressing tumors.
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SESSION 2- LIPID METABOLISM

Brown adipose tissue as therapeutical strategy
against obesity-related disorders

Maria Calderon Dominguez

Facultad de Farmacia, Universidad CEU San Pablo, Madrid, Spain

Obesity is not only a social stigma, but a concerning
matter of public health. In parallel to the increase in
obesity rates, the incidence of some related diseases,
such as insulin resistance, type 2 diabetes, cardiovas-
cular disease, nonalcoholic fatty liver disease, and some
forms of cancer among others. In the past decade,
the pathophysiology of obesity-induced metabolic
diseases has been strongly related to white adipose
tissue (WAT) dysfunction. The thermogenic controlling brown adipose tissue (BAT)
was given less attention since it is less abundant and since it was considered ex-
clusive to rodents and children. However, in 2009 it was rediscovered its presence
and activity in adult humans, which interestingly is significantly decreased in obese
and diabetic patients. This tissue has a high potential of thermogenesis and sub-
strate oxidation, so increasing its activity or mass would be a promising strategy to
maintain body energy homeostasis. This opened a new field and highlighted BAT as
a new therapeutic target to fight against obesity-related disorders.
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Inhibition of de novo fatty acid synthesis induces
neuroblastoma differentiation
Ruiz-Pérez, M. V.; > Oliynyk, G.;? and Arsenian-Henriksson, M.?

@Microbiology, Tumor and Cell Biology (MTC), Karolinska Institutet,
SE-171 77 Stockholm, Sweden

b maria.ruiz.perez@ki.se

High MYC signaling or c-MYC/MYCN amplification are
strongly correlated to poor prognosis and treatment
failure in neuroblastoma patients. Survival for high-risk
patients remains only around 40-50%, and survivors
suffer long-term side effects from treatment. Alterna-
tive approaches, as differentiation-inducing therapies,
are especially interesting for high-risk patients in which
resistance to conventional chemotherapy arises. We
previously demonstrated that silencing of MYCN or targeting the protein with small
molecule inhibitors prompt changes in lipid metabolism due to reduced Boxidation and
mitochondrial dysfunction (Zirath et al PNAS, 2013). Here our objective is to analyze
the crosstalk between lipid metabolism and cell differentiation regulated by MYC(N),
to identify new therapeutic targets with potential use for induction of differentiation.

Proteomic analysis of neuroblastoma cells shows that lipid metabolism and
related signaling elements, as well as proteins involved in cell differentiation, are
consistently affected by MYCN downregulation. Additionally, high expression of
acetyl-CoA carboxylase (ACACA) and fatty acid synthase (FASN) correlates to poor
survival in neuroblastoma patients, suggesting fatty acid synthesis as a promising
target for treatment. Accordingly, the chemical inhibition of de novo fatty acid syn-
thesis (targeting either ACACA or FASN) triggers MYC(N) protein downregulation
and differentiation of both MYCNamplified and non-amplified neuroblastoma cells.
Moreover, fatty acid synthesis inhibition has an impact in mitochondrial structure
and function. The withdrawal of major nutrients as glucose and glutamine does not
trigger neuroblastoma differentiation, while the incubation in delipidized cell culture
medium induces neurite outgrowth.

Consequently, cell membrane-permeable fatty acids prevent the phenotypes
observed, suggesting a very specific relationship of lipid metabolism with induction
of differentiation.

Our work aims to elucidate the impact of lipid metabolism on neuroblastoma
biology, with potential implications for metabolism-targeted and differentiation-based
therapies. Here we show that targeting fatty acid synthesis could be an interesting
therapeutic strategy for neuroblastoma treatment, especially as a co-adjuvant in
differentiation therapies.
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The cholesterol transport protein stard5 (steroidogenic
acute regulatory protein related lipid transfer domain
containing 5) is a novel target for cancer stem cells (csc)

Daniel Rodriguez Agudo

Department of Internal Medicine/Gastroenterology, Virginia Commonwealth University, USA

Introduction: Plasma membrane (PM) cholesterol levels
play a critical role in cancer growth, invasion and re-
sistance to chemotherapy in part through membrane
fluidity regulation. Fluidity changes modulate function
of PM resident proteins, especially growth factor re-
ceptors, critical for CSCs self-renewal. We recently
demonstrated a critical role of StarD5in transporting
cholesterol to PM. Hypothesis: StarD5 plays a role
in CSCs growth. Methods: Colon cancer (CRC) cells were grown as monolayer or
CSC rich spheroids. PM fluidity was examined using LAURDAN fluorescence/phasor
analysis. PM cholesterol was determined by filipin and fALOD4 staining. StarD5 knock-
down (KD) HT-29 cells were obtainedusing shRNA. Tumor initiation frequency (TIF)
was examined in NCR nude mice injected withHT-29 CSCs. Novel specific inhibitors
of StarD5 were identified through in silico analysis. Normal stem cell function was
assessed through organoid assays. Results: StarD5 expression was highly elevated
in CSCs rich spheroids and in ~70% of human CRC tissues compared to paired
normal controls. Inhibition of StarD5 attenuated CSC phenotype and resistance to
FDA-approved CRC therapies in vitro and in vivo (TIF). Indeed, HT-29 StarD5-KD
cells showed redistribution of free cholesterol with a significant decrease in PM
cholesterol and fluidity. Additionally, we identified several small molecule inhibitors
of StarD5 that significantly attenuated CSCs growth (IC,,=0.1-1uM range). More
importantly, StarD5 inhibitors showed lack of toxicity on normal colon stem cells.
Conclusion: StarD5 is a novel critical regulator of colon CSC phenotype and drug
resistance. Novel inhibitors of StarD5 are viable therapeutic agents that target CSCs
while sparing normal cells.
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SESSION 3- BIOMEDICAL ISSUES

Postpandrial lipemia and tissue hypoxia

Pedro Valdivieso Felice

UGC Medicine Internal, Virgen de la Victoria Hospital. IBIMA University of Malaga. Spain

Postprandial (hyper)lipidemia contributes to ather-
osclerosis increasing remnant particles. Because we
live in a postprandial state, at least during the day,
atherosclerosis is considered for some a postpran-
dial phenomenon. Many common conditions such as
obesity, metabolic syndrome and type 2 diabetes are
characterized by elevated postprandial lipemia. In fact,
type 2diabetics show more postprandial particles than
non diabetic subjects and was considered part of the diabetic dyslipidemia. However,
we published that this abnormality was present only in type 2 diabetic patients with
subclinical peripheral arterial disease, assessed by a low ankle-brachial index. We
hypothesized that subclinical hypoxia induces in the cells changes that reduce the
availability of lipoprotein lipase to hydrolyze triglyceride-rich lipoproteins.

Cells submitted to hypoxia upregulate the expression of hypoxia-inducible
factor 1, a transcription factor that induces changes in innumerable target genes
that were reviewed some time ago. Of note among these changes is the raised
expression of angiopoietin-like 4 protein (Angptl4) and vascular endothelial growth
factor (VEGF). VEGF intervenes in the processes of angiogenesis, much related with
chronic ischaemia of the lower limbs and the formation of collateral vessels. Angptl4
is a potent inhibitor of LPL, the enzyme that intervenes critically in the first step of
the catabolism of triglyceride-rich particles.
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Deciphering neuronal and glial dysfunction in Alzheimer’s
disease: from mechanisms to therapeutic opportunities

Antonia Gutierrez

Department of Cell Biology, Faculty of Science, University of Malaga. IBIMA. CIBERNED, Spain

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder rep-
resenting the most common cause of dementia in the elderly.
The amyloid cascade hypothesis confers a predominant role
to amyloid-beta (Abeta) as the initiator of all pathological phe-
nomena leading to neuronal death and dementia. However, the
continuing failure to develop an effective treatment targeting
the amyloid cascade reveals a higher and still unsolved com-
plexity for AD pathology. Emerging evidences indicate that the
neuroinflammatory response has a key role in disease pathogenesis though the exact
contribution of the activated microglial and astroglial cells has not been fully dissected. In
this sense, and based primarily on studies in Abeta producing transgenic mouse models,
the actual view confers a cytotoxic role to the microglial activation in AD. Our research
group is part of the Biomedical Research Networking Centre on Neurodegenerative
Diseases (CIBERNED), an agency of the Spain Institute of Health, and we are devoted to to
investigate the pathogenic mechanisms involved in synaptic and neuronal loss/dysfunction,
with special interest in the neuroinflammatory response, 2) identify potential biomarkers
and therapeutic targets, and 3) evaluate the effectiveness of new therapeutic strategies
at the preclinical level. To address these goals we develop an integrative approach en-
compassing research with novel and established transgenic animal models, post mortem
human tissue and, more recently, the use of cell culture for disease modelling, coupled
with immunohistological, biochemical, cellular and behavioral studies. Neuronal death in
our transgenic APP/PS1 model is associated with a neurotoxic inflammatory response
induced by soluble oligomeric Abeta.

While in amyloidogenic animal models microgliaactivate and proliferate gradually during
disease progression, our current studies in post mortem human hippocampus reveal a
limited microglial activation along with a degenerative process in AD patients.Microglial
dysfunction results in an aggravation of pathology including an increase in Abeta levels, along
with synaptic and neuronal loss. Moreover, there is a patent hyperactivation of astrocytes
which are highly resistant to degenerate. We have demonstrated that plaque-associated
reactive astrocytes eliminate presynaptic dystrophies. This phagocytic capacity of as-
trocytes might result impaired during disease progression. Therefore, dysregulated glial
responses might be responsible for the neurodegeneration and dementia in AD patients.
Restoring glial dysfunction might be a promising novel therapeutic avenue to treat AD.

Supported by FIS PI15/00796, La Marato TV3, Junta de Andalucia and CIBERNED.
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Exosome-mediated uptake of mast cell tryptase into
the nucleus of melanoma cells regulates expression
of micro-RNA, histone clipping and proliferation

Fabio Rabelo Melo,® Sebastin Santosh Martin,' Christian Sornmerhoff,’
Gunnar Pejler?

@Uppsala University, Department of Medical Biochemistry and Microbiology, BMC,
Box 582, 75123 Uppsala, Sweden

b University of Munich, Dept. Clinical Biochemistry; Nussbaumstr. 20,
D-80336 Miinchen, Germany

Mast cells are implicated in various malignancies but
how they impact on cancer cells is not well under-
stood. Here we addressed this issue and show that
mast cells interact with melanoma cells and reduce
their expansion rates. In contrast, mast lacking the
expression of tryptase, a major protease localized in
the mast cells secretory granules, lacked this ability.
Mechanistically, tryptase was found to interfere with
the proliferation of melanoma cells after being delivered into the melanoma cell
nucleus. Moreover, tryptase was found to truncate nucleosomal core histone 3 (H3)
and to cause extensive alterations of the nuclear architecture of the melanoma cells.
It was also demonstrated that tryptase caused major effects on the gene expression
in melanoma cells, including induction and repression of several microRNAs impli-
cated in regulation of tumor cell growth. The mechanism of tryptase uptake involved
binding of tryptase to DNA-coated exosomes released from the melanoma cells,
followed by dynamin-dependent endocytosis. It was also demonstrated that binding
of tryptase to DNA preserved its enzymatic activity. Altogether, these findings reveal
a novel mechanism for regulation of gene expression and growth of tumor cells.
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Regulatory landscape of endothelial cells in pulmonary
arterial hypertension

Armando Reyes-Palomares

European Molecular Biology Laboratory, SCB unit, Heidelberg, Germany

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a cardiovas-
cular disease characterized by high-blood pressure
in lung arteries caused by changes in their smaller
branches. Here we aim to study the epigenetic pro-
files of affected small pulmonary arterial endothe-
lial cells (SPAECs) in a cohort of PAH-patients and
healthy-controls. We will present a multi-omics’ ap-
proach to integrate diverse molecular phenotypes
such as histone modifications (H3K27ac, H3K4me3, H3K4mel), gene expression
(RNA-Seq) and long-range chromatin interactions mediated by CTCF (ChIA-PET).
The multi-level integration allowed us to uncover chromatin domains that are
entirely up- or down-regulated in PAH involving the regulation of several genes
related to vascular remodelling. We used those chromatin regulatory domains as
the basis for building a comprehensive-gene regulatory network to understand
the molecular mechanisms and pathways underlying sPAECschanges duringdis-
ease progression. Our results suggest epigenetic changes in transcription factor
activities and chromatin reorganization events that are sensitive for hypertension
injury. Taken together, we show how chromatin marks can be used to study how
different transcription factor programs activate genes that are primed to produce
a PAH-differential response upon stimulation.
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SESSION 4- BIOINFORMATICS AND COMPUTATIONAL BIOLOGY ISSUES

Reprogramming transposon expression in cancer

Manuel Gonzalo Claros Diaz

Department of Molecular Biology and Biochemistry, Faculty of Science,
University of Malaga, Spain

Cells try to maintain transposons silenced during the
lifetime, even though many patients seem to have a
disease derived from a transposon-mediated gene
disruption. Using clinical samples from lung cancer,
particularly small-cell lung cancer and lung adenocar-
cinome, we analysed changes in transposon expression
using RNA-seq samples from normal and cancer-
ous lung from the same patient. The computational
analysis was automated in our workflow NearTrans. Contrary to 2010 hypothesis,
transposons were not deregulated, but finely reprogrammed by downregulation as
well as upregulation, in cancer cells. Moreover, transposon reprogramming seems
to be cancer-specific. Since our analysis provides which transposons have been
reprogramed and their genome location, we are studying whether transposon
reprogramming is driven by the gene context surrounding the transposon.
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Breast cancer metabolism implicated in the response
to neoadjuvant chemotherapy

Aurelio Moya Garcia

Department of Molecular Biology and Biochemistry, Faculty of Science,
University of Malaga, Spain

Breast cancer cells rewire their cellular metabolism
to meet the demands of survival, proliferation, and
invasion. These reprogrammed activities are also a
component of the highly coordinated response to
chemotherapy. Neoadjuvant chemotherapy (NAC),
besides increasing the proportion of patients who
can be treated with breastconservative therapy, is
an excellent in vivo experiment to investigate the
sensitivity and resistance to clinical treatments. In this talk I'll show the metabolic
reprogramming events associated with NAC sensitivity and those triggered when
breast cancer cells are exposed to chemotherapy.
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Network medicine applied to the identification
of genotype-phenotype associations in patients
with rare genomic disorders

Juan Antonio Garcia Ranea

Department of Molecular Biology and Biochemistry, Faculty of Science,
University of Malaga, Spain

Alterations in different regions of the genome can af-
fect genes that can cause the pathological phenotypes
observed in patients with rare genomic disorders.
The identification of association patterns between
affected genomic regions and pathological pheno-
types is especially difficult in rare syndromes due to
the lack of clinical cases to compare. Our research
group, through the study of networks, has focused
on the development of association systems using information obtained from the
DatabasE of genomiC varlation and Phenotype in Humans using Ensembl Resources
(DECIPHER), which includes genotype and phenotype information of thousands of
patients with rare genomic disorders. Based on the association data obtained, we
are currently developing a prediction system that helps clinicians to better associate
genotype alterations to HPO phenotypes in this sort of patients.
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Can Standards Help in Developing Metabolomics?

Ismael Navas Delgado

Languages and Computer Systems, Department of Languages and Computer Science,
University of Malaga, Spain

As for now there are over 300 free online databases
that store biological pathway information. Some of
them are partially linked through hyperlinks. There
are several proposals for standardizing the access or
download of such databases, and these databases are
adopting some of them. However, can these stand-
ards enable advanced tools for querying or analysing
such data?
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SESSION 5- (LYMPHJANGIOGENESIS

Focussing on Aeroplysinin-1: An integrated vision

Beatriz Martinez Poveda

Department of Molecular Biology and Biochemistry, Faculty of Science,
University of Malaga, Spain

Aeroplysinin-1 (Apl-1) is a brominated compound iso-
lated from the marine sponge Aplysina aerophoba that
has demonstrated a broad spectre of action in vitro
and in vivo. Its pleiotropic activity includes anti-tumor-
al, anti-angiogenic and pro-apoptotic effects, making
Apl-1 a new natural compound with very promising
potential therapeutic properties. Moreover, the role
of Apl-1 in inflammation, another disease-related
process, has been explored, showing evidences of its anti-inflammatory potential.
Despite the varied and promising obtained results, the exact mechanism of action
of Apl-1 has not been unravelled yet, and in order to determine it, an integrated
vision of the experimental evidences is needed.
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Role of ketone body oxidation in lymph-angiogenesis:
possible relevance for lymphedema?

Melissa Garcia-Caballero, Annalisa Zecchin, Joris Souffreau,
Anneke Bouché, Bart

Ghesquiere, An Van Nuffelen, Wesley Vermaelen, Mieke Dewerchin, Peter Carmeliet. Laboratory
of Angiogenesis and Vascular Metabolism, VIB-KU Leuven Center for Cancer Biology (CCB),
Department of Oncology, KU Leuven, Campus Gasthuisberg, O&N4, Herestraat 49 - B912, 3000,
Leuven, Belgium. Email: melissa.garciacaballero@kuleuven.vib.be

Lymphatic vessels, lined by lymphatic endothelial
cells (LECs), are indispensable for life. We recently
discovered that acetyl-CoA is a central hub in medi-
ating LEC differentiation, proliferation and sprouting.
Reducing acetyl-CoA levels via fatty acid R-oxidation
inhibition impairs lymphangiogenesis in vivo, whereas
supplementation of acetate, an alternative source of
acetyl-CoA, recovers the defects observed in lym-
phatic vessels growth. Another important source of acetyl-CoA are the ketone
bodies. Here, we report that ketone bodies are present in the lymph at higher levels
than the plasma. The silencing of OXCTL, the rate-controlling step of ketone body
oxidation, reduces LEC proliferation, migration and vessel sprouting. Mechanistically,
OXCT1 silencing impairs mitochondrial respiration and TCA cycle replenishment and
decreases the expression of several lymphatic markers. Surprisingly, supplementation
of 3-Bhydroxybutyrate, the most abundant ketone body in the plasma, increases
lymphangiogenesis in vivo in a cornea-injury model. High-fat, low carbohydrates
ketogenic diets, currently used as metabolic therapy for various conditions, consid-
erably elevates the levels of ketone bodies in both plasma and lymph. Interestingly,
in a mouse model of microsurgical ablation of LVs in the tail, which recapitulates
features of acquired lymphedema in humans, mice fed ketogenic diet showed de-
creased edema formation and improved lymphatic function. All together, our findings
demonstrate the therapeutic potential of a novel metabolic approach to alleviate
lymphatic dysfunction in lymphedema patients.
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Metabolic adaptation of tumor to hypoxia induced
by anti-angiogenic therapy

Nor Eddine Sounni

PhD, LBTD, GIGA-Cancer, ULiege, Belgium

Metastases, rather than primary tumors, are re-
sponsible for most cancer deaths. To prevent these
deaths, improved ways to treat metastatic disease
and to overcome tumor adaptation to treatment are
needed. Here | will consider the metabolic adaptation
of tumors to hypoxic environment induced by an-
ti-angiogenic drugs. We recently provided evidence
of metabolic reprogramming in tumors during and
after anti-angiogenic therapy. Adaptation to anti-angiogenic therapy (sunitinib and
sorfenib) withdrawal increases metastatic dissemination and xenograft regrowth.
This was reduced with fatty acid synthase (FASN) inhibition (orlistat) or knock-down
after sunitinib withdrawal. Further investigation of lipid metabolism in harsh tumor
microenvironment lacking oxygen and nutrients when blood vessels are shut down
with angiogenic treatment led to the identification of lipid transport and desatura-
tion as the main drivers of tumor aggressiveness after treatment cessation. Fatty
acid binding protein 4 (FABP4) and SCD1, a key Stearoyl-Coa Desaturase enzyme
that inserts double bonds into acyl-CoA chains were found to be up-regulated in
response to treatment and correlated with increased aggressiveness. The resulting
lipid metabolism reprogramming in cancer cells and stromal cells in metabolically
stressed tumor microenvironment was explored to guide for the development of
powerful combination therapies using lipid metabolism and angiogenesis inhibitors.




Segunda parte:

Restumenes de las comunicaciones 73

SESSION 6- MEDICINAL CHEMISTRY

Self-assembling drug-conjugates for anti-cancer treatment

Daniele Passarella

Department of Chemistry, Universita degli Studi di Milano, Italy

Our continuous interest in the field of chemical ap-
proaches to target cancer cells moved us to study the
preparation of a novel classes of conjugate compounds
using anticancer drugs as building blocks. In previous
efforts we used squalene tail as self-assembling in-
ducer! and a disulphide containing linker to secure
the release of the drugs after cell internalization.?
Subsequently we demonstrated the possibility to
generate hetero and fluorescent nanoparticles by mixing a paclitaxel-squalene
conjugate and fluorescein-squalene conjugate?In the light of facing the high de-
manding issue of resistance* we studied the formation of cyclopamine-paclitaxel
containing nanoparticles and we detected the internalization by confocal micros-
copy and super-resolution.® More recently we reported doxorubicin-cyclopamine
hetero-nanoparticles that are able to reduce tumour growth and to decrease the
toxicity of chemotherapy in mice.® Our efforts are actually focused on: a) new com-
bination of drugs to overcome drug resistance, b) new self-assembling inducers,’
¢) new hetero-nanoparticles and d) new drug-conjugates deriving by modification
of active natural products.

References:

1 G. Fumagalli,D. Passarella et al. Drug Discovery Today2016, 21, 1321

2 S. Borrelli, A. D. Passarella et al.Eur.J. Med.Chem 2014, 85, 179

3 G. Fumagalli, D. Passarella et al.ChemPlusChem2015, 80, 47

4 P.A. Sotiropoulou, C. Herold-Mende, D. Passarella et al.Drug Discovery Today2014, 19, 1547
5 G. Fumagalli, D. Passarellaet al. ChemPlusChem2015, 9, 1380

¢ G. Fumagalli, D. Passarella et al. ACS Med.Chem.Lett. 2017, 8, 953

7 G. Fumagalli, D. Passarella et al. Org. Biomol. Chem., 2017, 15, 1106
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Development of kinase and PFKFB3 inhibitors

Andrej Bohaé,*° Peter Sramel,® Miroslav Murar,® Matas Hlavad,* Gabriela Addova,?
Michal Zeman¢ and Gilles Hanquet¢

2Department of Organic Chemistry,

bInstitute of Chemistry and

¢Department of Animal Physiology and Ethology Faculty of Natural Sciences, Comenius
University in Bratislava, Mlynska dolina, llkovicova 6, 842 15 Bratislava, Slovakia;

dUniversité de Strasbourg, Ecole Européenne de Chimie, Polyméres et Matériaux (ECPM)
Laboratoire de Synthése et Catalyse (UMR CNRS 7509), 25, Rue Becquerel, F-67087
Strasbourg, France,

¢Biomagi, Ltd., Mamateyova 26, 851 04 Bratislava, Slovakia, andrej.bohac@fns.uniba.sk

In the last 5 years of our research thirty-five kinase
inhibitors (VEGFR2 TK and CLK1) possessing nM an-
ticancer enzymatic activity were developed by SBDD
and organic synthesis. We are developing modulators
also for other anticancer, antidiabetes and antimeta-
bolic targets (Mer, Axl, SMO, ALR2 and PFKFB3). We
are involved in kinase conformations analysis, in situ
Click chemistry and chemistry of N,5(4)-diarylox-
azol-2-amines too. 3PO (IC_, = 22 900 nM) and PFK15 (IC_, = 210 nM) inhibitors
are known to block PFK1 activation by inhibiting PFKFB3 an important metabolic
reprogramming target. Due to the lack or doubtful information about a preparation
of 3PO and PFK15 in the literature, we developed their synthesis to exploit them as
standards or for combined study with other modulators in biological assays. Simulta-
neously we are developing novel PFKFB3, ALR2 and SMO-GPCR active compounds.
Some examples of the research results above will be presented in the lecture.

Acknowledgement: Biomagi, Ltd., VEGA 1/0670/18, ITMS 26240220007, French program Cotutelle
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A fruitful strategy for the search of new inhibitors
of angiogenesis

Ana R. Quesada

Department of Molecular Biology and Biochemistry, Faculty of Sciences, University of Malaga,
Andalucia Tech, Mélaga, Spain. Unit 741 of CIBER de Enfermedades Raras, Malaga, Spain

Angiogenesis, the formation of new blood vessels from
the pre-existing vasculature, is a main mechanism of
vascularisation during the embryonic development,
growth, regeneration, wound healing and some phys-
iological processes such as formation of the corpus
luteum and endometrium. Abnormal angiogenesis is
also involved in a number of pathological processes
such as tumour growth, metastasis, diabetic retinopa-
thy, age-related macular degeneration, psoriasis or arthritis, among others. For this
reason angiogenesis inhibition has attracted broad attention in the field of phar-
macological research.* Since more than fitteen years, our group has been devoted
to the screening of new modulators of angiogenesis. During this time a number of
experimental procedures, including in vitro assays that resemble different steps of
the angiogenic process, and some assays to test the in vivo angiogenesis inhibitory
activity of the compounds have been developed. As a fruit of the mentioned screen-
ing, a number of compounds with remarkable anti-angiogenic activity have been
identified and characterised. Some of them are derived from marine organisms®+*
or medicinal plants,>” and others from synthetic origin.t°

*Quesada et al., Curr Pharm Des. 2010;16(35):3932-57.
2Rodriguez-Nieto et al., FASEB J. 2002;16(2):261-3.
3Garcia-Caballero et al., Biochem Pharmacol. 2013;85(12):1727-40.
*Garcia-Caballero et al., Mar Drugs. 2014;12(1):279-99.
5Garcia-Caballero et al., J Invest Dermatol. 2011;131(6):1347-55.
6Garcia-Vilas et al. Food Chem. 2017;221:1741-1746.

“Garcia Vilas et al., Cancer Lett. 2017;385:1-11.

8Martinez-Poveda et al. Mol Cancer Ther 6:2675-85, 2007.
Martinez-Poveda et al. J Cell Mol Med 12: 1211-1219, 2008

[Our experimental work is supported by grants BIO2014-56092-R (Spanish Ministry of Economy
and Competitiveness and FEDER), and PIE P12-CTS-1507 (Andalucian Government and FEDER).
CIBER de Enfermedades Raras is an initiative from the ISCIII (Spain)].
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SESSION 7- DEVELOPMENTAL AND CANCER ISSUES

Precision medicine addressed to the diagnosis,
prognosis and prediction of the colorectal cancer
associated with obesity

Manuel Macias Gonzalez

UGC Endocrinology and Nutrition of University Hospital Virgen de la Victoria. IMABIS.
Mélaga, Spain

Obesity, which is considered as the 21st century epi-
demic, is directly associated with the development of
11 different types of cancer. This increases the com-
plexity in the approach of these pathologies whose
origin is multifactorial. The prevalence of obesity is
attributed to the interplay between environmental
factors and obesity-associated genes. Since the first
Genome Wide-Association Study (GWAS) revealed the
robust association between FTO (fat mass associated obesity) variants and obesi-
ty. There has been a dramatic increase in the number of reproducible association
studies among multiple population of different countries. An emerging concept in
gene expression regulation is that a diverse set of modified nucleotides is found
internally within mRNA, and these modifications constitute an epitranscriptomic
code. The discovery of FTO as an RNA demethylase controlling the m6A modifi-
cation in nuclear RNAs showed the novel biological function of FTO in epigenetic
regulation. Thus, the epitranscriptome may be highly dynamic and subjected to
reversible base modifications that influence mRNA function.

All these new studies in EWAS (Epigenetic Wide Association Studies) iden-
tifies and replicates changes in DNA methylation associated with excess weight
in adipose tissue, which are a consequence and not the cause of adiposity. This
fact has allowed the understanding of epigenetic and epitranscriptomic factors,
which play a relevant role in the search for new biomarkers in liquid biopsy for the
prevention and prediction of cancer in obesity in a more precise way.
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The Wilms Tumor Suppressor Gene:
novel functions beyond embryonic development

Ramoén Muiioz Chapuli

Department of Animal Biology. Faculty of Science, University of Mélaga, Spain

The Wilms tumor suppressor gene (Wtl) encodes a C2H2-type
zinc-finger transcription factor that can appears in mammals
under different isoforms, participating in transcriptional regu-
lation, RNA metabolism and protein-protein interactions. Wtl
has been involved in the development of a number of organs,
including kidneys and gonads, spleen, adrenals, liver, heart, lungs
and diaphragm. However, more recently, some findings suggest
that Wtl could be playing important physiological roles in adult
life. In fact, systemic deletion of Wtl in adult mice causes a lethal multiorganic
failure whose etiology is unclear (Chau et al., PLoS Genet 2011; 7(12): e1002404).
Wil is involved in the homeostasis of the visceral adipose tissue, its expression has
been reported in a small population of bone marrow cells and we are currently
investigating the role played by Wtl in pancreas homeostasis and regeneration. In
our speech we will review these novel adult functions of Wtl and we will discuss
their clinical significance.
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Embryonic basis of ventricular remodelling:
towards a cell type-specific metabolic profiling
of the infarcted heart

José M. Pérez Pomares

Department of Animal Biology, IBIMA & Andalusian Center for Nanomedicine and Biotechnology

Cardiac ischemic disease is a prevalent, continuously
expanding condition. Massive myocardial death after
myocardial infarction (M), which is closely associated
to coronary artery disease (CAD), triggers a ventricular
remodeling process (VR) that transforms the histoar-
chitecture of the heart walls, eventually leading to
heart failure. Despite the enormous importance of this
disease, it is not much what we know on the molec-
ular and cellular mechanisms that control cardiac responses to ischemic pathologic
stimuli. Accordingly, Ml is pharmacologically treated with standard beta-blockers,
anti-arrhythmics and anti-coagulants, but no successful drugs targeting specific cell
types are available to treat post-MI inflammation and tissue scarring. In this regard,
although cardiac ischemic disease is considered to be an adult, acquired ailment, some
studies suggest that several embryonic developmental factors could account for the
early onset of this disease. We suggest that understanding the developmental basis
of cardiac ischemic disease is key to the development of novel advanced therapies
and the discovery of subclinical markers for this condition.
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Differentiation of hESC cells into the cardiac
‘venous pole’/’cardiac inflow’ cell types

Juan Antonio Guadix Dominguez

Department of Animal Biology. Faculty of Science, University of Mélaga, Spain

In order to study the molecular regulation of hESC
differentiation into ‘cardiac inflow cell types’ we have
used a NKX2.5-GFP hESC line, which shows endoge-
nous reporter expression after NKX2.5 gene activation
(Elliott et al., 2011). NKX2-5eGFP/w hESCs, aggregated
as spin embryoid bodies (EBs), were induced to differ-
entiate towards “proepicardial/epicardial-like” first by
treatment with a cocktail of growth factors containing
Activin-A, BMP4, Stem cell factor (SCF) and a GSK-3 b inhibitor-CHIR-99021 (days
0-3 of differentiation). EBs were treated with BMP4 from day 3 to day 4 of differ-
entiation and EBs were treated with BMP4 + RA (1 microM) from day 4 to day 9 of
differentiation. We analyzed the results obtained after culturing NKX2-5eGFP/w
hESCs line cells with this different and specific conditioned media. This analysis was
done with immunohistochemistry (IHC), quantitative PCR (RT-gPCR) and co-culture
assay. We found that after this treatment, EB hESC expressed increased levels for
genes such as RALDH2, COUP-TFII, Wt1, TBX5, TBX18, PDGFRa, and E-CADHERIN
(RT-gPCR asessed), as compared to regular cardiomyocyte differentiation proto-
cols. All these markers are characteristic of the ‘cardiac inflow’ (venous pole) of
the heart (see Pérez-Pomares & de la Pompa, 2011), so it suggests that cells have
acquired a “proepicardial/epicardial-like” phenotype in vitro. But since these genes
are not exclusively expressed in epicardial progenitor cells, we further confirmed
the functional proepicardial-like properties of RA + BMP4 induced cells using an in
vitro co-culture assay and in ovo grafting of NKX2-5eGFP/w hESCs cells into the
prospective pericardial cavity of developing chick embryos. Our results showed
that NKX2-5eGFP/w hESCs cells can differentiate into embryonic epicardial pro-
genitors and display functional properties of these cells (adhesion and spreading
over the myocardium) following RA+BMP4 treatment. These data demostrate that
NKX2-5eGFP/w hESCs cells can be specifically differentiated into epicardial progen-
itor-like lateral mesodermal cells showing transcriptional and functional properties
of their in vivo counterpart.
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Metabolic Reprogramming in Cancer:
Chimera or Bellerophon?

José Manuel Matés Sanchez

Department of Molecular Biology and Biochemistry, Faculty of Science,
University of Malaga, Spain

Cancer cells commonly exhibit a malignant metabolic
phenotype, which is characterized by increased rates
of glycolysis and glutaminolysis compared with nor-
mal cells. Hence, this property can be therapeutically
exploited. It is essential to identify tumour-specific
metabolic activities and to learn which activities are
necessary for tumour-cell survival, as such pathways
would be appealing therapeutic targets. Cancer cells
display a reprogramming of metabolism that facilitates growth but addicts them
to key enzyme activities. So, metabolic reprogramming would be Chimera. On the
other hand, imaging glucose and/or glutamine metabolism could predict both the
presence of specific transforming mutations in the tumor and the targets to fight
against cancer. Consequently, metabolic reprogramming might be considered a po-
tential source of therapeutic targets, then Bellerophon. Of note, much of this repro-
gramming reflects the enhancement of normal metabolic activities already present
in non-malignant tissue, rather than the appearance of novel activities confined to
the tumor. Glutaminase catalyzes the hydrolysis of glutamine to glutamate, which is
used in the citric acid cycle of cancer cells undergoing an aberrant glycolytic flux as
a non-glucose-derived source for anaplerosis. There are two different subtypes of
glutaminase: GLS and GLS2. The elevated expression of GLS has been observed in
several types of cancer, being regulated by the proto-oncogene c-myc. In contrast,
GLS2 is regulated by the tumor suppressor p53 and has tumor suppressor features
toward gliomas, glioblastomas, lung cancer, and hepatocarcinomas. In addition,
metabolic heterogeneity of the tumor, will all have to be taken into consideration
when considering therapeutic strategies.
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Busqueda y caracterizacion de nuevos candidatos
a farmacos inhibidores de la angiogenesis
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@ Universidad de Mélaga, Andalucia Tech, Departamento de Biologia
Moleculary Bioquimica, Facultad de Ciencias e IBIMA, Malaga, ES
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Resumen

Esta tesis doctoral va encaminada a la identificacion de nuevos compuestos con actividad
antiangiogénica. Debido a que la angiogénesis o formacion de nuevos vasos sanguineos es
un proceso transitorio y poco frecuente en el adulto en condiciones fisiolégicas mientras
que se asocia a numerosas patologias, la inhibicion del proceso angiogénico ha sido pos-
tulado como una buena diana terapéutica para dichas enfermedades relacionadas con la
angiogénesis. Los dos objetivos de este trabajo son la identificacion y caracterizacion de la
actividad in vitro e in vivo de nuevos candidatos a farmacos inhibidores de la angiogénesis
v la aproximacion al estudio del mecanismo de accién molecular de dichos candidatos a
farmacos. De forma complementaria, se estudiara el uso de nanodispositivos dendriméricos
para la vectorizacion y liberacion controlada de los candidatos a farmacos anti-angiogénicos
V se incorporaran nuevos ensayos in vivo a la bateria de ensayos ya establecida por este
grupo de investigacién, como los modelos de xenotransplante para optimizar el estudio de
la angiogénesis en el compuesto tumoral y el ensayo de vascularizacion de la retina para el
tratamiento de retinopatias.

1. Introduccion

El término angiogénesis, acunado por el cirujano escocés John Hunter en 17874,
designa el proceso mediante el cual se forman nuevos vasos sanguineos a partir de
un lecho vascular preexistente. Se trata de un mecanismo complejo que comprende
una serie de pasos coordinados, secuenciales e interdependientes que llevan a la
aparicién de nuevos vasos en tejidos donde se requiere un mayor aporte sanguineo.
Estos pasos incluyen la activacion y proliferacion de las células del endotelio, la de-
gradacién de la matriz extracelular circundante, la migracion y la diferenciacion de
células endoteliales, asi como la morfogénesis y estabilizacion de los nuevos vasos.?3
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La angiogénesis tiene un papel importante en el desarrollo embrionario, ya
que los tejidos se estan desarrollando activamente y sus necesidades de nutricion
y excrecién tienen que ser cubiertas. Sin embargo, en el organismo adulto es un
fenomeno poco frecuente, de modo que en su gran mayoria las células endoteliales
se encuentran en un estado quiescente y necesitan ser activadas para iniciar el pro-
ceso angiogénico. Asi, la angiogénesis en el adulto sélo tiene lugar bajo determinadas
circunstancias como la reparacién de tejidos o la vascularizacién del endometrio
y estd estrechamente controlada mediante el equilibrio de una compleja red de
senales reguladoras positivas y negativas secretadas tanto por las propias células
endoteliales como por su entorno.*®

1.1. El proceso angiogénico

La angiogénesis consta de una serie de pasos que comprenden la activacién del
endotelio, la degradacién de la matriz extracelular, la migracién de las células endo-
teliales con la formacion de un cordon sélido de células endoteliales y, finalmente,
la formacion del lumen y la estabilizacion de los vasos nuevos.®

El proceso se inicia con la activacion endotelial y la degradacion de la membra-
na basal debido al encendido del llamado “interruptor angiogénico”. Esta situacion
tiene lugar cuando se produce el desequilibrio entre sefiales anti-angiogénicas y
pro-angiogénicas a favor de estas ultimas.

Dentro de las sefiales pro-angiogénicas cabe destacar el papel de la familia de
factores del crecimiento del endotelio vascular (VEGFs) y de las angiopoietinas (Ang
1/2), que mediante la unioén a sus correspondientes receptores inician cascadas de
sefalizacién que llevan a la supervivencia, proliferacion y migracién de las células
endoteliales, lo que conlleva tanto cambios en el interior de estas células con la
regulacion de la expresion de genes y la reorganizacién del citoesqueleto, asi como
cambios en la matriz extracelular circundante.>®

Sin embargo, estas senales pro-angiogénicas se ven contrarrestadas por moléculas
enddgenas inhibidoras de la angiogénesis, entre las cuales destacan la angiostatina,
arrestina, endostatina o las trombospondinas,® y el crecimiento de nuevos capilares
s6lo tendra lugar cuando el equilibrio entre ambos tipos de sefiales se rompa a favor
de las que inducen angiogénesis.

La activacion del endotelio conlleva cambios en estas células (mayoritariamente
quiescentes) con la aparicién de dos nuevos fenotipos morfolédgica y funcionalmente
distintos; las células de la punta (tip cells) y las células del tronco (stalk cells).® Las
células de la punta son células migradoras y polarizadas que hacen las veces de guia
hacia la fuente del estimulo pro-angiogénico, mientras que las células del tronco se
caracterizan por ser las células proliferativas y formadoras del lumen del nuevo vaso.®

Durante la migracion de las células endoteliales para formar los nuevos vasos,
se producen cambios en los contactos entre células, activandose la expresién de
determinadas moléculas de adhesion, tales como las integrinas aVB3y aVB5.1° En
estas primeras etapas de la angiogénesis, las células endoteliales degradan la matriz
extracelular circundante, cuyos componentes ademas de actuar como soporte para la
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migracion, suponen una fuente de moléculas reguladoras de la angiogénesis,* de tal
modo que hay moléculas pro-angiogénicas como el VEGF que se encuentran secues-
tradas en la matriz extracelular y moléculas anti-angiogénicas, como la angiostatina
o la endostatina, que son fragmentos de componentes de la matriz extracelular.®
13 Por tanto, la degradacion de la matriz extracelular supone la liberacion de estas
sefales moduladoras de la angiogénesis.

En las Ultimas etapas de la angiogénesis es necesario que el estimulo pro-angio-
génico cese, teniendo lugar entonces la morfogénesis y la estabilizacion de los nuevos
capilares. La exocitosis de glicoproteinas y la consecuente repulsién electrostatica de
sus cargas negativas llevan a la formacién del lumen del capilar a partir del cordén
solido de células.*1> Ademas, se producen cambios en las uniones entre las células,
de modo que dejan de expresar las moléculas de adhesion relacionadas con la mi-
gracién y comienzan a expresar las moléculas que forman parte de los complejos
de adhesion que caracterizan a las células endoteliales, sintetizando finalmente una
nueva lamina basal.**¥ Como ultimo paso para la maduracién del nuevo vaso, tiene
lugar el reclutamiento de células perivasculares, en el que cobran gran importancia
las moléculas de sefializacion como el factor de crecimiento derivado de plaquetas
B (PDGF-B), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-p) y las angiopoye-
tinas (Ang 1/2).267

1.2. Angiogénesis patoldgica y la terapia antiangiogénica

Mientras que en condiciones fisioldgicas existe un riguroso equilibrio entre sefales
pro-angiogénicas y anti-angiogénicas que llevan a que la angiogénesis esté inhibida,
determinadas circunstancias patolégicas pueden suponer la pérdida del equilibrio
fisioldgico, dando lugar a un crecimiento no regulado de los vasos sanguineos. Esta
situacién se asocia con diversas enfermedades como son la arteriosclerosis, la ar-
tritis reumatoide, la psoriasis, las retinopatias diabéticas y la progresién tumoral.2”

En el ambito de la angiogénesis patoldgica es importante sefalar la implicacion
de la formacién de nuevos vasos sanguineos en la progresion de tumores sélidos
siendo una de las “sefas de identidad del cancer”21® La angiogénesis tumoral juega un
papel fundamental en el crecimiento tumoral, proporcionando oxigeno y nutrientes,
asi como favoreciendo la invasién y la metastasis, ya que aumenta la probabilidad
de que las células tumorales pasen a circulacion.t®:2°

Por ello, la inhibicion de la formacién de nuevos vasos supone una diana tera-
péutica en la terapia antitumoral y el desarrollo de terapias inhibidoras de la angio-
génesis como una nueva estrategia para frenar la progresién tumoral ha despertado
un enorme interés en los uUltimos anos,?"2? sin olvidarnos de su aplicabilidad en el
tratamiento de otras enfermedades dependientes de angiogénesis.

La terapia anti-angiogénica puede ser directa, dirigida a inhibir directamente a las
células endoteliales, o indirecta, bloqueando la unién de estimulos pro-angiogénicos
a las células.™ En ambos casos, esta terapia aplicada al cancer presenta una serie de
ventajas que incluyen su menor toxicidad intrinseca, su aplicabilidad a diferentes
tipos tumorales y la menor probabilidad de aparicion de resistencias al tratamiento.®
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Ademas presenta un menor riesgo de producir efectos secundarios debido a su mayor
especificidad, ya que la angiogénesis es un proceso muy restringido en el organismo
adulto y la aparicion de diferentes fenotipos de células endoteliales durante el proceso
angiogénico con expresion de marcadores caracteristicos proporciona dianas mas
especificas.? Finalmente, es una terapia muy efectiva, ya que cada vaso del tumor
provee de nutrientes y oxigeno a numerosas células tumorales.?* 2

En los ultimos afos la introduccion de la nanotecnologia ha tomado gran impor-
tancia en el desarrollo de nuevas terapias frente a diversas patologias, sobre todo
en el &mbito de la liberacidon controlada de farmacos y la terapia génica.?®

Los dendrimeros son estructuras nanométricas formadas por un nucleo y una
serie de ramificaciones con grupos funcionales terminales que permite la unién de
muchas moléculas de diversa naturaleza.?’° Presentan ciertas caracteristicas que les
hacen idéneos para la liberacién dirigida de farmacos,*-3? por ejemplo, son particulas
monodispersivas resistentes al metabolismo,*-¢ solubles en agua,* disminuyen los
efectos secundarios asociados a los farmacos®” y no son inmunogénicas.*®* Este
tipo de nanodispositivos se pueden utilizar tanto en estudios in vitro3 como in
vivo,3°38:39 incluso se ha visto que algunos tipos de dendrimeros tienen capacidad
intrinseca de producir efectos anti-angiogénicos in vitro e in vivo sin la necesidad
de unirles farmacos.*

Los dendrimeros se clasifican en diferentes generaciones segiin su tamano, de
modo que aumentando sus “capas” de ramificaciones aumentan de generacion. Con
el aumento de generacién aumenta el numero de grupos terminales funcionales
y su capacidad de unir otras moléculas, pero también su toxicidad.> La toxicidad
depende sobre todo del tamano del dendrimero y de la carga, de modo que los de
mayor generacion y los cationicos son mas toxicos. 30 3 41-44

Para dirigirlo a células endoteliales, se utiliza una estrategia que consiste en con-
jugar el dendrimero con el péptido RGD (Arg-Gly-Asp) que se une selectivamente a
integrinas av33, moléculas expresadas de forma especifica por el endotelio activado
y no en condiciones normales.** Ademas de dirigir el dendrimero especificamente al
endotelio activado, la conjugacion con RGD reduce la toxicidad del nanodispositivo.*

2. Objetivos de la Tesis Doctoral

En este contexto, definimos una serie de objetivos para la realizacion de la Tesis

Doctoral.

® Objetivo 1: Identificacion y caracterizacion de la actividad in vitro e in vivo de
nuevos candidatos a farmacos inhibidores de la angiogénesis o de sus nanocon-
jugados dendriméricos.
Con este primer objetivo pretendemos identificar nuevos compuestos candi-
datos a farmacos para el tratamiento de aquellas patologias en que las que la
angiogénesis esta anormalmente activada.
Estos compuestos pueden proceder de fuentes naturales o ser sintetizados
quimicamente, normalmente a partir de compuestos naturales cuya actividad
anti-angiogénica y/o anti-tumoral ya es conocida, y cuya modificaciéon quimica



Tercera parte:

Capitulos de proyectos de investigacién de predoctorales 87

puede suponer una mejora de su actividad. Adicionalmente, estudiaremos el
uso de nanodispositivos dendriméricos para la vectorizacion de los candidatos
a farmacos anti-angiogénicos.

® Objetivo 2: Aproximacion al estudio del mecanismo de accién molecular de los
candidatos a farmacos previamente identificados por nuestro grupo de investi-
gacion o como fruto del Objetivo 1.
Asi, una vez realizada la identificacién de las moléculas candidatas y descritas sus
propiedades anti-angiogénicas y/o anti-tumorales in vitro e in vivo, pasaremos a
identificar el mecanismo de accién a través del cual dichos compuestos ejercen
su efecto.

3. Metodologia y organizacion del trabajo

El abordaje experimental de esta Tesis Doctoral lo podemos agrupar en funcién de
los objetivos anteriormente mencionados.

3.1. Metodologia planteada para la identificacion y caracterizacion
de la actividad in vitro e in vivo de nuevos candidatos a farmacos
inhibidores de la angiogénesis o de sus nanoconjugados dendriméricos

En relacién al primer objetivo, emplearemos una bateria de ensayos in vitro e in vivo
puesta a punto en este grupo de investigacién para evaluar el potencial anti-angio-
génico de compuestos candidatos a farmacos que nos seran proporcionados por
parte de empresas y grupos de quimica colaboradores.

Los ensayos in vitro ponen de manifiesto si los compuestos objeto de estudio
ejercen un efecto modulador de la angiogénesis y en qué paso o pasos de dicho
proceso el efecto tiene lugar, ya que cada ensayo mimetiza una de las diferentes
etapas de la angiogénesis.

Como modelo de estudio in vitro utilizaremos principalmente células endo-
teliales de aorta bovina (BAE) y células endoteliales de cordén umbilical humano
(HUVE) aisladas en nuestro laboratorio. También utilizaremos células tumorales en
determinados casos con el fin de comparar el efecto que tienen los compuestos
candidatos a farmacos sobre los distintos tipos celulares.

Dentro de esta caracterizacién del potencial anti-angiogénico in vitro realiza-
remos un rastreo primario (“screening”) para identificar qué compuestos presentan
actividad inhibidora de angiogénesis, para posteriormente seguir con una caracteri-
zacion mas exhaustiva que nos revele en qué etapa(s) del proceso angiogénico estan
actuando dichos compuestos (rastreo secundario).

Dentro del rastreo primario, y como primera aproximacion al efecto de los com-
puestos sobre células en cultivo, estudiaremos la viabilidad celular y la toxicidad de
los compuestos mediante el ensayo de proliferacion celular con MTT (3-(4,5-dime-
tiltiazon-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol,**-*® que nos permite determinar la concentracién
inhibidora 50 (IC, ) o dosis a la que el compuesto es capaz de inhibir el crecimiento
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de la poblacién celular en un 50%. El segundo ensayo que realizaremos en el rastreo
primario sera el ensayo de morfogénesis y diferenciacién de células endoteliales so-
bre Matrigel*¢-5* mediante el cual podemos analizar la capacidad de los compuestos
estudiados de interferir en la formacién de estructuras tubulares in vitro.

Con los compuestos que muestren actividad en los ensayos que componen el
rastreo primario, procederemos a realizar el rastreo secundario. Para ello realizaremos
primeramente estudios de ciclo celular, con los cuales analizaremos in vitro cémo
afectan dichos compuestos a la proporcion de células del total de la poblacion que
se encuentra en cada una de las diferentes fases del ciclo celular. Con estos ensayos
podemos observar mediante citometria de flujo si los compuestos producen una
parada en alguna de las fases del ciclo celular impidiendo asi el crecimiento de la
poblacion, e incluso identificar si existe un efecto pro-apoptdtico sobre las células.>5-58

Por otro lado, evaluaremos los posibles efectos de los compuestos estudiados
sobre la capacidad migratoria de las células endoteliales mediante el ensayo in vitro
de cicatrizacién de la herida (“wound healing”),*** asi como con los ensayos de
migracién e invasion en camara de Boyden.>-%! En relacion a la invasion, estudiare-
mos la capacidad de los compuestos para interferir en la degradacién de la matriz
extracelular, analizando su efecto sobre la secrecion y actividad de enzimas clave para
la degradacion durante la angiogénesis, como son las metaloproteinasas de matriz
extracelular MMP-2 y MMP-94-5 y el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa
(uPA).%! Para ello llevaremos a cabo zimografias de gelatina y de plasminégeno.

Finalmente, en funcién de los resultados que obtengamos con un determinado
compuesto, realizaremos otros ensayos adicionales in vitro que permitan completar
la caracterizacion del compuesto, como pueden ser ensayos de adhesion celular a
diferentes sustratos,*¢ 52 estudios de apoptosis,*® ¢ ensayos de inmunodeteccién de
componentes del citoesqueleto u otras estructuras celulares,® etc.

Para completar el rastreo secundario realizaremos ensayos in vivo que nos van
a permitir confirmar los resultados obtenidos in vitro y nos aproximan a la situa-
cién real de una potencial intervencion terapéutica, ademas de evidenciar en su
caso posibles efectos secundarios derivados del tratamiento con los compuestos.
Asi, comprobaremos el efecto que los compuestos seleccionados ejercen sobre
el crecimiento fisiolégico de vasos sanguineos durante el desarrollo normal de
la membrana corioalantoidea del huevo de pollo.*-53 También utilizaremos como
modelo in vivo de angiogénesis al pez cebra (Danio rerio), estudiando el efecto de
los compuestos sobre la formacién de los vasos intersegmentales en embriones de
la linea transgénica Tg (fli-1a: EGFP)y!, que permite la visualizacién directa de los
vasos sanguineos mediante la expresion de la proteina fluorescente en las células
endoteliales,>? 535783 y sobre la formacion de vasos sanguineos durante la regene-
racion de la aleta caudal en peces adultos.>” Ademas, procederemos a la puesta a
punto de un modelo de xenotransplante (“xenograft”) en este modelo animal®°
para estudiar la angiogénesis en el contexto del tumor.

Dentro del Objetivo 1 también se contempla la optimizacién de las propiedades
de los compuestos anti-angiogénicos mediante el uso de nanovectores, que seran
generados en colaboracion con el Laboratorio de Dendrimeros Biomiméticos y
Fotdnica de la Universidad de Mdlaga. En concreto trabajaremos con estructu-
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ras dendriméricas portadoras del péptido Arg-Gly-Asp (RGD) y de un marcaje
fluorescente que nos permitira su seguimiento. El péptido RGD es reconocido por
las integrinas avp3 que expresan de forma caracteristica las células del endotelio
activado, lo que nos permitird direccionar los compuestos de forma especifica a
las células endoteliales que estén en ese momento involucradas en la formacién de
nuevos vasos.*

Inicialmente realizaremos ensayos para comprobar su biocompatibilidad, es
decir, que estos vectores no produzcan toxicidad por si mismos. Posteriormente,
el marcaje fluorescente nos permitird hacer un seguimiento del vector, con lo que
podremos realizar el estudio de la internalizacién (“‘uptake”) por parte de las cé-
lulas endoteliales mediante citometria de flujo y de localizacién celular mediante
microscopia confocal. Una vez esté puesto a punto el estudio in vitro, pasaremos
al estudio in vivo, en el cual evaluaremos el efecto de los dendrimeros en si sobre
la vasculatura en embriones de pez cebra. Finalmente, cuando se determinen las
condiciones éptimas de uso de estos dendrimeros, se procederd a la incorporacién
de compuestos caracterizados como anti-angiogénicos durante el progreso de esta
tesis o con anterioridad por nuestro grupo de investigacion. Esta aproximacion nos
permitira evaluar la correcta direccionalizacion y liberacion controlada del compuesto
y si se mantienen los efectos del mismo.

3.2. Metodologia planteada para la aproximacion al estudio del
mecanismo de accion molecular de los candidatos a farmacos
previamente identificados por nuestro grupo o como fruto del Objetivo 1

Para el estudio del mecanismo de accién de los compuestos candidatos a farmacos
emplearemos técnicas de biologia moleculary celular que nos permitiran identifi-
car las rutas de biosefializacién concretas sobre las cuales estan actuando dichos
compuestos.

Los diferentes eventos que tienen lugar en el proceso angiogénico, tales como la
proliferacién, migracion o diferenciacion, son producto de la activacion de diferentes
cascadas de sefializacion que se inician gracias a la unién de moléculas pro-angio-
génicas a receptores de las células endoteliales. Estas moléculas pro-angiogénicas
son principalmente factores de secrecién paracrinos o componentes de la matriz
extracelular.®

Dentro de los receptores expresados por las células endoteliales y responsables de
la activacion de estas cascadas de sefalizacion, destacan los receptores del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGFR), especialmente el VEGFR2. La activacion
de dicho receptor por fosforilacion es necesaria para que comience el proceso de
formacién de nuevos vasos, de modo que activa rutas de sefializacion involucradas
en la proliferacién y supervivencia de las células endoteliales.>® Entre estas rutas de
sefalizacion se encuentran la cascada de proteinas quinasas activadas por mitégenos
ERK/MAPK Yy la ruta de sefalizacién PI3K/Akt.8 Ademas de estar involucrado en la
proliferacion y supervivencia, la activacién de VEGFR2 también lleva a la formacion
y extensién de filopodios en la migracion de las células endoteliales.®
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Por su parte, la activacién del receptor Tie-2 por la unién de la angiopoyetina
Ang-1 también activa la ruta de supervivencia mediada por Akt y, ademas, interviene
en el mantenimiento de vasos maduros.®

En la actualidad, un gran numero de farmacos anti-angiogénicos son inhibidores
de la senalizacién mediada por VEGF, entre ellos, agentes que tienen como diana
VEGFR,*®y otros inhiben las cascadas de sefializacién por MAPK, como el resveratrol.®

Por todo ello, y con el fin de encontrar cual es el mecanismo de accién de los
candidatos a farmacos anti-angiogénicos, estudiaremos el perfil de expresiéon de
diversos genes implicados en la modulacion de la angiogénesis mediante gPCR*-%¢ y
la posible inhibicion de la fosforilacion de receptores de factores pro-angiogénicos y
otras proteinas involucradas en vias de sefalizacién de relevancia en la angiogénesis
mediante Western blot,*" 486857 como lo son el receptor VEGFR2, las quinasas im-
plicadas en rutas de supervivencia celular (ERK/MAPK o Akt) o la quinasa asociada
a adhesiones focales (FAK).>

4. Estado actual de la Tesis Doctoral

En relacion al Objetivo 1, se ha realizado el rastreo primario de varios grupos de
compuestos sintetizados por el grupo de investigacion dirigido por el Dr. Francisco
Sarabia Garcia del Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Mélaga,
entre ellos una serie de compuestos derivados de la sintesis de la solomonamida.®”

Por otra parte, se han realizado los rastreos primario y secundario de un com-
puesto sintético derivado de una hormona vegetal mediante los cuales se ha com-
probado su potencial anti-angiogénico in vitro e in vivo. Los resultados indican que
dicho compuesto afecta a diferentes etapas del proceso angiogénico como son la
proliferacion, migracion, diferenciaciéon y capacidad de degradacién de la matriz
extracelular de las células endoteliales, presentando ademas una potente actividad
anti-angiogénica sobre la vascularizacion de la membrana corioalantoidea del huevo
de pollo y sobre la formacién de los vasos sanguineos intersegmentales en embriones
transgénicos de pez cebra. Actualmente se esta caracterizando su mecanismo de
accion a nivel molecular dentro del marco del Objetivo 2.

Ademas, los resultados derivados de esta Tesis Doctoral se verdn reforzados
mediante la estancia que se va a realizar de forma inminente en el grupo de investiga-
cién del Prof. Marco Presta, del Departamento de Medicina Molecular y Translacional
de la Escuela de Medicina de la Universidad de Brescia (Italia). En el transcurso de
esta estancia optimizaremos el uso del modelo del pez cebra para testar farmacos
anti-angiogénicos, permiti o queo ebra stos soe esta estanciaue se va a realizar de
forma inminente en éndonos ademas incluir nuevos ensayos in vivo en pez cebra
a nuestro grupo de investigacion, como son los modelos de xenotransplante para
la evaluacién de los efectos de los compuestos sobre la angiogénesis tumoral® 8y
los ensayos de angiogénesis en la retina de D. Rerio.®®7 Esto nos permitira ampliar
el ambito de aplicacién de nuestros compuestos a otras patologias.
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Resumen

La reprogramacion metabaolica se considera una de las sefiales distintivas del cancer. Por ello,
el estudio del metabolismo tumoral vuelve a estar en el punto de mira de la investigacion. Sin
embargo, las células tumorales no estan solas, sino que se encuentran en lo que se conoce
como el microambiente tumoral, dentro del cual las distintas células interactian entre si.
Ademas, la exacerbacion patologica de la angiogénesis también es considerada una de las
sefiales distintivas del cancer, aunque también se da en otro tipo de enfermedades. Por tanto,
conocer el metabolismo de las células endoteliales, encargadas de llevar a cabo el proceso
angiogénico, es fundamental para poder dilucidar nuevas dianas para terapia anti-angiogénica.
El objetivo de la tesis doctoral que aqui se describe es estudiar el metabolismo de células
tumorales y endoteliales, asi como su posible relacion con la angiogénesis y su tratamiento
apuntando a dianas tanto de rutas metabdlicas como de la base molecular de la angiogénesis.

1. Introduccion

El estudio del metabolismo tumoral empezé a cobrar interés en los anos 20, cuando
Otto Warburg comenzé a interesarse por la produccién de acido lactico en tumores.!
30 afios mas tarde, propuso lo que ahora conocemos como “efecto Warburg”, un
claro ejemplo de reprogramacién metabdlica por el cual los tumores son capaces de
seguir la fermentacion lactica en presencia de oxigeno en lugar de destinar la glucosa
a su oxidacion a través del ciclo de Krebs para la obtencién de energia.? A pesar de
ser menos eficiente por su aparente menor ganancia energética en forma de ATP,
este proceso, que en inglés se conoce como aerobic glycolysis, permite a las células
tumorales (y, en general, a las células con una alta tasa de proliferacién) obtener
finalmente mas energia en menos tiempo, asi como obtener grandes cantidades de
poder reductory los esqueletos necesarios para la biosintesis de nuevas moléculas.?
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Sin embargo, la glucosa no es el Unico sustrato metabdlico de importancia para
los tumores. La glutamina también tiene un papel fundamental en el metabolismo
tumoral, llegando a ser el combustible de preferencia para algunos tumores.** De
hecho, la glutamina se considera un aminoacido esencial para las células tumorales.”
Por otra parte, se ha visto que células tumorales altamente proliferativas tienen
una gran avidez por los 4cidos grasos. Otras moléculas son igualmente esenciales
para el metabolismo tumoral, tales como la asparragina, la serina, la glicina, el dxido
nitrico (NO) o las poliaminas, entre otros.>-*2

En los dltimos afnos, no soélo el metabolismo de las células tumorales ha recobrado
importancia tras una época de abandono, sino que el estudio del metabolismo de
otras células del microambiente tumoral también esta en auge. Entre estas células del
microentorno se encuentran las células endoteliales, responsables de llevar a cabo el
proceso angiogénico. La angiogénesis es la formacién de vasos sanguineos a partir de
otros pre-existentes.* Este proceso se encuentra exacerbado de forma patoldgica
en varias enfermedades, incluidas las retinopatias, la artritis y el cancer. Diversos
factores pro- y anti-angiogénicos liberados por distintas células del microambiente
tumoral controlan esta activacion patoldgica de la angiogénesis en cancer.

El metabolismo de las células endoteliales ya se habia estudiado en el siglo pa-
sado. Sin embargo, habia discrepancias entre distintos trabajos. En 1991 Spolarics
y colaboradores determinaron que hasta un 45% del ATP total generado por células
endoteliales de higado de rata procedia de la oxidacion del palmitato, y hasta un
26% de la glutamina.® Otros encontraron una actividad glutaminasa unas 20 veces
mayor en células endoteliales pulmonares bovinas en comparacién con linfocitos
de rata, asi como una alta expresién del enzima carnitina palmitoiltransferasa 1a
(CPT1a), indicando una gran importancia del metabolismo de la glutamina y los
acidos grasos. Sin embargo, también midieron una gran actividad de enzimas glu-
coliticas.’® De hecho, varios grupos determinaron, utilizando distintos modelos de
células endoteliales, que este tipo celular es preferentemente fermentativo incluso
en presencia de oxigeno.r° A raiz de estos resultados, se propuso que las células
endoteliales dependen del metabolismo de glutamina y acidos grasos cuando dis-
minuye la glucosa disponible.2° Recientemente, otros grupos han confirmado la alta
tasa fermentativa de las células endoteliales utilizando diferentes aproximaciones
metodoldgicas.?*?2 Alterar el metabolismo de estas células afecta, en consecuencia,
al correcto desarrollo de la angiogénesis. Por ejemplo, la inhibicién de la enzima
fosfofructokinasa-2/fructosa-2,6-bifosfatasa 3 (PFKFB3) afecta negativamente al
proceso angiogénico y normaliza la formacion de vasos en tumores.?2* Ademas de
la importancia de la glucosa en el metabolismo endotelial, también se ha visto que
la oxidacién de acidos grasos es esencial para la angiogénesis, ya que promueve la
sintesis de novo de nucledtidos, facilitando la proliferacion de las células endoteliales.
De hecho, la inhibicion de CPT1a afecta a la formacién de tubos en células endo-
teliales en cultivo.?® En cuanto a la glutamina, este aminoacido es necesario para la
proliferacién de las células endoteliales sin tener ninguin efecto en su migracién.2®
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2. Objetivos de la tesis doctoral

La tesis doctoral en la que se centra este capitulo tiene como titulo «Estudios de
metabolismo en el microambiente angiogénico como potencial diana para el tra-
tamiento de cdncer y otras enfermedades dependientes de angiogénesis». Como
se puede deducir del mismo, esta tesis tiene dos objetivos fundamentales: por un
lado, conocer mejor el metabolismo de las células del microambiente angiogénico,
y, por otro lado, caracterizar dianas metabdlicas que tengan un efecto sobre la an-
giogénesis en el contexto tumoral y/o de otras enfermedades. Concretamente, los
objetivos se formularon originalmente como sigue:
® Objetivo 1: Contribuir al conocimiento del metabolismo lipidico y nitrogenado
en células endoteliales y otros tipos celulares presentes en los microambientes
angiogénicos.
@ Objetivo 2: Valorar en células presentes en los microambientes angiogénicos
los efectos de compuestos moduladores de la angiogénesis, la inflamacion y
el metabolismo y buscar combinaciones sinérgicas de farmacos anti-angio-
génicos y moduladores del metabolismo.

Como se puede observar, el primer objetivo se centra preferentemente en el
metabolismo de lipidos y compuestos nitrogenados, ya que el metabolismo gluci-
dico esta mas estudiado en células endoteliales y otras células del microentorno.
En cuanto al segundo objetivo, abarca no solo el efecto de compuestos sobre del
metabolismo y la angiogénesis, sino también sobre la inflamacién. Esto es debido a
que muchos compuestos caracterizados como anti-angiogénicos presentan también
actividad anti-inflamatoria.?”28 Ademas, la combinacion de al menos dos compuestos
que modulen el metabolismo y/o la angiogénesis podria potenciar su efecto sobre
la inhibicién de los distintos pasos del proceso angiogénico.?% 3

3. Disefio experimental
3.1. Enrelacion con el objetivo 1

Se plantea cubrir el primero de los objetivos a través de dos tareas:
@ Tarea 1.1: Estudio de dianas de control metabdlico en células endoteliales y
otros tipos celulares de los microambientes angiogénicos.
® Tarea 1.2: Estudio del uso de glutamina y acidos grasos como sustratos al-
ternativos a la glucosa en células endoteliales y otros tipos celulares de los
microambientes angiogénicos.

El metabolismo de las células endoteliales es una diana potencial para el trata-
miento de enfermedades dependientes de angiogénesis.®:32 Por tanto, conocer los
puntos de control metabdlico de las mismas puede ser importante para establecer
nuevas dianas para el tratamiento de enfermedades dependientes del metabolismo
endotelial y, por tanto, dependientes de angiogénesis. Para cumplir con la primera



Libro de actas del Workshop Internacional

98 “Metabolic Reprogramming as a Target for Cancer and Other Diseases”

tarea, nos propusimos, pues, estudiar distintos puntos de control metabdlico y
actividades de enzimas reguladoras de distintas rutas metabdlicas en células en-
doteliales y otras células del microambiente angiogénico en distintas condiciones
de cultivo, como normoxia/hipoxia, quiescencia/proliferacién o presencia/ausencia
de medios acondicionados de células tumorales. Para ello, se analizarian los niveles
de expresion génica y de proteina mediante PCR cuantitativa (QPCR), Western blot
y se medirian distintas actividades enzimaticas.

Como ya se ha indicado previamente, el metabolismo glucidico, por lo general,
estd mas estudiado en células en cultivo que el de otros sustratos metabdlicos
igualmente importantes, como la glutamina o el de los acidos grasos. Uno de los
objetivos de esta tesis consiste precisamente en establecer la preferencia por
sustrato metabdlico de células endoteliales y otras células del microambiente,
asi como la influencia de unos sustratos metabdlicos en la utilizacién y/o incor-
poracién de los otros. El uso de tecnologias mas recientes, como la deteccién de
moléculas fluorescentes por citometria de flujo, el analizador de flujo extracelular
Seahorse o la espectrometria de masas, en combinacién con técnicas radiomé-
tricas y ensayos enzimaticos permitiria responder a las preguntas planteadas
en esta tarea.

3.2. Enrelacion con el objetivo 2

Se plantea cumplir el segundo objetivo de esta tesis doctoral mediante la realizacion
de tres tareas:

@ Tarea 2.1: Estudio de la capacidad anti-inflamatoria y moduladora del meta-
bolismo de compuestos previamente descritos por el grupo como anti-an-
giogénicos.

@ Tarea 2.2: Estudio de los efectos sobre la angiogénesis de compuestos mo-
duladores del metabolismo.

@ Tarea 2.3: Busqueda de combinaciones sinérgicas de compuestos anti-an-
giogénicos y moduladores del metabolismo.

Como se menciono anteriormente, es comun que compuestos con un caracter
anti-angiogénico posean también capacidad anti-inflamatoria.?”-2¢ Ademas, dada
la clara relacion entre el metabolismo endotelial y la angiogénesis, compuestos
anti-angiogénicos podrian ser candidatos a afectar a alguna caracteristica del
metabolismo de células endoteliales. De hecho, para multitud de compuestos co-
nocidos como moduladores de distintas rutas del metabolismo se ha encontrado
que también poseen potencial como anti-angiogénicos.?*-¢ Para comprobar la
capacidad anti-inflamatoria de estos compuestos, se medirian los niveles de ex-
presién génica y de proteinas mediante Western blot, asi como hacer arrays de
citoquinas y otros ensayos convenientes en funcion de los resultados obtenidos.
Respecto a la capacidad moduladora del metabolismo, se utilizarian los mismos
tipos de aproximacién experimental que en las tareas 1.1y 1.2, con la diferencia
de afadir los compuestos anti-angiogénicos correspondientes.



Tercera parte:

Capitulos de proyectos de investigacién de predoctorales 99

En la tarea 2.2 se tiene en cuenta la misma base tedrica que para la tarea 2.1.
Compuestos moduladores del metabolismo podrian ser compuestos con potencial
caracter anti-angiogénico, tal y como se especifico anteriormente. Por tanto, para
el cumplimiento de esta tarea se estudiarian los efectos de la modulacién de puntos
reguladores del metabolismo, sea esta modulacion farmacolégica o génica, sobre la
angiogénesis, utilizando ensayos in vitro (ensayos de proliferacion, migracion, invasion,
tubulogénesis, etc) e in vivo descritos en la bibliografia.**

Anteriormente en nuestro grupo se ha estudiado el efecto combinado de com-
puestos anti-angiogénicos y anti-tumorales sobre los distintos pasos del proceso
angiogénico, como puede ser la proliferacion celular endotelial y tumoral, mostran-
do un efecto sinérgico.*® Por tanto, la Ultima tarea de la tesis doctoral que aqui se
presenta consistiria en estudiar el posible efecto sinérgico sobre los distintos pasos
de la angiogénesis de un compuesto caracterizado como anti-angiogénico y un
modulador del metabolismo para el cual hubiéramos comprobado previamente que
presenta actividad anti-angiogénica. Para la realizacion de esta tarea, se emplearia
la misma metodologia que para la tarea 2.2.

4. Estado actual del desarrollo de la tesis doctoral

A fecha de la escritura de este capitulo, la tesis doctoral en la que se centra este
capitulo presenta avances para ambos objetivos de la misma.

4.1. Estado del objetivo 1

En cuanto al primero de los objetivos, se han estudiado distintas caracteristicas del
metabolismo de dos lineas celulares en cultivo: la linea de cancer de mama MDA-
MB-231Yy la linea de endotelio microvascular HMEC, ambas de origen humano. Para
ello, se han utilizado, hasta el momento, distintas aproximaciones metodoldgicas, como
el analizador de flujo extracelular Seahorse, la incorporacion de analogos fluores-
centes de sustratos metabdlicos por citometria de flujo y ensayos radiométricos, asi
como medidas de expresién génica y de proteinas mediante gPCR y Western blot, en
condiciones de normoxia/hipoxia. Ademas de esto, se esta colaborando actualmente
con el grupo de la Dra. Marta Cascante de la Universidad de Barcelona, que posee
una amplia experiencia en estudios de metabolémica.3*4° También se ha establecido
colaboracién con el grupo del Dr. Ralph DeBerardinis de la UT Southwestern en
Dallas, EEUU, para lo cual la doctoranda va a realizar una estancia de tres meses en
su laboratorio para aprovechar la experiencia y metodologia alli disponibles para
la realizacion de experimentos de metaboldmica, fluxémica y edicién génica. 42
Adicionalmente, se pretende establecer una colaboracion con el grupo de la Dra.
Sonia Osorio de la Universidad de Malaga, quien tiene experiencia en ensayos de
metabolédmica en modelos vegetales, brindando la oportunidad de aplicar sus co-
nocimientos y metodologia a nuestros modelos en células humanas.*>#*
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4.2. Estado del objetivo 2

Para el segundo y més diverso de los objetivos se ha avanzado a distintos niveles
para cada una de las tareas correspondientes.

Respecto al estudio de la capacidad anti-inflamatoria de compuestos descritos
como anti-angiogénicos por el grupo, en primer lugar se realizé un barrido inicial
utilizando un array para distintas citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento,
utilizando distintas lineas celulares y compuestos anti-angiogénicos. Fruto de este
primer barrido, se seleccionaron dos compuestos con un potencial caracter anti-in-
flamatorio. Mas concretamente, uno de ellos fue seleccionado como un candidato a
modular la capacidad de quimioatraccién celular. A partir de los resultados obtenidos,
se pretenden realizar experimentos adicionales de medidas de expresion génica, asi
como repeticiones de los ensayos ELISA correspondientes y aquellos ensayos de
quimioatraccion pertinentes en funcion de los resultados que se obtengan.

En relacién con la angiogénesis y el metabolismo, se propusieron dos tareas.
Por una parte, la caracterizacion de nuevos compuestos anti-angiogénicos con un
conocido efecto sobre el metabolismo. A este respecto, tras estudiar la bibliografia
y hacer una serie de pruebas, se ha seleccionado un compuesto que finalmente ha
presentado capacidad anti-angiogénica in vitro e in vivo en nuestro laboratorio y
que podra dar lugar a un articulo de investigacidn original. Por otra parte, el estudio
de la capacidad para modular el metabolismo de compuestos previamente descritos
por el grupo ha abierto un frente con un compuesto prometedor, para el cual ya
se han realizado varios ensayos, incluyendo uno en colaboracion con el grupo de la
Dra. Marta Cascante, en varias lineas celulares tumorales y endoteliales.

En cuanto a los estudios de sinergias entre compuestos anti-angiogénicos y
moduladores del metabolismo, se pretende comenzar esta tarea en los Ultimos
meses de la tesis doctoral, una vez se complementen mas experimentos y se tengan
mas resultados para las tareas anteriores, que permitirdn decisiones mas selectas
acerca de como abarcar esta tarea.

4.3. Produccion adicional

Ademas de los resultados experimentales obtenidos, en el marco de la realizacién
de esta tesis doctoral se han elaborado un articulo de mini-revision y un articulo de
revision, ambos acerca del metabolismo en el microambiente tumoral.*>4®
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Resumen

La enzima glutaminasa (GA) cataliza el primer paso de la glutaminolisis mitocondrial,
ejerciendo un papel clave en la reprogramacién metabolica del cancer. Hay dos tipos de
isoformas GA en humanos, denominadas GLS y GLS2, con marcadas diferencias en su expre-
sién y regulacion. En tumorigénesis, las isoenzimas GA han sido relacionadas con acciones
completamente opuestas; asi, mientras que las isoformas GLS se asocian a crecimiento y
proliferacion celular, la funcién de GLS2 parece estar asociada a diferenciacion y supresion
tumoral, aunque los mecanismos moleculares que subyacen a estos procesos aun deben ser
elucidados. En este trabajo pretendemos iniciar una caracterizacion de isoformas GLS2 en
lineas celulares de cancer humano, incluyendo el estudio de su localizacion subcelular y el
analisis de los cambios asociados a su sobreexpresion que se producen en el ciclo celular
v en perfilados protedmicos nucleares. Los estudios realizados se centraran en la isoforma
GLS2 denominada GAB, considerada como el transcrito candnico del gen GLS2.

1. Introduccion

Las enzimas GA en mamiferos catalizan la desamidacién hidrolitica de la Gln a Glu
e iones amonio. Existen dos genes paralogos situados en cromosomas separados
que codifican para los distintos miembros de esta familia de enzimas.* En humanos,
el gen GLS, localizado en el cromosoma 2, codifica las isoenzimas clasicamente
denominadas como tipo K (“kidney”), mientras que el gen GLS2, en el cromosoma
12, codifica las isoenzimas tipo L (“liver”).2

Hasta ahora se han identificado dos isoformas GA derivadas de cada uno de los dos
genes. El gen humano GLS, con una longitud de 82 kb, codifica para dos transcritos di-
ferentes conocidos como KGA y GAC, mediante un mecanismo de splicing alternativo.®#
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En cuanto al gen humano GLS2, presenta una longitud de 18 kb aproximadamente y han
sido identificados dos transcritos: la forma larga candnica GAB y el transcrito corto LGA.®
Este Ultimo se produce por un mecanismo de regulacién empleando sitio de inicio de
la transcripcién y promotor alternativos a los de GAB.®

Las distintas isoenzimas GA difieren en sus patrones de expresién en tejidos
y células de mamifero, ademas de en sus propiedades moleculares, cinéticas y re-
guladoras.”® La abundancia de una especie MRNA de GA particular puede cambiar
significativamente dependiendo del tipo de tejido y el estado metabdlico o del
desarrollo; por tanto, cada transcrito podria representar una diana especifica para
diferentes estimulos, de manera que la expresion global de GA seria posiblemente
el resultado de un balance entre ellos.®° Ademas, las diferencias mas importantes
entre las distintas secuencias proteicas GA se encuentran en regiones relacionadas
con el direccionamiento a organulos y la interaccién proteina-proteina, lo cual podria
ayudar a explicar su funcién y regulacion diferencial %12

El patrén de expresion de las isoenzimas GA en células tumorales ha sido inves-
tigado para dilucidar su papel en la transformacién maligna, ya que muchos tumores
muestran una actividad GA incrementada que correlaciona positivamente con su
malignidad. La GAy la glutaminolisis juegan papeles esenciales en la tumorigénesis
que no solo estan relacionados con la produccién de energia, sino también con el
aporte de nitrégeno y esqueletos carbonados para la biosintesis de macromoléculas.
De este modo, la inhibicién por RNA antisentido de la expresion de Gls (isoforma
KGA) induce la reversion del fenotipo de células de cdncer mamario de ratén a un
estado mas diferenciado y menos maligno.**

En los dltimos afos se esta comenzando a revelar la expresion diferencial de
isoenzimas GA en cancer, junto con su regulacion por oncogenes y genes supresores
de tumores. Se ha demostrado que el oncogén c-Myc activa la expresién de GLS en
varios tipos de células tumorales ** y que las isoformas GLS también estan reguladas
positivamente por otras vias de sefalizacién oncogénicas, como las Rho GTPasas.'®
Por tanto, la relacién entre las isoformas GLS y la transformacién neoplasica esta
apoyada por evidencias en varios tipos de canceres humanos como gliomas y tu-
mores de higado y de pulmén.t” Ademas, la expresién de GLS ha mostrado ser un
biomarcador sensible y especifico para el diagnéstico y prondstico del carcinoma
hepatocelular (HCC).18

Mientras que la sobre-expresién de las isoformas GLS se ha correlacionado con
estados proliferativos y malignidad, el papel de las isoenzimas GLS2 en las células
tumorales es bastante mas desconocido. La coexpresién de transcritos GLS y GLS2
se ha reportado en lineas de hepatoma, leucemia, cancer de colon y de mama, pero
los datos de expresion proteica sugieren que las isoformas GLS representan la mayor
parte de la actividad GA en estas células.!®2° Basandose en sus patrones de expresion
relativa®, se ha propuesto un rol completamente diferente para las isoformas GLS
y GLS2: el proceso de transformacion maligna cambia el patrén de expresién de GA
de tal manera que activa GLS mientras que GLS2 es frecuentemente reprimida. Por
ejemplo, células hepaticas transformadas tales como HepG2 regresan a un fenotipo
similar al fetal, caracterizado por una alta velocidad de proliferacién y una prevalen-
cia de isoformas GLS frente a las GLS2, que son las predominantes en hepatocitos
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normales no proliferantes. De hecho, la expresién de GLS2 esta regulada a la baja
en uno de los tipos de glioblastoma mas malignos?, asi como en cancer hepatico,
de colon y de pulmdn 2225

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la sobreexpresion de isoformas GLS
correlaciona con mayores tasas de proliferacion, mientras que la prevalencia de isofor-
mas GLS2 parece estar asociada a estados celulares de diferenciacion y quiescencia.””
Asi, se han propuesto estrategias antitumorales basadas en la sobreexpresién de
GLS2y el bloqueo de GLS.?5-28 Sin embargo, este patréon no puede ser asumido como
universal, debido a la heterogeneidad de perfiles metabdlicos existentes en los tumo-
res, que dependen probablemente de sus distintos genotipos y tejidos de origen.®®

Ademas, GLS2 ha sido confirmado como un gen diana del supresor tumoral p53,
tanto en células tumorales como en células no transformadas. La expresion de GLS2
incrementada por p53 ha sido asociada a una funcién antitumoral y una reduccién
del crecimiento celulary la capacidad de formacion de colonias.?%2* Recientemente
también se ha demostrado que GLS2 puede ser regulado por TAp63, un factor de
transcripcion perteneciente a la familia de p53, que aumenta la expresion de GLS2
durante la diferenciacién de queratinocitos humanos.* Por tanto, parece existir un
patrén sorprendentemente diferente para las isoformas GLS2 en la biologia del
cancer. Complicando aiin mas su patrén de expresidn, se han descubierto nuevas
localizaciones subcelulares para GLS2, ademas de la mitocondria. En cerebro de
mamiferos se ha demostrado que GLS2 (GAB/LGA) localiza en nucleos de neuronas y
astrocitos, en contraste con la localizacion exclusivamente mitocondrial de KGA 332
También es destacable que en sistemas de expresién por baculovirus, la GAB humana
recombinante era dirigida tanto a mitocondria como a nucleo en células Sf9, siendo
cataliticamente activa en ambas localizaciones.® El papel nuclear de esta GA todavia
no ha sido determinado, pero esta nueva localizacién ha sido relacionada con una
potencial funcién reguladora de la expresién génica.

Se ha planteado que GLS2 puede funcionar como un corregulador transcripcional
asociado a diferenciacion,” 334 teniendo en cuenta los estudios en cancer sefalados
anteriormente que relacionan esta isoforma GA con estados celulares quiescentes y
diferenciados.?%35 Ademas, se ha demostrado que GLS2 esta bajo control de TAp73
(otro factor perteneciente a la familia de p53) particularmente en neuronas, durante
la diferenciacién de células de neuroblastoma SH-SY5Y inducida por acido retinoico.*
Sin embargo, estos autores no consiguieron probar la presencia de proteinas GLS2
en el nucleo celular. Otra posible funcion nuclear que se ha planteado podria ser la
modulacién de los niveles de GIn/Glu,* teniendo en cuenta que la GIn es una molé-
cula sefal involucrada en la expresion génica.® 28 Asi, la GA en nucleo podria actuar
controlando in situ los niveles de GlIn en el nucleoplasma, modulando la expresion
de genes regulados por GIn o Glu. Esta hipotesis se refuerza por la presencia de
actividad GA en fracciones nucleares de cerebro de rata.*

Aunque las isoformas GLS2 no presentan sefiales de localizacién nuclear discer-
nibles, se han propuesto otros mecanismos para su importe al ntcleo. Por ejemplo,
mediante aproximaciones protedmicas se han descubierto proteinas que interac-
tuan con GLS2 en cerebro que podrian permitir dirigirla a diferentes localizaciones
subcelulares. Asi, se han identificado dos proteinas que contienen dominios PDZ e
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interacttan con la isoforma GAB: GIP (Glutaminase-Interacting Protein) y al-sin-
trofina (SNT).22 Las proteinas PDZ constituyen “scaffolds” para el ensamblaje de
complejos multiproteicos y dirigen proteinas a diferentes destinos subcelulares,
entre ellos el nicleo®; por ello, se cree que la interaccion de GAB con proteinas
PDZ podria sugerir un mecanismo de translocacién nuclear.” Ademas, las proteinas
GLS2 contienen un motivo consenso de interaccion con receptores nucleares en
su exon 2 (LXXLL), que también esta presente en coactivadores de receptores
nucleares.*® Tampoco se deben olvidar las repeticiones de ankirina situadas en el
extremo C-terminal, que han sido descritas también en factores de transcripciony
reguladores transcripcionales.* 2 Todos estos motivos de secuencia e interacciones
proteicas parecen apoyar un posible rol nuclear para GLS2.

2. Objetivos y métodos

En este trabajo, partiendo de los hallazgos previos de una expresiéon nuclear de GLS2
en neuronas y astrocitos, trataremos de dilucidar si estas isoformas localizan tanto en
nucleo como en mitocondrias de células humanas de cancer. La funcién nuclear de
GLS2 podria estar asociada a un programa transcripcional de diferenciaciéon y detencion
de la proliferacion celular, por lo que el estudio de los efectos de su sobreexpresién
podria tener gran interés como estrategia terapéutica en ciertos tipos de cancer.
De acuerdo con la informacién presentada en la introduccién y en consonancia con
una de las lineas de investigacion del grupo Canceromics, orientada a definir el papel de
las isoenzimas GA en cancer, en este trabajo se han planteado los siguientes objetivos:

Objetivo 1. Estudiar la relacién entre el aumento de GLS2 y cambios en el ciclo
celulary en perfilados protedmicos nucleares de lineas celulares de cancer humano.

Para cumplir este objetivo se utilizaran dos modelos celulares, ambos con una
expresion aumentada de GAB. Por un lado, la linea de neuroblastoma humano SH-
SY5Y tratada con PMA (miristato acetato de forbol), ya que se ha demostrado que el
tratamiento con ésteres de forbol induce su diferenciacion.*® Por otro lado, la linea
de glioblastoma humano T98G-GAB, caracterizada por sobreexpresar la proteina
GAB. Esta linea celular fue obtenida por transfeccion estable de T98G (wildtype, wt)
con el cDNA codificante de GAB, seglin un procedimiento analogo al empleado por
Szeliga et al. (2009)%, quienes ya demostraron una asociacién entre la sobreexpre-
sién de GLS2 y un descenso en la supervivencia, migracion y proliferacion celular.

Ademas de observar los cambios fenotipicos a consecuencia del aumento de
esta proteina, se recurrird a la deteccién y cuantificacion de poblaciones celulares
especificas mediante citometria de flujo, a diferentes tiempos de tratamiento con
PMA (en el caso de SHSY-5Y) o de crecimiento (en el caso de T98G-GAB). En cada
experimento se incluiran controles con el vehiculo (DMSO) o las lineas celulares
parentales (T98G-wt y T98G-pcDNA), respectivamente.

De la misma forma, en estas lineas se llevara a cabo el subfraccionamiento de
muestras celulares y posteriormente se realizaran perfilados protedmicos a partir
de los extractos proteicos nucleares obtenidos. En el fraccionamiento subcelular es
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destacable la importancia de obtener extractos nucleares libres de contaminacién
mitocondrial, ya que las proteinas GA son mayoritarias en la mitocondria y presumi-
blemente minoritarias en el compartimento nuclear. Por ello, de manera rutinaria se
comprobara que el rendimiento de los subfraccionamientos es adecuado mediante
inmunotransferencias Western con anticuerpos anti-COXIV, para verificar que este
marcador mitocondrial esté ausente en los extractos nucleares. A continuacion,
las muestras nucleares se emplearan para la obtencion de los perfilados proteicos
mediante SELDI-TOF MS. Este método representa un nuevo enfoque para el descu-
brimiento de biomarcadores que combina dos potentes técnicas: la cromatografia
y la espectrometria de masas*, con el que se pueden identificar diferencias en los
perfiles de expresién de proteinas de dos o mas muestras distintas.

Este estudio se realizara principalmente con dos ProteinChips de intercambio
idnico: CM10 y QM10, con superficies cromatograficas funcionalizadas en las que se
unen reversiblemente moléculas cargadas. La matriz ProteinChip Q10 actua como
un intercambiador de aniones fuerte, al unirse a péptidos y proteinas que se cargan
negativamente a un pH dado. El intercambiador catiénico ProteinChip CM10 se pue-
de utilizar de forma similar para analizar las moléculas con una carga positiva en la
superficie. Tras cargar las muestras de extractos nucleares en la superficie de estas
matrices, variando el pH mediante la adicién de distintos tampones, se consigue la
desunion de los péptidos con un determinado punto isoeléctrico. De esta manera,
las proteinas que permanecen unidas a la superficie son analizadas aplicando una
matriz de absorcién de energia (EAM) y colocandolas en un espectrometro de masas
(MS-TOF), con el que se irradian por laser las muestras para ionizarlas y volatilizarlas.
Asi, se liberan iones gaseosos de las matrices ProteinChip. Estos iones gaseosos entran
en la regién MS-TOF del instrumento, y las proteinas detectadas se muestran como
una serie de picos.* La salida generada a partir del analisis MS-TOF de las muestras
es una traza que muestra la abundancia relativa frente a las masas moleculares de
las proteinas detectadas.

Objetivo 2. Determinar la presencia de isoformas GLS2 en el nucleo de lineas
celulares de cancer humano.

Aunque se ha reportado una localizacion nucleocitoplasmatica para la proteina
GAB en células del cerebro, la localizacion subcelular de GAB en células de cadncer
aun no ha sido elucidada. En nuestro caso, para complementar estudios preliminares
del grupo basados en técnicas inmunocitoquimicas e inmunotransferencias Western
con anticuerpos anti-GAB en ciertas lineas celulares tumorales, trataremos de de-
mostrar el importe nuclear mediante metodologias ortogonales que no dependan
del reconocimiento por anticuerpos anti-GLS2. Para ello, se llevaran a cabo la ex-
presion ectdpica de proteinas GLS2 fusionadas a diferentes etiquetas (“tags”) como
la proteina verde fluorescente (EGFP) o al epitopo c-myc.

Distintas lineas celulares de cancer humano seran transfectadas de manera
transitoria con varias construcciones conteniendo el marco abierto de lectura de
GAB/LGA fusionado a EGFP o c-myc. Las células transfectadas seran analizadas por
microscopia confocal fluorescente o bien por inmunotransferencias Western con
anticuerpos anti-tag tras subfraccionamiento celular y aislamiento de las fracciones



Libro de actas del Workshop Internacional

110 “Metabolic Reprogramming as a Target for Cancer and Other Diseases”

citosdlica y nuclear. Como controles de los experimentos se utilizaran células sin
transfectar cultivadas en las mismas condiciones. Al igual que en los experimen-
tos anteriores, tras el subfraccionamiento celular se comprobara la ausencia de
contaminacion mitocondrial en las fracciones nucleares mediante deteccion por
inmunotransferencia Western de la proteina COXIV.

3. Conclusiones y futuras lineas

Tanto los andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujo como los perfilados
protedmicos obtenidos mediante SELDI-TOF MS permitiran comprender mejor el
papel de GLS2, observando si se producen cambios que podrian asociar las isoformas
GLS2 con un papel antiproliferativo relevante en la reversion del cancer. Si ademas
se confirmara la nueva localizacién subcelular que se ha planteado, esto apoyaria la
idea de que GLS2 podria desempenfar funciones nucleares en respuestas relacionadas
con la diferenciaciéon neuronal, la detencién de la proliferacion o la supresion tumoral.
En tal caso, GLS2 (GAB) podria estar implicada en multiples funciones, ademas de la
produccién de Glu a partir de Gln, y se incluiria dentro de las denominadas proteinas
moonlighting (proteinas que desempefian mas de una funcién), realizando otras
funciones alternativas a su papel metabdlico.

Sin embargo, puesto que ésta se trata de una caracterizacion inicial de las isofor-
mas GLS2, las futuras lineas de trabajo irian encaminadas a elucidar los mecanismos
moleculares que relacionarian a GAB con estas respuestas. El estudio del interactoma
de GLS2 (que ya habia sido iniciado por el grupo Canceromics) y su relacion con otros
genes implicados en la reprogramacién metabdlica tumoral o cascadas de senali-
zacién (c-Myc, N-Myc, p53, p63, p73, GIP, PI3K/AKT, ERKs, mTORC1)¥ permitirian
esclarecer dichos mecanismos. Si se llegara a confirmar una localizacién nuclear, los
estudios futuros también deberian elucidar si GLS2 podria ejercer una accion directa
sobre la regulacion de la expresion génica, o indirecta a través de la modulacién de
los niveles de GIn/Glu gracias a su actividad enzimatica. Por otro lado, tampoco se
debe olvidar que la otra isoforma, LGA, representa una incégnita aun mayor en el
contexto del cancer, ya que no ha podido ser caracterizada al mismo nivel.

Identificar por completo el funcionamiento de cada isoenzima sera esencial
para entender el papel de la GA en cancer, puesto que se desconoce cémo dos
isoformas de la misma enzima pueden llevar a cabo funciones tan diferentes,
opuestas, en la biologia tumoral. También debemos recordar que existen algunos
tipos de cancer (neuroblastoma con amplificacién de N-MYC y carcinoma cervical)
donde GLS2 esta sobreexpresada y se correlaciona con peores pronosticos.*® Por
ello resultaria imprescindible estudiar si los fenémenos observados son depen-
dientes del contexto, segun factores como sefiales ambientales, el tipo de célula
o tejido, el estado de desarrollo, la fase del ciclo celular, etc. Los requerimientos
metabdlicos cambian segun el tipo de cancer especifico, y esto podria dictar la
funcioén de las isoenzimas GA.

Asi, entender la regulacién de GLS2 y coémo depende del contexto celular podria
ayudar a explicar los diferentes fenotipos observados en distintos tipos de cancer,
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y permitiria “modelar” en cierta manera el comportamiento de estos tumores. Es
por eso que en este trabajo se ha intentado trabajar con varias lineas celulares de
diverso origen (neuroblastomas con y sin amplificacion de N-MYC, glioblastoma,
HCC), constituyendo un modelo experimental amplio, ya que lo mas probable es
que no exista un modelo unificado para explicar la alteracién del metabolismo que
ocurre en el cancer. Puede existir una gran diversidad de estrategias de reprogra-
macion metabdlica en células tumorales especificas, y entender esa heterogeneidad
mejoraria nuestra capacidad de predecir su comportamiento. Para ello, posiblemente
sea Util recurrir a modelos experimentales mas complejos que las células transfor-
madas cultivadas in vitro; actualmente, las alteraciones en el metabolismo de la GIn
se estdn comenzando a estudiar en el contexto sistémico de tumores completos.*
En definitiva, las futuras lineas de trabajo probablemente incluiran la identifi-
cacién de biomarcadores tumorales relacionados con el entorno metabdlico o de
sefializacién de las isoformas GA, presumiblemente de una manera especifica en
cada tipo de cancer o paciente. Para ello, se requerird la caracterizacion de estas
dianas moleculares por aproximaciones genémicas y protedmicas. Esto brindaria
nuevas oportunidades para el diagndstico, prondstico y/o tratamiento de canceres
especificos, en el campo de la medicina personalizada. Un ejemplo de ello serian
terapias anticancer basadas en la inhibicién de GLS y la activacién de GLS2.
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Resumen

El objetivo principal de este proyecto es estudiar el desarrollo embrionario y la diferencia-
cion de los progenitores fibroblasticos del corazon, asi como analizar la regulacién celular
v molecular de la fibrosis durante la enfermedad cardiaca. Este trabajo se centra en las
funciones de la proteina FSP1/S100A4, tradicionalmente considerada como un marcador de
células fibroblasticas. Gracias al uso de lineas transgénicas de raton hemos observado que
Fspl se expresa también en otros tipos celulares vinculados con la funciéon cardiaca. Tanto
las relaciones de linaje entre todos estos tipos celulares como la funcion especifica de estas
proteinas siguen siendo desconocidas. Esperamos que nuestro trabajo sirva para generar
nuevo conocimiento en este ambito.

1. Introduccion
1.1. Cardiogénesis

El corazon de los vertebrados es el primer érgano funcional durante el desarrollo
embrionario. En ratdn, aproximadamente en el dia embrionario (E) 7.5, una pobla-
cion mesodérmica de progenitores cardiacos converge en la linea media ventral del
embrion para generar el creciente cardiaco. Este creciente de aspecto semilunar
adquiere una forma tubular lineal, con un polo venoso posterior y un polo arterial
anterior. Este primer estadio se forma gracias a la contribucién organizada de dos
poblaciones celulares conocidas como campo cardiaco primario (First Heart Field,
FHF) y campo cardiaco secundario (Second Heart Field, SHF) que se diferenciaran
en dominios discretos del corazén adulto. El FHF contribuye a la formacién del
ventriculo izquierdo en el corazén adulto, mientras que los progenitores del SHF
dan lugar al tracto de entrada (inflow tract, IFT) y al tracto de salida (outflow tract,
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OFT). Las otras poblaciones cardiacas, el ventriculo derecho y ambos atrios, derecho
e izquierdo, derivan de ambos campos cardiacos.*2

1.2. Crecimiento y septacion del priomordio cardiaco

El corazdn tubular se curva en un proceso conocido como torsién (looping), que
permite la realineacién de los territorios del primordio cardiaco que es necesaria
para el posterior desarrollo del corazén tetracameral adulto.®# A partir de este
momento, el crecimiento del corazén embrionario se produce por la proliferacion
de los cardiomiocitos atriales y ventriculares en la curvatura externa del primordio,
un proceso conocido como ballooning.®

El desarrollo de los cojines endocardicos y la formacion de los septos que separaran
la cavidad cardiaca en cuatro cadmaras dan lugar a la morfologia del corazén adulto.
Estos procesos comienzan aproximadamente en E10.5, con la formacién del septo
primario atrial y con la activacion de los mecanismos de transicion epitelio-mesén-
quima (EMT) del endocardio atrioventricular y conal. Esta conversion fenotipica local
del endocardio genera una poblacién de células mesenquimales valvuloseptales. Estas
células mesenquimales son las progenitoras de las valvulas mitral y tricispide, y de la
porcién membranosa del septo ventricular.®

1.3. Vascularizacion del corazén embrionario

Alo largo de este desarrollo, las paredes ventriculares se van engrosando, por lo que
la difusion simple de gases desde el lumen cardiaco no es suficiente para proveer de
oxigeno al miocardio. Desde una perspectiva evolutiva, se admite que el aumento
en grosor del ventriculo favorecié la aparicion de un sistema vascular coronario.” A
través mecanismso de angiogénesis y vasculogénesis, progenitores endoteliales de
diferente origen se organizan para formar los vasos coronarios de distinto calibreg,
que son remodelados antes del nacimiento en un sistema vascular funcional ®°

Se han descrito dos tipos diferentes de sistemas vasculares en mamiferos, la
vasculatura sanguinea y la vasculatura linfatica. Estos vasos se encuentran estrecha-
mente interconectados entre si en un ciclo continuo en el cual la sangre transporta
oxigeno y nutrientes a los tejidos, mientras la linfa transporta fluidos y macromoléculas
desde los tejidos hacia a la circulacién sanguinea. Durante el desarrollo temprano, la
vasculatura linfatica se desarrolla a partir de las células endoteliales de las venas!,
una diferenciacion que se caracteriza por la expresion de factores como el recep-
tor vascular VEGFR-3 (vascular endothelial growth factor receptor-3), el receptor
linfatico Lyve-1 (lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1) y la proteina
Prox1 (prospero-related protein 1).

Las principales diferencias entre ambos tipos de vasculatura ha sido amplia-
mente estudiada en los capilares. Los capilares linfaticos son vasos de paredes finas
compuestos exclusivamente por una Unica capa de células linfaticas endoteliales
(lymphatic endothelial cells, LECs), que difieren en muchos aspectos de las células
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endoteliales de la vasculatura sanguinea (blood vascular endothelial cells, BECs).? La
principal diferencia es que los capilares linfaticos no presentan pericitos, unas células
que si envuelven a los capilares sanguineos.® Las uniones entre células también son
diferentes en ambos tipos de capilares. Las BECs estan comunicadas por uniones
tipo “cremallera” mientras que las LECs presentan discontinuidades que permiten
el traspaso de fluidos y de ciertos leucocitos. 5

Otra diferencia fundamental entre ambos tipos de vasculatura es la circulacion
del fluido por su interior. Por un lado, la circulacion de la sangre en los organismos
adultos esta impulsada por el latido del corazén, mientras que el retorno de la linfa esta
facilitado por la contraccion de los muisculos esqueléticos®® o la pulsacion arterial
Las valvulas linfaticas son fundamentales para facilitar el retorno eficiente desde
las extremidades inferiores, donde las fuerzas gravitacionales son mas fuertes.8 1

En la vasculatura linfatica, existen diferentes formas de permitir el flujo. Los
vasos linfaticos pueden bombear la linfa con la ayuda de compresiones externas,
como por ejemplo la contraccién del musculo esquelético, o pueden hacerlo por
contracciones del propio vaso linfatico. La capacidad intrinseca de contraccién no
esta presente en todos los vasos linfaticos, y estos vasos no contractiles son los que
pueden presentar valvulas primarias (situadas en la unién entre las LECs) y valvulas
secundarias (en el lumen de los vasos linfaticos), para permitir el flujo unidireccional
del fluido.!® Tanto las valvulas linfaticas como las valvulas venosas suelen ser bicuspi-
des y actian como moduladores de flujo para permitir el movimiento unidireccional
del fluido.?° El desarrollo morfogenético de las valvulas venosas y linfaticas ocurre
de manera similar, y esta regulado por mecanismos moleculares que implican a las
proteinas integrina alfa-9, efrina-B2 y efrina-B4.21-*

1.4. Coordinacion de la contraccion cardiaca

El corazoén necesita tener un latido ritmico y sincronizado entre atrios y ventriculos,
una funcién controlada en el corazén adulto por el sistema de conduccién cardiaco
(SCC).% El SCC incluye al nodo sinoatrial (NSA) que genera el impulso eléctrico de
conduccidn, al nodo atrioventricular (NAV) que retrasa el impulso y permite la con-
traccién acompasada de atrios y ventriculos, junto a las ramificaciones izquierda y
derecha del Haz de His y de las fibras de Purkinje, cuya accién sincrénica transmite
rapidamente el impulso hacia los ventriculos.

El sistema de conduccién se desarrolla a partir de cardiomiocitos que derivan
de un progenitor miocardico comun, ya presente en el corazén tubular embriona-
rio.2627 De hecho, existen dos modelos de formacién del sistema de conduccion
cardiaco, el modelo de reclutamiento y el modelo de especificacién temprana. El
primero de ellos sugiere que el sistema de conduccién cardiaco se desarrolla por
un progresivo reclutamiento de cardiomiocitos multipotentes.?” Por el contrario,
el segundo modelo propone que una subpoblacién de miocitos embrionarios esta
destinada a diferenciarse lentamente y proliferar hasta formar los componentes del
sistema de conduccion, mientras que otra subpoblacién se diferencia y prolifera mas
rapidamente dando lugar al miocardio contractil.28= El desarrollo cardiovasculary
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en concreto la especificacion de los cardiomiocitos, es un proceso complejo que
implica la interaccién de numerosas proteinas. Entre ellas, TGFR2%2, BMP23, FGF**,
YAP3, Nkx2.5 y Islet 1.36

1.5. Interaccidn celular durante el desarrollo cardiaco

La sefalizacion entre diferentes linajes celulares es esencial para el correcto desarrollo
de los diferentes tejidos que forman el corazén, como se ha descrito por ejemplo
entre epicardio y miocardio®, endocardio y miocardio® o fibroblastos y endocardio®.
Un tipo celular del que todavia se sabe poco pero que juega un papel fundamental
en esta sefalizacidn cruzada entre tejidos cardiacos es el fibroblasto cardiaco.

Los fibroblastos cardiacos son las células mas abundantes del corazén y sin-
tetizan una amplia variedad de los componentes de la matriz extracelular. Durante
afos se ha pensado que eran simples células estructurales del tejido conectivo pero
actualmente se sabe que juegan numerosas e importantes funciones durante el
desarrollo cardiaco y su remodelacion después de sufrir un dafio tisular.

Los fibroblastos cardiacos se pueden identificar por su expresion de marcadores
tales como, DDR-2%, cadherina 11%¢ vimentina®, fibronectina® periostina® 4o Fsp1.4®

1.6. La proteina FSP1/S100A4

Fspl (Fibroblasts specific protein 1), pertenece a la familia de proteinas de unién a
calcio S100°, una familia de proteinas pequefias (10-12 kDa), que no tienen activi-
dad enzimatica®® %'y que pueden ser secretadas al espacio extracelular en algunos
casos.>? Esta proteina fue descubierta por primera vez por el grupo del Dr. Ebradize
en 1989 y fue nombrada como metastasina-1%, actualmente también es conocida
como S100A4, p9KA, pEL-98,18°2, CAPL y calvasculina.>*

Como ya hemos indicado, la proteina Fspl se encuentra en fibroblastos cardia-
cos y en fibroblastos del tejido conectivo que se encuentra en distintos érganos y
se ha sugerido como un marcador especifico de este tipo celular, tanto en cultivo
in-vitro*® como en modelos experimentales in-vivo.>® En condiciones normales los
fibroblastos son las células que secretan la mayor parte de los componentes de la
matriz extracelular. Su activacion en condiciones patoldgicas implica una sintesis
masiva de matriz extracelular que es esencial en el desarrollo de respuestas fibréticas.

En el corazon, la fibrosis es una respuesta patologica comin que puede activarse
tras un dafo tisular prolongado o una inflamacion crénica, que produce el recluta-
miento y diferenciacion de los fibroblastos hacia miofibroblastos. Los miofibroblastos
(fibroblastos cardiacos activados) sintetizan altos niveles de coldgeno en cortos periodo
de tiempo, mientras que los fibroblastos quiescentes sintetizan bajos niveles de dicha
proteina en largos periodos de tiempo. El perfil de expresion proteica también varia
entre estos dos tipos celulares, de hecho, algunos miofibroblastos pueden ser iden-
tificados por la expresion de alfa actina de musculatura lisa, vimentina o fibronectina.
Sin embargo, ninguno de ellos es un marcador especifico de miofibroblastos.
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La deposicién excesiva de colageno en la matriz extracelular puede separar,
fisica y eléctricamente, a los cardiomiocitos adyacentes, un proceso conocido como
fibrosis intersticial reactiva, o puede reemplazar completamente el espacio dejado
tras la muerte de cardiomiocitos, un proceso conocido como fibrosis reparativa.>®

La fibrosis reparativa inicial es crucial para prevenir la ruptura de la pared ven-
tricular, pero una respuesta fibrética excesiva y la fibrosis reactiva que se produce
alrededor del drea dafiada son perjudiciales porque producen una pérdida progresiva
de la capacidad contractil del corazén y pueden desembocar en un fallo cardia-
c0.”” Ademés de la acumulacién excesiva de matriz extracelular, la fibrosis reactiva
también se caracteriza por la proliferacion y la diferenciacion de fibroblastos hacia
miofibroblastos.>® Tras la reparacién del dafio, los miofibroblastos generalmente
sufren apoptosis®©° o se inactivan.®-%*

1.7. Fsplen otros tejidos cardiacos

A pesar del uso de Fspl como un marcador recurrente especifico de fibroblastos
en el estudio de la fibrosis®* 5 cada vez mas evidencias cuestionan la especifici-
dad de Fspl como un marcador fibroblastico, sugiriendo que otros tipos celulares
tales como los macréfagos®, las células dendriticas®®, los linfocitos®, las células
musculares lisas de la vasculatura™y las células endoteliales™ presentan dicho
marcador. Resultados aiin no publicados de nuestro grupo de investigacion indican
que esta proteina se expresa en subpoblaciones de la vasculatura y del sistema
de conduccién cardiaco.

2. Objetivos

El objetivo principal de proyecto de investigacidn es estudiar el desarrollo embrionario
y la diferenciacion de los progenitores fibroblasticos del corazén, asi como analizar
la regulacion celular y molecular de la fibrosis durante la enfermedad cardiaca en
relacién con el origen celular. También se estudiaran las funciones de la proteina
FSP1/S100A4, tradicionalmente considerada como un marcador de células fibro-
blasticas, en otros tejidos cardiacos.

3. Abordaje experimental

Para llevar a cabo este proyecto se estan utilizando multiples lineas transgénicas en
el raton. Por un lado, uno de los transgénicos presenta el gen de la proteina verde
fluorescente GFP bajo el promotor del gen Fspl. Esta construccion génica nos permite
trazar las células que expresan Fspl gracias a la proteina GFP. Gracias a esto, se esta
analizando la expresion de Fspl en el corazén desde etapas tempranas del desarrollo
hasta el tejido adulto. La expresién conjunta de Fsply otras moléculas relaciona-
das con los fenotipos fibroblastico (Ddr-2), vasculares (Cd31, Prox1, endomucina) o
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del tejido de conduccién cardiaco (Contactina-2, HCN4) ha sido también evaluada
mediante inmunohistoquimica. Para ello, se han extraido embriones de diferentes
estadios, se han analizado corazones de ratones neonatos y adultos.

Para estudiar la funcién de la proteina Fspl en diferentes tejidos, estan previstos
experimentos en los que vamos a utilizar el transgénico Fspl-Flox. La tecnologia
Cre-LoxP nos permite analizar el efecto de una deleccién condicional, especifica
de tejido. En nuestro caso, vamos a deleccionar Fspl en distintos tejidos cardiacos
mediante el cruce de Fspl-Flox con diferentes lineas que expresan la proteina
Cre bajo el control de los genes Wt1, Troponina-1y Tie2. Con estos cruces vamos
a deleccionar Fspl en las células epicardicas y derivadas de epicardio, en células
miocardicas, y en células endoteliales, respectivamente.

Durante el desarrollo de nuestro trabajo, hemos identificado dos poblaciones
celulares que expresan Fspl. Una de ellas es de naturaleza endotelial y la otra es de
tipo miocardico que por su posicién corresponde a progenitores de las porciones
mas distales del sistema de conduccién. Actualmente, se estan caracterizando
ambas poblaciones y se esta estudiando la funcion de la proteina Fspl en los
tejidos de interés.
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Resumen

En este capitulo se trataran distintos aspectos relacionados con cuestiones relativas al estudio
del corazon embrionario, abarcando desde el desarrollo del sistema coronario y su asociacion
con algunas enfermedades congénitas cardiacas hasta la respuesta del ventriculo a un dario
experimental. Este proyecto de investigacion se centra en el estudio de los mecanismos que
regulan la diferenciacion de células cardiacas en este contexto, utilizando embriones de
raton y de ave como modelos experimentales complementarios.

1. Introduccién
1.1. Eldesarrollo del corazon y el infarto de miocardio

El corazon es un érgano cuyo desarrollo comienza en estadios tempranos de la
embriogénesis a partir de un conjunto de células de origen mesodérmico. Los
progenitores cardiacos se organizan para formar un primordio tubular hueco cuyo
latido permite la circulacion sanguinea embrionaria. Este primordio cardiaco se
organiza en el espacio mediante un proceso llamado “looping™ que es esencial para
el correcto alineamiento de las futuras camaras caracteristicas del corazén adulto
(dos atrios y dos ventriculos). Una alta tasa de proliferacién en las células que forman
el miocardio, denominadas cardiomiocitos, asi como la contribucién de células de
multiples origenes permiten el crecimiento y la morfogénesis del érgano.?

A pesar de esta alta tasa de proliferacién embrionaria, los cardiomiocitos del
corazén adulto apenas proliferan.® Esta peculiaridad esta generalmente relacionada
con la limitada capacidad de este érgano para regenerar un dafio ventricular. En
el corazén humano, hay varios eventos que pueden provocar un dafno ventricular,
siendo el mas comun el infarto de miocardio (IM). El IM consiste en la muerte masiva
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de la musculatura miocardica frecuentemente asociada con procesos de isquemia
causados por anomalias en el flujo coronario. Esta muerte por isquemia activa una
serie de mecanismos reparativos en el ventriculo que generan una cicatriz fibrosa no
funcional que se expande de forma crénica.* El crecimiento continuo de esta cicatriz
conlleva a la pérdida de las propiedades contractiles del corazodn, la hipertrofia del
organo y la insuficiencia cardiaca.

En otros casos, el origen de esta insuficiencia puede estar asociado a malforma-
ciones congénitas cardiacas. La importancia en el estudio del origen y la formacién
del corazén durante la embriogénesis reside en que la mayor parte de estas enfer-
medades congénitas tienen un origen desconocido.

1.2. Origen y formacion de la vasculatura coronaria

El corazdn estd esencialmente formado por tres capas concéntricas de tejido: la
mas externa se denomina epicardio, seguida por el miocardio y en la cara interna
se encuentra el endocardio. El epicardio y las células derivadas de epicardio han
sido extensamente estudiadas debido al papel fundamental que este tipo celular
ejerce durante el desarrollo embrionario, contribuyendo a la vascularizacion y
compactacién del miocardio.® Las células que forman el miocardio, denominadas
cardiomiocitos, presentan una demanda de oxigeno elevada para poder llevar a
cabo sus funciones vitales. En las primeras etapas del desarrollo cardiaco, estas
células adquieren facilmente oxigeno de su entorno por difusién, pero la progresiva
compactacién del miocardio requiere una irrigacién adecuada que proporcione
oxigeno a estas células. El aporte de oxigeno y nutrientes en el miocardio se lleva
a cabo gracias a la irrigacién del tejido por parte de la vasculatura coronaria.

El sistema vascular coronario es una red compleja de arterias, capilares y venas
que permite la circulacién sanguinea en el corazén. A pesar de la importancia de
los vasos coronarios, aspectos fundamentales del origen embrionario de estas
estructuras, asi como los mecanismos celulares y moleculares que regulan el
patrén arterio-venoso coronario no se conocen en detalle.

El origen embrionario de las células endoteliales coronarias se ha discutido
ampliamente utilizando cepas de ratones transgénicos, donde diferentes estudios
proponen que el endotelio coronario se forma a partir de tan solo una poblacion
de células.®” Sin embargo, estudios recientes sugieren que el endotelio coronario
embrionario puede derivar de la contribucion sincrénica de varias fuentes celu-
lares.812

En este trabajo, las caracteristicas del embrién de ave como modelo de estudio
nos permiten estudiar los mecanismos del desarrollo implicados en la formacion
de los vasos coronarios mediante técnicas experimentales que no son posibles
de realizar en el embrién de ratdén. Gracias a los datos obtenidos sugerimos que
el desarrollo coronario requiere la contribucion de mdltiples linajes celulares de
diferentes origenes.®
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1.3. El embrion de ave como modelo de estudio

A pesar de que el uso de modelos transgénicos en embriones de ratén se ha con-
vertido en una herramienta muy til para el estudio de la contribucion de linajes
celulares durante el desarrollo, en este trabajo utilizamos el embrién de ave como
modelo complementario en el estudio del desarrollo cardiovascular embrionario.

Al contrario que en el caso del raton, este modelo nos permite abarcar el pro-
blema desde una via alternativa gracias a la facil manipulacion in ovo del embridn.
Gracias a esta caracteristica, hemos desarrollado un protocolo que nos permite
generar un dafo experimental en tejidos embrionarios usando una sonda metalica
enfriada con nitrogeno liquido.** Este protocolo combinado con el uso de una cepa
de ratdn transgénica nos ha permitido describir el posible origen de una cardiopatia
congénita rara, la fistula de la arteria coronaria.

1.4. Malformaciones congénitas coronarias de origen desconocido:
fistula de la arteria coronaria

Las anomalias coronarias estan generalmente asociadas a enfermedades congénitas
del corazon que afectan alrededor del 1% de los recién nacidos.!® Estas malforma-
ciones pueden afectar a la salud del individuo poco tiempo después de nacer, o bien
se pueden manifestar durante la vida adulta a modo de enfermedades cardiacas
congénitas adultas.’*” A pesar de la baja incidencia de estas enfermedades, algunos
ejemplos como la no compactacion ventricular® y anomalias en los vasos coronarios®
pueden afectar a la funcién del érgano, resultando en una insuficiencia cardiacay la
consecuente muerte del individuo.

En el caso de las anomalias asociadas a los vasos coronarios, estas pueden tener
un origen adquirido a lo largo de la vida del individuo o bien pueden tener un origen
congénito. En el primer caso, se ha descrito que pacientes que se han sometido a
técnicas invasivas de imagen cardiaca pueden desarrollar anomalias coronarias,
entre las cuales se encuentra la fistula de la arteria coronaria.?® Sin embargo, el
origen congénito de esta anomalia es desconocido. Esta patologia consiste en una
comunicacion anéomala entre el lumen de una arteria coronaria y, o bien otro vaso
sanguineo, o bien el interior de alguna camara del corazén como el ventriculo.?2
La fistula arterio-ventricular es el tipo de fistula mas comun, siendo mas facil de
encontrar en el ventriculo derecho respecto al izquierdo.?®

Aunque las fistulas de la arteria coronaria pueden ser asintomaticas, suelen
provocar a largo plazo variaciones en la hemodinadmica sistémica debido al arresto
de parte de la circulacién sanguinea por dicha estructura. Desde una perspectiva
clinica, se recomienda la monitorizacién de pequefias fistulas asintomaticas debido a
que estas pequenas estructuras en nifios pueden aumentar en tamano con la edad y
llevar a complicaciones como la hipertrofia miocardica, la endocarditis, la dilatacion
ventriculary el fallo cardiaco.?t2224
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1.5. Elinfarto de miocardio

Como hemos visto previamente, las enfermedades congénitas cardiacas pueden
desembocar en muerte subita. Segun la organizaciéon mundial de la salud (OMS) las en-
fermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo occidental
(http://www.who.int/classifications/icd), siendo el infarto de miocardio asociado a
enfermedad coronaria la mas frecuente y la que conlleva una mayor mortalidad y
morbilidad.2®

Desde una perspectiva fisiopatoldgica, el infarto de miocardio consiste en la pérdida
significativa de musculatura cardiaca como consecuencia de episodios sostenidos
de isquemia asociados a anomalias en el flujo coronario. En respuesta a la muerte
masiva del tejido miocérdico, el corazén activa una respuesta reparativa basada en
la expansion de las poblaciones de fibroblastos cardiacos residentes®® que sintetizan
grandes cantidades de matriz extracelular, formando una cicatriz fibrosa que sustituye
al musculo muerto y, a largo plazo, altera gravemente la funcion cardiaca.

Hoy en dia, tanto el continuo aumento de los casos de infarto de miocardio en
todo el mundo como la cronificacién de la enfermedad y su tendencia natural hacia
la insuficiencia cardiaca ponen de manifiesto la necesidad del desarrollo de terapias
alternativas para el tratamiento de la enfermedad. Esta necesidad es especialmente
urgente si se tienen en cuenta el limitado nimero de corazones disponibles para el
trasplante,?” la Unica solucién clinica a la insuficiencia cardiaca realmente viable a
largo plazo.

1.6. Reparacion vs regeneracion

Desde una perspectiva bioldgica, la sustitucion de un tejido determinado por otro con
propiedades distintas recibe el nombre de reparacion.?® Este proceso es el predomi-
nante en el caso del corazén humano tras la muerte masiva de musculatura miocardica.
El término reparacién es usado en muchos contextos, erréneamente, como sinénimo
de regeneracion. Es evidente que la regeneracion, es decir, la reposicion de un tejido
muerto o no funcional por otro celular y funcionalmente idéntico al original, implica
a mecanismos celulares y moleculares distintos a los de la reparacion.?®3° Saber
distinguir entre estas dos respuestas y entender la biologia de los tipos celulares
implicados es fundamental para el desarrollo de cualquier aproximacién novedosa
en el tratamiento del infarto de miocardio.

1.7. Modelos animales para el estudio de la regeneracion cardiaca

Los procesos de regeneracion tisular se encuentran ampliamente representados en
los diferentes phyla que componen el Reino de los Metazoos (Animales),*-32 aunque
en un mismo taxon supraespecifico pueden encontrarse organismos con capacidad
regenerativa y otros que carecen de ella.*® Por ejemplo, mientras que algunas especies
de peces teledsteos son capaces de regenerar buena parte del ventriculo tras un
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dano®*~3¢ otros grupos de vertebrados como los mamiferos presentan un potencial
muy limitado a la hora de regenerar ciertos tejidos.23-3° Debido a la existencia de
mecanismos regenerativos en ciertos modelos animales, la investigacion preclinica en
estos modelos resulta imperativa para conocer las respuestas bioldgicas que intervienen
en los procesos regenerativos y reparativos en tejidos danados.

Sin embargo, estudios recientes muestran que la regeneracion cardiaca es un
concepto difuso, que no sélo depende del organismo y que puede estar presente en
unas especies y ausente en otras dentro de un mismo grupo. Asi se ha estudiado que
factores como el ambiente,*° el tipo y tamafio de la herida o la edad del individuo in-
fluyen en su capacidad regenerativa.*

Dentro del grupo de los anfibios existe una gran controversia en este tema. Por
ejemplo, mientras algunos anfibios como el ajolote*? o el tritdn*® regeneran el ven-
triculo tras una reseccion apical, en otros anfibios existe una mayor controversia ya
que se han descrito respuestas tisulares diferentes en especies pertenecientes a un
mismo género. Asi, mientras que la respuesta prevalente a una reseccion ventricular
en Xenopus laevis es la reparacién fibrética,** en Xenopus tropicalis se han descrito
fenémenos de regeneracién cardiaca tras el mismo proceso.*

Debido a estas discrepancias, la especie de vertebrado anamniota mas estudiada
en el ambito de la regeneracién cardiaca sigue siendo el pez cebra. En este modelo, se
ha descrito que la formacién de una estructura de tipo blastema“® y la proliferacion
de cardiomiocitos de-diferenciados en la zona trabecular del corazén* hace viable la
regeneracion miocardica. Sin embargo, no todos los peces presentan la alta capacidad
regenerativa del ventriculo del pez cebra, ya que hay especies como el pez medaka
que no es capaz de regenerar el ventriculo tras un dafio experimental.*8

A pesar de que la amputacion de una pequefa parte del ventriculo es el tipo de
dafio experimental mas comun, no es el mas reproducible. Hay otros métodos como la
cauterizacién que permiten generar heridas altamente reproducibles y comparables al
proceso isquémico consecuente al infarto de miocardio. Usando la cauterizacién con
frio o criodano se ha estudiado que el pez cebra también es capaz de regenerar este
tipo de dafo,* mientras que las especies de mamifero a las que se les ha sometido a
criodafo ventricular han respondido de manera similar a un infarto de miocardio.*”=*

Este método de criodafio ha permitido poner en duda la capacidad regenerativa
del ratén en los primeros dias de vida. Mientras que la regeneracion miocardica es un
evento descrito en los ratones neonatos tras una reseccion ventricular apical,>*! este
modelo no muestra sintomas de regeneracién ventricular tras un criodafio de tipo
transmural (es decir, un dafio que afecta a todo el grosor de la pared del ventriculo)
mas semejante al infarto de miocardio adulto.>?

De todos modos, en algunos mamiferos se ha observado que algunos tejidos aje-
nos al corazén muestran cierto potencial regenerativo durante los primeros dias de
vida,>*-%5 potencial que se pierde en la vida adulta. Ademas, se ha comprobado que las
propiedades regenerativas de todos los tejidos se reducen con la edad, probablemen-
te debido al envejecimiento del componente celular del que dependen los procesos
regenerativos en dichos tejidos.>® Estos datos sugieren que la capacidad regenerativa
de los tejidos es mayor a estadios tempranos del desarrollo y se va perdiendo progre-
sivamente. Se ha estudiado que el embrion de ratén si es capaz de regenerar érganos
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como la glandula submandibular en cultivo,” presentando un potencial regenerativo
ausente en el 6rgano adulto.

A pesar de la imposibilidad de generar un dafo in vivo en el corazén embrionario
del mamifero, este procedimiento se puede llevar a cabo en el embridn de ave gracias a
su facil manipulacion y re-incubacién. Un protocolo de criodafno con nitrégeno liquido
desarrollado en nuestro grupo permite dafar el corazén del embrion,* facilitando el
estudio in vivo de la respuesta a dafo cardiaco en tejido embrionario.

2. Objetivos

Este trabajo tiene como objetivo analizar: 1) los fendmenos celulares y moleculares
que regulan la migracion y la diferenciacion de las células proepicardicas durante la
embriogénesis, incluida su contribucién clave al epicardio y a la formacion de vasos
sanguineos coronarios y 2) el papel de estas células en las respuestas embrionarias
al dafo cardiaco experimental.

3. Abordaje experimental

Este trabajo se centra en el papel que los derivados del epicardio juegan en el desa-
rrollo de anomalias congénitas y en la respuesta cardiaca a dafio experimental durante
el desarrollo. Estos estudios se estan llevando a cabo mediante el uso combinado
de embriones de mamifero (ratén) y de ave (pollo y codorniz).

El uso de lineas transgénicas en el caso del embrion de ratén nos permite es-
tudiar cdmo la ausencia de ciertos factores afecta al desarrollo cardiaco, mientras
que el uso alternativo del embrion de ave nos permite analizar cémo la ablacién o
alteracion in ovo de ciertos tejidos afecta al desarrollo del corazén.

3.1. Origen y desarrollo del endotelio coronario

La investigacién de la vascularizacién cardiaca por el endotelio coronario durante el
desarrollo embrionario ha sido un reto debido al nimero reducido de herramientas
moleculares disponibles para la identificacion y trazado de poblaciones endoteliales
especificas.’® Una dificultad adicional que limita el andlisis del crecimiento y migracién
de progenitores endoteliales es la elevada velocidad con la que estos tipos celulares
se diferencian y se ensamblan para formar estructuras vasculares primitivas.>8-6°

La mayor controversia en este tema esta basada en la asuncién de que todo el
endotelio coronario deriva de un mismo progenitor celular.”#! Esta interpretacién
se respalda de resultados obtenidos a partir del trazado de linajes celulares en el
modelo murino'®® gracias al uso de animales transgénicos. La mayor desventaja en el
estudio de estos modelos es la incapacidad de discriminar multiples linajes celulares
independientes que contribuyen de manera conjunta en el desarrollo basandonos
en la expresién de un solo marcador molecular.®®
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A pesar del bajo nimero de cepas transgénicas de aves, este modelo permite
el uso de técnicas experimentales imposibles de realizar en embriones de mami-
fero, que pueden arrojar luz a ciertos procesos del desarrollo. Por ejemplo, el uso
combinado de técnicas como la inyeccién intravenosa de lectinas fluorescentes, el
desarrollo de quimeras codorniz-pollo (Figura 1, A) y el marcaje celular con colo-
rantes vitales (por ejemplo, DiO) han permitido diseccionar el origen ontogenético
de la vasculatura coronaria.’®

Nuestros resultados muestran que células endoteliales/endocardicas de al menos
tres origenes diferentes contribuyen de manera conjunta en la formacion de la vas-
culatura coronaria del embridn. Esta conclusién esta basada en varios experimentos.
Por un lado, la inyeccién intravascular de lectinas fluorescentes LC-FITC a diferentes
estadios del desarrollo nos permite distinguir dos grupos de vasos coronarios en
formacién. Uno de ellos corresponde con los derivados de las proyecciones dor-
sales del seno venoso, que invaden la cara dorsal del ventriculo. Estudios recientes
sugieren al factor VEGF como la principal sefial que guia el crecimiento de estos
vasos coronarios en formacion.54-%¢

Ademas del seno venoso, estudios previos muestran que angioblastos derivados
del proepicardio migran hacia el miocardio ventricular.®” La quimerizacion codor-
niz-pollo combinada con la inyeccién intravascular de lectinas nos ha permitido
evaluar la contribucién de estos angioblastos al desarrollo coronario.**#® Por un lado,
en estadios tempranos del desarrollo coronario, las células endoteliales derivadas
del proepicardio se asocian e incorporan a la vasculatura coronaria derivada del
seno venoso, formando parte de las venas prospectivas. Por otro lado, en estadios
posteriores, estos derivados epicardicos migran a través del ventriculo y forman
Vasos coronarios que ocupan una posicion intramiocardica, que permanecen desco-
nectados del flujo de sangre venoso durante la primera mitad del desarrollo. Estos
resultados sugieren que estas células endoteliales no estan predestinadas a formar
parte de un destino arterial o venoso, sino que la contribucién de estos progenitores
al endotelio vascular es equitativa, como se ha descrito previamente en la formacion
de vasos extraembrionarios.®®

Ademas de la contribucion del seno venoso y del proepicardio, estudios en
el embrién de ratén han identificado al endocardio ventricular como una tercera
fuente de progenitores endoteliales vasculares.>™ El trasplante de pequefas pie-
zas de ventriculo embrionario de codorniz a pollo nos ha permitido revelar que el
endocardio del donante migra hasta formar parte del endocardio ventricular del
hospedador. Gracias al uso de marcadores especificos de endotelio de codorniz,
podemos trazar el destino de estas células que se han incorporado al endocardio
del pollo, viendo que las células endocardicas forman vasos coronarios en la pared
del ventriculo. Estos resultados confirman el potencial del endocardio embrionario
para contribuir al endotelio de vasos coronarios en el desarrollo del embrion de ave.

Por ultimo, combinando el uso de técnicas de marcaje celular (DiO) con la qui-
merizacién codorniz-pollo desvelamos el posible origen de la vasculatura coronaria
que irriga a las arterias aorta y pulmonar del corazén adulto. En los experimentos
anteriormente descritos, confirmamos que esta vasculatura no procede de ninguna
de las fuentes celulares ya mencionadas. En este trabajo observamos que dicha
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vasculatura se forma gracias a la migracion de precursores vasculares alojados en
la region distal del tracto de salida cardiaco.

En resumen, este trabajo muestra que la formacion de la vasculatura coronaria
en el embrién requiere el reclutamiento y ensamblaje de progenitores endoteliales
procedentes del endocardio del seno venoso, del endocardio ventricular, del proepi-
cardio y de la parte distal del tracto de salida del corazon.

3.2. Elorigen de la fistula arterio-ventricular

Un trabajo que se esté llevando a cabo gracias al uso simultaneo de embriones de ave
y de ratdn es el andlisis del origen de una enfermedad congénita rara denominada
fistula de la arteria coronaria.?* En este proyecto combinamos el uso del protocolo de
criodafio previamente descrito en el embrién de ave'* (Figura 1, B-D) con el andlisis
de una linea transgénica murina que se caracteriza por el desarrollo incorrecto del
epicardio mediante la delecion génica de una proteina de tipo integrina en progeni-
tores epicardicos. En este trabajo, la ablacién génica de los progenitores epicardicos
interrumpe el desarrollo del epicardio, lo que genera discontinuidades ventriculares
debido a una disminucién en la proliferacién de los cardiomiocitos que forman la capa
compacta del miocardio, generando protrusiones endocardicas y la muerte del embridn.
En este estudio, técnicas de secuenciacion nos han permitido identificar cambios de
expresion génica asociados a la presencia de esta enfermedad congénita, lo que nos
permite comparar esta patologia con casos previamente descritos en los humanos.

Por otro lado, la micromanipulacién del embrién de ave nos proporciona informa-
cion complementaria en este estudio. El protocolo de criodano (Figura 1, B-D) permite
generar una discontinuidad ventricular local en el corazén en desarrollo, lo que conlleva
a una extrusion endocardica como se describid previamente en el modelo transgénico
murino (Figura 1, E). Como en este caso la formacién de epicardio no se ve alterada,
las células epicardicas cubren completamente el endocardio extruido y se diferencian
en células similares a fibroblastos que secretan grandes cantidades de proteinas de la
matriz extracelular como el colageno. Como se ha descrito anteriormente, las células
derivadas del epicardio tienen el potencial de formar parte de la vasculatura coronaria.
En este caso, el origen ontogenético de esta patologia no es la unién anémala entre
una arteria coronaria y el lumen del ventriculo, sino la formacién de una estructura
semejante a una arteria coronaria a partir de una extrusién endocardica. Dicha extru-
sion podria estar provocada por problemas de compactacién ventricular, generando
una patologia congénita equivalente a la del corazén humano.

3.3. Regeneracion cardiaca en el embrion

El protocolo de criodafio del corazéon embrionario también nos permite estudiar la
respuesta a dafio miocardico durante el desarrollo embrionario. La ventaja de traba-
jar con este modelo es la gran similitud existente entre el corazén en desarrollo de
las aves y de los mamiferos. Ademas, combinando este método con el uso de otras
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Figura 1. El embrién de pollo como modelo de estudio. El trasplante de células proepicardi-
cas de codorniz a corazones de pollo (A) permite trazar el destino de las células del donante
usando el anticuerpo QH1 (A, sefal roja). La inyeccién intravascular de lectina de Lens culi-
naris conjugadas con fluoresceina (LC-FITC) permite el marcaje de la vasculatura coronaria
con flujo sanguineo sistémico (A, Sefal verde). Gracias a la combinacién de estas dos técni-
cas podemos estudiar si los vasos coronarios derivados de epicardio (A, sefal roja) se en-
cuentran conectados (A, flecha) o desconectados (A, cabeza de flecha) a la circulacién sangui-
nea coronaria. El protocolo de criodafio aplicado a embriones de pollo a un estadio HH16-17
(alrededor de 60 horas de incubacién) (B) permite generar un dafo ventricular in ovo gra-
cias a un filamento de cobre enfriado en nitrégeno liquido (B, flecha). En la regién caute-
rizada se observan células muertas marcadas con azul tripano (C-D, flecha). La discon-
tinuidad ventricular generada (E, flechas) conlleva a la extrusién del endocardio hacia la
cavidad pericardica del embrién, formando una estructura globosa semejante a una fistula
arterio-ventricular (E, asterisco). Cuatro dias tras la cauterizacién, los embriones presen-
tan grandes cantidades de alfa actina de musculatura lisa (F, sefal verde) y colageno de tipo 1
(F, sefal roja) en el area dafiada (F, linea discontinua). En esta zona, la proteina alfa actina de muscu-
latura lisa esta presente en el citoplasma de células de tipo fibroblastico (F’, sefial verde) mientras
que el colageno de tipo 1 se encuentra secretado en la matriz extracelular (F’, sefial roja). A: atrio;
CP: cavidad pericardica; End: endocardio; Mio: miocardio; TS: tracto de salida; V: ventriculo; VD:
ventriculo derecho, VI: ventriculo izquierdo. Barras de escala: A: 300pm; A’: 100pm; B,C: 500um;
C,D, E, F: 200pum; F: 25um.
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técnicas como la quimerizacion interespecifica es posible analizar el comportamiento
de ciertos linajes celulares, como el epicardio, tras un dafio miocardico. El objetivo de
este trabajo es identificar los programas endégenos del tejido cardiaco embrionario
que se activan tras un dafio que simula un infarto de miocardio.

Debido a que el objetivo final de esta tesis doctoral es identificar los programas
cardiacos enddgenos que se activan en respuesta a un dano experimental, esta inves-
tigacion es relevante para el estudio de los mecanismos y las limitaciones naturales
en los eventos de regeneracion cardiaca en vertebrados. Aunque la proliferacion
de células miocérdicas es clave para comprender la regeneracién cardiaca en otros
modelos como el pez cebra™, nuestros resultados mas recientes muestran que la alta
capacidad proliferativa del ventriculo embrionario no es suficiente para sustentar un
proceso regenerativo, siendo la reparacion fibrética (incluida la sintesis y depédsito
de colageno) la respuesta predominante del corazén embrionario a un dafio de tipo
transmural (Figura 1, F-F).
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Resumen

Durante los ultimos 15 afos, diferentes laboratorios han descrito la existencia de células
multipotentes residentes en el intersticio cardiaco, células capaces de originar distintos
tipos celulares cardiovasculares como células endoteliales, células musculares lisas y
cardiomiocitos. Estas poblaciones, ademas, se caracterizan por su variabilidad, por lo que
a pesar de su posible importancia regenerativa aun se desconoce si constituyen un unico
linaje con varios estados de diferenciacion, o por el contrario suponen varias poblaciones
de distinto origen. Ademas, las verdaderas células madre se encuentran en un nicho, un
microambiente especifico donde son capaces de mantener sus propiedades singulares, pero
en este caso el nicho atn no ha sido descrito ni caracterizado. Si el intersticio cardiaco actua
como un auténtico nicho para estas células, los vasos sanguineos coronarios y los nervios
periféricos cardiacos serian posibles candidatos para actuar como estructuras de soporte,
dada su intensa sefializacion cruzada mediante neurotrofinas y endotelinas.

1. Introduccién
1.1. Capacidad regenerativa en el corazon de mamiferos

Durante muchos anos el corazén adulto de mamiferos ha sido considerado un érgano
postmitdtico, ya que poco después del nacimiento se produce la transicion desde una
fase de crecimiento hiperplasico (crecimiento por proliferacion de cardiomiocitos)
a una fase de crecimiento hipertréfico en el que no aumenta el nimero de cardio-
miocitos sino su tamario. Esta transicion esté correlacionada con la maduracion de
los cardiomiocitos, consistente en la duplicacién del material genético sin citocinesis,
el incremento en la densidad de microfibrillas y la aparicién de discos intercalares
maduros.t? En muchos casos se ha considerado que este cambio marcaba la pérdida
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de las propiedades regenerativas en favor de los mecanismos reparativos del érgano
(fibrosis y cicatrizacion). De hecho, en ratones neonatos de 1 dia, la reseccién del
apex supone la formacién primaria de un coagulo de sangre que es sustituido pro-
gresivamente por matriz extracelular y células musculares gracias a la proliferacion
de los cardiomiocitos existentes, mientras que en neonatos de 7 dias se produce
una fibrosis similar a la de un organismo adulto con pérdida de masa miocérdica y
ausencia de regeneracion real.

Sin embargo, durante los ultimos quince anos se ha descubierto que en cir-
cunstancias normales el miocardio adulto de los mamiferos se renueva lenta pero
constantemente.* Esta renovacién se ha atribuido tanto a pequefas poblaciones
de cardiomiocitos inmaduros y proliferativos® como a diferentes tipos de células
cardiacas residentes con perfil de células madre o progenitores, denominadas por
algunos investigadores células madre cardiacas (CSC, del inglés Cardiac Stem Cell).
Estas células se caracterizan por su capacidad de autorrenovacién, formacion de
cardiosferas y diferenciacion clonal en diferentes tipos celulares cardiovasculares
(células endoteliales, células musculares lisas, cardiomiocitos y fibroblastos).® Algu-
nas de estas células también expresan diversos marcadores como c-Kit,” Bmi-18 o
Sca-1,°% asociados a la condicion troncal.

1.2. Células madre cardiacas: origen y caracterizacion

El origen de estas CSC es muy discutido. De hecho, alin se desconoce si los marca-
dores moleculares mencionados anteriormente identifican a linajes ontogenéticos
diferentes o a distintos estados fisioldgicos o de diferenciacién de un mismo linaje.
Esta cuestion es de gran importancia, ya que el origen embrionario de estas células
podria determinar, en gran medida, su respuesta a sefiales moleculares y estimulos
diversos (patoldgicos o no).

Numerosos investigadores consideran a los progenitores epicardicos embriona-
rios, contenidos en el proepicardio, como un posible origen de CSC. El proepicardio,
un grupo de células de origen celémico no incluido en el creciente cardiaco y situa-
do en la regién caudal del corazén en desarrollo, da lugar a un epicardio primitivo
cuando las células proepicardicas se adhieren a la superficie miocardica mediante
vellosidades y cubren el miocardio formando un epitelio monoestratificado. Inmedia-
tamente este epicardio primitivo experimenta una transicién epitelio-mesénquima,
con lo que algunas células epiteliales sufren un cambio fenotipico profundo y se
transforman en células mesenquimaticas que reciben el nombre de EPDC (del inglés,
Epicardial-Derived Cell), que migraran hacia el subepicardio primero (matriz extra-
celular situada entre el epicardio y el miocardio) y posteriormente hacia el miocardio,
donde contribuyen al sistema de vasos que irriga el corazén y que conocemos como
sistema vascular coronario (Figura 1). Por lo tanto, el epicardio se genera de forma
independiente con respecto al miocardio y al otro epitelio cardiaco, el endocardio
(ambos derivados del campo cardiaco primario y secundario).’?* La médula ésea
también ha sido considerada posible fuente de CSC. Durante las Ultimas fases del
desarrollo embrionario de ratén y la vida adulta se produce la incorporacién de
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células derivadas de médula ésea a las paredes cardiacas, especialmente alrededor
de las arterias coronarias (Figura 1).** En algunas ocasiones se ha observado que
estas células, caracterizadas por la expresion de CD45 o CD34, también expresan
algunos de los marcadores mencionados anteriormente como c-Kit y Sca-1.16-18

Dentro de las células con fenotipo de CSC, las células c-Kit* son las mejor carac-
terizadas desde su descubrimiento a principios de siglo.” Con excepcién de Sultana et
al. 2015,*° la mayoria de los estudios han establecido un numero muy bajo de estas
células en el corazon adulto, de las cuéles una proporcion variable expresan CD45y
por tanto son derivadas de médula 6sea.’”-2° Las células c-Kit*/CD45" se caracterizan
por una expresion elevada de marcadores mesenquimales (CD90 y CD166), marca-
dores de diferenciacion a cardiomiocitos (Nkx2.5 y GATA4) y de otros marcadores
de células madre o progenitoras como Bmi-1, FIk-1 o MDR1. Sin embargo, son ne-
gativas para Isl-1 o Sca-1."1"2° |n vitro se comportan como células clonogénicas con
capacidad de autorenovacion y multipotencia, ya que pueden formar cardiosferas y
dar lugar a células endoteliales, de musculatura lisa o cardiomiocitos con un feno-
tipo inmaduro,”"2! pero se ha demostrado que in vivo su capacidad para originar
cardiomiocitos es muy limitada, tanto en condiciones de homeostasis® como tras
un dafio isquémico.?-23

Sca-1, otra de las moléculas asociadas a las CSC, se expresa en el 14-17% de
la fraccion no miocitica adulta, en células localizadas junto a la [dmina basal de los
vasos coronarios o asociadas a cardiomiocitos.®!® Un elevado porcentaje no expresa
otros marcadores de células madre como c-Kit, Flt-1 o FIk-1,%%18 pero si marca-
dores relacionados con la diferenciacion endotelial® 82425 o cardiomiocitica.®*°
La proporcién de células Sca-1*/CD45* del total de células Sca-1* varia segun el
estudio, caracterizandose la poblacién Scal*/CD45- por ser capaz en cultivo de
diferenciarse en los tres linajes principales con un fenotipo en la mayoria de los
casos inmaduro.® In vivo tienen una escasa capacidad para formar cardiomiocitos,
tanto en homeostasis como después de un dafno.>®

Algunas células Sca-1* destacan por su capacidad intrinseca para expulsar
el colorante Hoechst gracias a que poseen transportadores de tipo ATP, como el
transportador Abcg?2. Esta poblacion, denominada Side Population (SP), disminuye
con la edad del animal*®2¢ y se caracteriza por no expresar marcadores de células
derivadas de médula ésea (CD45, CD34), pero si expresar en un porcentaje variable
marcadores de linaje endotelial (CD31 o Tie2) o de linaje cardiomiocitico (Nkx2.5,
GATA4, aSMA).2™2° En cocultivo con cardiomiocitos maduros son capaces de originar
cardiomiocitos MEF2C*, GATA4*, a-actinina* y Troponina T*.2527 Se ha observado que
tras un infarto de miocardio su nimero disminuye rapidamente por diferenciacién
a células endoteliales CD31* y vVWF*, pero poco después la poblacién original se
recupera por division celular de la poblacion remanente.’¢:28.2°

Las células cardiacas Bmil* también parecen constituir otra subpoblacién de
células Sca-1*/CD31* localizadas perivascularmente o en el intersticio entre cardio-
miocitos. Tanto in vitro como in vivo (homeostasis e infarto de miocardio) pueden
diferenciarse en endotelio, musculatura lisa y cardiomiocitos.®°
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Proepicardio E) Célula epicardica Médula dsea “ Macréfago
(&) célula endotelial @ ceuns
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Figura 1. En el dibujo se representan los principales elementos del intersticio cardiaco, destacando
la contribucién del proepicardio (EPDCs, verde) y de la médula ésea (BMDCs, rojo) en la formacion
de este intersticio. También se muestra la localizacién en el tejido cardiaco de las llamadas células
madre cardiacas (CSCs, morado), cuyo origen ain no ha sido establecido. Abreviaciones: A, Arteria;
V, Vena; Ep, Epicardio.

1.3. El concepto de nicho. Nervios y vasos

Las verdaderas células madre se localizan en nichos. Un nicho de células madre se
define como el microambiente especifico en el que estas células mantienen sus
propiedades singulares, incluyendo su potencial de desarrollo y habilidad para la
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auto-renovacién.® Los nichos de células madres estan normalmente formados por:
1) células madre, 2) células derivadas de células madre en diferenciacion, 3) células de
soporte que regulan el comportamiento de las células madre mediante sefalizacion
endocrina y paracrina, 4) matriz extracelular caracteristica, y 5) moléculas senali-
zadoras que modulan las propiedades de las células madre.*? En el corazén, algunas
de las funciones del nicho pueden ser realizadas por cardiomiocitos y células con
apariencia fibroblastica, una idea que es respaldada por la existencia de complejos
de unién entre las células intersticiales de fenotipo fibroblastico y las CSC.3%3*

Si el intersticio cardiaco actla como un nicho real, es muy posible que las es-
tructuras vasculares participen en su organizacién, como ocurre en otros érganos
que albergan células madre como el higado, el cerebro, el bazo o el hueso.*>3¢ De
acuerdo con esto, otro dominio cardiaco extensivamente vascularizado como el
epicardio ha sido también considerado como nicho cardiaco.2®2*3” Un posible
elemento adicional en el establecimiento del nicho cardiaco podria ser el sistema
nervioso simpatico, dada su asociacion con los vasos sanguineos en numerosos
6rganos.®® En el corazdn de ratén, la inervacion simpatica comienza a 13,5dpc junto
a las venas de gran diametro (EfrinaB4*) situadas entre el epicardio y la superficie
del miocardio (el subepicardio). Posteriormente, estas fibras invaden el miocardio
donde se desarrollan las arterias coronarias (endotelio EfrinaB2*)*-* (Figura 1).
Esta relacion entre los dos tejidos depende de una sefializacion cruzada dependiente
de neurotrofinas* y endotelinas.*®

1.4. Neurotrofinas

Descrita por primera vez en el sistema nervioso, la familia de neurotrofinas esta
formada por cuatro polipéptidos muy relacionados en mamiferos: factor de creci-
miento nervioso (en inglés nerve growth factor, NGF), factor neurotroéfico derivado
del cerebro (en inglés brain derived neurotrophic factor, BDNF), NT-3 y NT4/5.
Todas estas formas son sintetizadas como proteinas precursoras que son proce-
sadas intracelularmente por furinas o extracelularmente por metaloproteinasas
dando lugar a neurotrofinas maduras que se asocian como homodimeros.** 4
Las formas maduras de neurotrofinas son reconocidas por receptores del tipo tirosina
quinasa, concretamente por los miembros de la familia Trk: TrkA, TrkB y TrkCy sus
respectivas isoformas truncadas. Estos receptores, que actian como homodimeros,
se caracterizan por su elevada homologia en el dominio intracelular difiriendo en la
fraccién extracelular responsable del reconocimiento de la neurotrofina. Asi, TrkA
actua como receptor de NGF, ambos BDNF y NT4/5 activan a TrkBy NT-3 es el
principal ligando de TrkC, aunque también pueden asociarse a TrkAy TrkB con me-
nor eficiencia®. En ausencia de receptores TrkB las neurotrofinas también pueden
interactuar con el receptor p75N™R implicado en la apoptosis y muerte celular.#®

Aungue el estudio de las neurotrofinas y sus receptores en el corazén de ma-
miferos alin se encuentra en un estado poco desarrollado, la informacién existente
refleja la gran importancia que estas moléculas poseen tanto en el desarrollo como
en mantenimiento de la homeostasis adulta.
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Una de las neurotrofinas mejor caracterizadas en la actualidad es NGF, dada su
importancia en la formacion del sistema nervioso simpético cardiaco. En ratones,
NGF comienza a expresarse a partir de 15,5dpc en la musculatura lisa de los vasos
coronarios, ejerciendo una senalizacién paracrina sobre los nervios simpaticos
procedentes del ganglio estrellado que acaban de contactar con la superficie del
corazén. Esto tiene como resultado que los nervios simpaticos se extiendan sobre
los vasos coronarios segun el patrén mencionado anteriormente. Posteriormente,
la senalizacion ejercida por las células musculares lisas disminuye, pero su expre-
sién aumenta en los cardiomiocitos adultos donde parece ejercer una sefializacion
autocrina importante para la supervivencia y homeostasis de éstos.**°

La expresion de BDNF y TrkB también comienza en el endotelio y musculatura
lisa de los vasos coronarios, durante la embriogénesis tardia. Esta localizacion, asi
como los experimentos de inhibicién realizados, sugieren que BDNF acttia de forma
autocrina sobre las células endoteliales promoviendo su supervivencia y de forma
paracrina sobre pericitos y células musculares lisas promoviendo su reclutamiento
hacia los vasos y la produccion de matriz extracelular.5%5! TrkB también se expresa
en los cardiomiocitos adultos, aunque su importancia en la actividad miocardica no
esta demostrada.®

NT-3, por el contrario, es una neurotrofina con una funcion significativa en la
proliferacion temprana de los cardiomiocitos inmaduros durante las primeras fases
del desarrollo del corazon, limitandose posteriormente su expresidn a los vasos co-
ronarios durante el estadio adulto.>*** Dada la ausencia de TrkC en arterias y venas
coronarias, es posible que NT-3 ejerza su funcién a través de TrkB.

2. Hipétesis y Objetivos

La hipotesis basica de este trabajo es que el espacio intersticial, especialmente el
espacio intersticial pericoronario, determina un auténtico nicho para diversos tipos
de CSC, de forma tal que la modulacién de las propiedades del nicho podria permitir
activar una respuesta regenerativa endogena en el corazén dafado. Los objetivos
cientificos concretos se detallan a continuacién:
® Objetivo 1: Analizar la ontogenia de diversas poblaciones de células madre
cardiacas o progenitores cardiacos (c-Kit, Sca-1, y Bmi-1).
® Objetivo 2: Estudiar la localizacién de las diversas células madre cardiacas
en el corazdn fetal, postnatal y adulto, especialmente en relacion a los vasos
sanguineos del sistema coronario y a los nervios cardiacos.
® Objetivo 3: Definir las senales moleculares implicadas en el mantenimiento
de un posible nicho de células madre cardiacas con un énfasis especial en el
papel de las neurotrofinas y de las senales derivadas del endotelio y de la pared
muscular de los vasos.
@ Objetivo 4: Identificar la dindmica y la respuesta especifica de las células
madre y progenitores residentes en el corazén infartado.
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3. Plan de investigacion

Los experimentos previstos se muestran en relacion con los objetivos cientificos
descritos anteriormente.

Objetivo 1:

Tarea 1: Analizar la relacién ontogenética de los progenitores cardiovasculares
c-Kit, Sca-1, Bmil e Islet-1 con los linajes celulares epicdrdicos mediante el uso
de trazado genético Cre/LoxP. Se usaran lineas de ratones trangénicos (Wtl1<ey
G2GATA4C) que tras su cruzamiento con la linea reporter RO*25YFP permite el trazado
permanente de las células del linaje epicardico (células Wt1e"FP* y G2GATA4CreYFP+)
tanto en el corazén embrionario como en el corazén adulto. Se estudiara la relacién
que los progenitores cardiovasculares identificados en el corazén mantienen con el
linaje epicardico. Se emplearan anticuerpos especificos para identificar a las células
c-Kit*, Sca-1*, o Bmi-1* mediante inmunohistoquimica y citometria de flujo proce-
dentes de corazones embrionarios (ES,5-18,5), neonatos y adultos y se determinara
el porcentaje de CSC/progenitores derivadas de epicardio (YFP*) que expresan los
marcadores c-Kit, Sca-1 o Bmi-1.

Tarea 2: Estudiar la relacién ontogenética de los progenitores cardiovasculares
c-Kit, Sca-1, y Bmi-1 con los linajes celulares derivados de la médula é6sea me-
diante el uso de trasplante de médula de donantes transgénicos. Se emplearan
como receptores ratones de linaje C57BL/6 asi como ratones procedentes del cruce
de las lineas Wtl1cre y ROSA26YEP que serdn convenientemente irradiados con rayos
X.Ambos tipos de receptores seran trasplantados con médula ésea procedente de
ratones donantes que expresan de forma constitutiva la proteina fluorescente roja
(RFP). En el caso de los trasplantes en receptores postnatales, los individuos habran
sido sometidos a mieloablacion mediante un tratamiento con busulfan. Se emplearan
anticuerpos especificos y técnicas de inmunohistoquimica y citometria de flujo para
identificar a las células que co-expresen RFPy cualquiera de los marcadores de CSC/
progenitores descritos en la tarea 1 (c-Kit*, Sca-1* o Bmi-1").

Objetivo 2:

Tarea 3. Generar un mapa de la localizacion de los diversos tipos de CSC/progeni-
tores cardiacos en el corazén fetal, postnatal y adulto, especialmente en relacién
con los vasos coronarios y los nervios cardiacos, con el fin de caracterizar los
componentes celulares de un hipotético nicho pericoronario. Se usaran los modelos
experimentales anteriormente descritos para analizar mediante inmunohistoquimica
corazones embrionarios (E9,5-18,5), neonatos y adultos y caracterizar la distribu-
cién de las células c-Kit*, Sca-1*, Bmi-1* respecto a los vasos coronarios de origen
epicardico (YFP*). Se prestara especial atencién a la localizacion de estas células
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en la intima endotelial (CD31* lectina), la media muscular (aSMA*) o la adventicia
fibrosa (Ddr2*). También se estudiara la localizacién de estas células respecto a los
nervios cardiacos (BllI-tubulina®).

Objetivo 3:

Tarea 4. Definir las sefiales moleculares (neurotrofinas) implicadas en el man-
tenimiento de un posible nicho de células madre cardiacas en el ratén adulto.
Utilizando de forma combinada técnicas de inmunohistoquimica, citometria de
flujo, hibridacién in situ y gRT-PCR se analizaran corazones adultos de una linea de
ratones control (C57BL/6) y en ratones Wt1eROSA26YEP para determinar la expresion
de diversas neurotrofinas (NGF, BDNF y NT-3) y receptores de neurotrofinas (TrkA,
TrkB y TrkC) en los vasos coronarios y las CSC/progenitores cardiacos.

Tarea 5. Determinar in vitro las capacidades clonogénicas, de renovacién y de
diferenciacion de las diferentes poblaciones de CSC, asi como la influencia de
las neurotrofinas sobre estas caracteristicas. Se usaran técnicas de formacién de
cardiosferas para obtener células formadoras de cardiosferas a partir de corazones
adultos de ratdn (tanto normales como transgénicas, en este Ultimo caso con la
intencion de marcar genéticamente los linajes celulares epicardicos y derivados de
la médula 6sea). Las cardiosferas seran caracterizadas segun su expresion c-Kit,
Sca-1y Bmi-1y posteriormente cultivadas con el fin de estudiar su potencial clo-
nogénico y de diferenciacion. Ademas, en este medio se afadiran neurotrofinas o
inhibidores de neurotrofinas con el fin de determinar su efecto sobre la capacidad
para formar cardiosferas. También mediante técnicas de separacién celular se
aislaran células c-Kit*, Sca-1* o Bmil* a partir de corazones adultos de ratény se
cultivardn en medios condicionados con neurotrofinas o inhibidores de neurotrofinas
para el posterior andlisis de su expresion génica (QRT-PCR/RNAseq) y de proteinas
(inmunohistoquimica).

Objetivo 4:

Tarea 6. Identificar la dindmica y la respuesta especifica de las CSC/progenitores
cardiacos de diferentes origenes al dano por isquemia. En los ratones trasplan-
tados con médula 6sea RFP se va a realizar una ligadura en la arteria coronaria
izquierda descendente anterior (LAD), un modelo experimental en animal pequeno
para el infarto de miocardio. Una vez analizada mediante inmunohistoquimica la
distribucion de distintos tipos de CSC/progenitores cardiovasculares en diferentes
momentos de la remodelacion ventricular (1, 7 y 30 dias post-infarto), estudiaremos
fendmenos de activacion (p.ej. proliferacién y expresion de factores de transcripcion
cardiogénicos como Nkx2.5 o Mef2c). En el caso de las CSC con origen en la médula
6sea estudiaremos la expresién de marcadores pro-miocardicos pero también su
potencial para formar colonias hematopoyéticas in vitro (methocult). En este dltimo
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caso, si los resultados fuesen positivos, se intentaria reconstituir con estas células
el sistema hematopoyético de ratones irradiados (inmunodeficientes).

4. Estado actual de la investigacion

En el momento actual el anélisis de la ontogenia y la localizacion de las células c-Kit*,
Sca-1" y Bmi-1* en los modelos Wt1<¢YFP y BMRFP (Objetivos 1y 2) se ha completado
practicamente, aunque aun no se he realizado ninguin analisis estadistico mediante
citometria de flujo. Esto se debe a que la técnica empleada en la obtencién de la
fraccién no miocitica de corazones neonatos y adultos, asi como la lisis de eritroci-
tos, ha estado ajustandose para alcanzar la maxima eficiencia. Se ha comenzado la
caracterizacion del modelo G2GATA“YFP y se han realizado trasplantes de médula
0sea procedente de ratones RFP* constitutivos en neonatos Wt1<<YFP tratados
prenatalmente con busulfan, con resultados negativos debido a problemas asociados
con la expresion de RFP en el donante.

La expresién de neurotrofinas y receptores de neurotrofinas (Objetivo 3) ha
sido analizada Unicamente en el caso de TrkB, debido a la dificultad para encontrar
anticuerpos especificos de neurotrofinas que funcionen eficazmente en muestras
de corazén adulto. Actualmente se estan testando anticuerpos que reconocen BDNF
y ProBDNF usando médula espinal como control positivo.

Se ha optimizado el protocolo de obtencién de células formadoras de cardiosferas
a partir de corazones adultos C57/BI6 y Wt1CreYFP, afadiéndose Wt1GFP (expre-
sion Wtl a tiempo real) y W1REERT2Y FPflox/flox (inducible por tamoxifeno) como otros
posibles modelos para analizar el origen ontogenético de estas células. También se
ha comenzado su caracterizacion usando los marcadores descritos anteriormente,
aunque el escaso numero celular obtenido en cada réplica dificulta el anélisis.

En relacién con el objetivo 4, por motivos econdmicos alin no se han obtenido
todos los elementos necesarios para realizar el procedimiento de ligadura en la arteria
descendente anterior (LAD), pero se espera poder comenzar préoximamente esta
serie de experimentos proximamente. Dado que utilizando este modelo se esperan
realizar cultivos en medio formador de colonia hematopoyéticas (Methocult), se ha
puesto a punto esta técnica utilizando médula dsea.

Financiacion

Este proyecto esta siendo financiado por MINECO-Plan Nacional de I+D+i (codigo
BFU2015-65783-R y SAF2015-71863), MINECO-ISCIII (cédigo RD16/0011/0030-TER-
CEL) (J.M. Pérez-Pomares); Proyecto del | Plan Propio Universidad de Malaga (J.A.
Guadix) y Beca de formacién de doctores FPU15/03846 (C. Pogontke).
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Resumen

Las enfermedades metabolicas engloban a todas aquellas que impactan directamente sobre
alguna de las vias del metabolismo. Pueden tener lugar por alteraciones en el genoma que
alteren la conformacion estructural de proteinas reguladoras o los niveles de expresion
de genes clave. El prondstico de estas enfermedades dependera de dénde se produzca el
bloqueo en la via metabolica. Aquellos pasos que sean mas especificos y que no cuenten
con un modulador intermediario que pueda suplir la funcion del elemento dafiado pueden
causar mayores estragos en el organismo. Para que se pueda ajustar un tratamiento acorde
a las necesidades del paciente, es necesario realizar un completo diagnostico de la enfer-
medad, incluyendo por un lado su caracterizacion fenotipica con el uso de herramientas de
diagnoéstico tanto clinico como genético. Sin embargo, existen complicaciones a la hora de
caracterizar pacientes con cuadros fenotipicos complejos. Ademas, secuenciar el genoma
completo de todos ellos actualmente es econémicamente inasequible. Para solucionar estos
inconvenientes, se estan desarrollando nuevas aproximaciones que permiten detectar las
regiones gendmicas que con mas probabilidad son responsables de fenotipos patolégicos,
mediante el estudio de redes de asociacion. Estas asociaciones fenotipo-genotipo pueden
emplearse para el desarrollo de herramientas predictivas que sirvan como apoyo al diag-
nostico genético de enfermedades metabdlicas, facilitando la caracterizacion genotipica del
paciente en base a su perfil fenotipico. En este capitulo describimos un posible predictor que
facilite el conocimiento de las regiones gendmicas que potencialmente sean la causa de los
fenotipos patolégicos de un paciente.

1. Eltrasfondo de las enfermedades metabdlicas

Los errores congénitos del metabolismo se deben a alteraciones en regiones fun-
cionales del genoma, que pueden suponer cambios en la estructura de enzimas,
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impidiendo que realicen correctamente su funcion, o alteraciones en su nivel de
expresion, que ante determinadas circunstancias pueden provocar desregulaciones en
ciertos pasos de las rutas metabdlicas. Actualmente, a nivel clinico se esta haciendo
uso de las nuevas tecnologias de secuenciacion como herramienta de diagnéstico,
permitiendo la deteccion de variaciones genéticas que puedan ser la causa de las
distintas patologias. Estas variantes pueden comprometer la correcta funcién bio-
l6gica del organismo al poder afectar a elementos codificantes y reguladores del
genoma, dando lugar a los fenotipos o rasgos patolégicos clinicamente observables
en los pacientes. Un ejemplo conocido de estas enfermedades metabdlicas es la
fenilcetonuria, cuyos pacientes presentan bajos niveles de la enzima fenilalanina
hidroxilasa, produciendo graves trastornos mentales si no se diagnostica y trata a
tiempo.* Otro ejemplo menos conocido es el sindrome de Allan-Herndon-Dudley,
cuyos pacientes presentan deleciones en la regiéon donde se encuentra el gen
SLC16A2, que codifica para el transportador de monocarboxilato 8, el cual transporta
la hormona tiroidea T3y cuyas modificaciones resultan en retraso mental, convul-
siones, y otros problemas neurolégicos derivados.>® Mas ejemplos de enfermedades
metabdlicas estan resumidos en la Tabla 1.

Estas enfermedades metabdlicas con una escasa prevalencia en la poblacién
son conocidas como enfermedades raras, en el caso de la Unidén Europea estan
dentro de este grupo aquellas que tienen una prevalencia de menos de cinco ca-
sos por cada 10 000 individuos en la poblacion. El 80% de estas enfermedades
raras tienen base genética y su diagnostico suele ser complicado, llegando a tardar
una media de seis afios en completarse.’® Esta complicacién es el resultado de no
contar con un tamafo de muestra significativo como para establecer unas pautas
de reconocimiento de signos clinicos y asi poder disefar un tratamiento rapido y
efectivo. Por lo tanto, para solucionar este problema es necesario que los pacientes
que han sido diagnosticados con una enfermedad rara compartan su informacién
clinica con el fin de ayudar a otros pacientes que aiin no han sido diagnosticados.
Esa informacién puede incluir tanto los rasgos o fenotipos patoldgicos del pacien-
te, asi como las variaciones genéticas responsables de los mismos y su modo de
herencia. La informacion se almacena en bases de datos de acceso restringido que
pueden ser empleadas por cientificos con acceso a las mismas. Usando estos datos,
se pueden realizar estudios en red que relacionen los fenotipos patolégicos de los
distintos pacientes con las regiones del genoma afectadas, estableciendo asociaciones
fenotipo-genotipo que pueden ayudar a conocer las causas genéticas de los rasgos
clinicos de la enfermedad.

Existen diversos proyectos que se encargan de recopilar informacion clinica y
genética de pacientes con enfermedades raras a lo largo del mundo.!® Uno de ellos
es DECIPHER (DatabasE of genomiC varlation and Phenotype in Humans using
ENSEMBL Resources),” que incluye una base de datos con informacién fenotipica
y genotipica de pacientes recogida a lo largo de todo el mundo. La informacién
genotipica mayoritariamente engloba variaciones en el numero de copias (CNV, del
inglés Copy-Number Variation) a través del uso de arrays de hibridacién genémica
comparativa (arrays-CGH), incluyendo delecciones y duplicaciones en regiones
concretas del genoma. Por otra parte, también se incluye informacién acerca del
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Tabla 1. Ejemplos de algunas enfermedades metabdlicas. Informacién obtenida a partir de infor-

macién almacenada en Orphanet y OMIM.

m Descripcion Sintomas Prevalencia m Locus

Enfermedad
de Fabry”

Fenilcetonuria®

Enfermedad
de Andersen
(glucogenosis
tipo IV)°

Sindrome
de Wilson®

Galactosemia ™

Sindrome
de Hurler?®?

Enfermedad
de Gaucher®

Lipogranulo-
matosis
de Farber

Sindrome
de Allan-
Herndon-
Dudley®

Alteraciones en el gen
que codifica la enzima
a-galactosidasa, que
produce alteraciones
del metabolismo de la
globotriosilceramida, la
cual se acumula en los
lisosomas

Ausencia de la enzima
fenilalanina hidroxilasa
que afecta al correcto
metabolismo de la
fenilalanina

Deficiencia de la enzima
glucano transferasa que
produce la acumulacién
de polisacaridos poco
ramificados

Deficiencia de la ATPasa2
cotransportadora de
cobre, alterando el
correcto transporte de
iones de cobre en tejido
hepatico, ocasionando su
acumulacion

Deficiencia de la enzima
galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa que
afecta al correcto
metabolismo de la
galactosa y produciendo
su acumulo en sangre

Deficiencia de la enzima
alfa-L-iduronidasa

que produce un
acumulo excesivo de
mucopolisacaridos en
determinados tejidos

Deficiencia de la enzima
beta-glucocerebrosidasa
que produce el

acumulo intracelular

de esfingolipidos

Deficiencia de la enzima
ceramidasa acida, que
participa en la hidrdlisis
de las ceramidas,
produciendo su acimulo
en lisosomas

Deficiencia del
transportador MCT8,
especifico de hormonas
tiroideas

Daros en distintos
érganos que producen
disfunciones

renales, cardiacas,
gastrointestinales y
trastornos mentales

Retraso mental y del
desarrollo motor, con
anomalias del tono
muscular

Trastornos hepaticos
que pueden derivar en
cirrosis y causar muerte
prematura, insuficiencia
cardiaca y degeneracion
muscular

Trastornos hepaticos,
neuroldgicos y/o
psiquidtricos

Trastornos digestivos,
hepaticos y del sistema
nervioso

Retraso mental y del
desarrollo motor, asi
como anormalidades en
estructuras éseas

Trastornos hepaticos,
neuroldgicos y
osteopatias

Trastornos hepaticos,
respiratorios, digestivos
y motores

Alteraciones de los

niveles de hormonas
tiroideas, hipotonia y
trastornos cognitivos

1/3.000 Xq22.1
1/10.000 PAH 12g232
1/20.000 GBE1 3pl2.2
1/25.000 ATP7B  13ql4.3
1/50.000 GALT 9p13

1/100.000 IDUA 4p16.3

1:100.000 GBA 1q21
1/1.000.000  ASAH1 8p22
Desconocida SLCI6A2 Xql3.2
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tipo de herencia: si las mutaciones son de novo, heredadas del padre, de la madre o
de ambos. En cuanto a la informacion fenotipica, cabe destacar que todos los rasgos
de los pacientes vienen anotados usando el mismo sistema jerarquico de términos
clinicos dentro de la ontologia conocida como la Human Phenotype Ontology (HPO).8
El uso de una ontologia de términos posibilita que los datos de dos pacientes con
rasgos semejantes puedan ser comparados.

Estos datos han sido utilizados para establecer un modelo de red que asocie
las regiones gendémicas mutadas de los pacientes con los fenotipos patolégicos que
presentan.!® Mediante el estudio del modelo de red, se han podido calcular los valores
de asociacion de las distintas asociaciones fenotipo-genotipo establecidas.?® Estas
asociaciones pueden servir para la prediccion de regiones gendmicas afectadas
en nuevos pacientes. El software de prediccion que proponemos a continuacion
serviria como herramienta de apoyo al andlisis clinico de pacientes con diagnostico
no cerrado, cuya patologia sea de origen genético. En base al perfil fenotipico de
un paciente dado, que incluya los rasgos mas caracteristicos observables, asi como
resultados de andlisis y otras pruebas diagnosticas, el predictor ordena las posibles
regiones gendémicas que con mayor probabilidad sean la causa de dichos rasgos.
De esta manera y con andlisis posteriores, se podrian determinar los elementos
funcionales responsables de los fenotipos patoldgicos del paciente.

El desarrollo de una pagina web que incluyera todas las funcionalidades del pre-
dictor facilitaria su uso por la comunidad cientifica. Estas funcionalidades incluirian:
(i) un sistema de ayuda a la traduccion de términos patolégicos al sistema HPO, (i) un
control de calidad para escoger fenotipos especificos (cuanto mas especifico sea un
término patoldgico, mas precisa sera la prediccion de la region gendémica causante
del fenotipo) y (iii) una tabla que muestre las regiones candidatas y sus correspon-
dientes fenotipos patolégicos, ordenadas por el valor significativo. Del mismo modo,
implementar un médulo de anotacién que localice los elementos funcionales del
genoma en base a las regiones predichas, serviria de apoyo a la investigacién del
origen genético de las enfermedades metabdlicas.

2. Descripcion y aplicabilidad
2.1. Creacion y analisis de redes de asociacion fenotipo-genotipo

En contextos de datos escasos o muy complejos, la integracion a gran escalay la
comparacion sistematica de datos clinicos y genéticos heterogéneos es fundamental.
Por ello, los estudios basados en redes para la identificacion de nuevas relaciones
significativas entre las mutaciones y las enfermedades estan a la vanguardia. Para
crear la red de asociaciones fenotipo-genotipo que empleamos en este estudio,
partimos con informacién de pacientes almacenada en la base de datos DECIPHER
(http://decipher.sanger.ac.uk/),” la cual incluye informacién de mas de 22 000
pacientes recopilada a lo largo de todo el mundo (datos de enero 2017, versién
v9.12). DECIPHER ofrece informacion de la regién mutada, siendo la gran mayoria
variaciones en el nimero de copias, asi como los fenotipos patoldgicos clinicamente
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Figura 1. En base a la informacién de pacientes disponible en la base de datos de DECIPHER, creamos
redes que relacionen fenotipos patolégicos (HPO#, ) con regiones mutadas (R ) a través de la informa-
cién de los pacientes (Pac. A, B, C) para el calculo de las asociaciones entre fenotipos y genotipos usando
el programa NetAnalyzer.

observados que manifiesta el paciente, anotados como términos de un vocabulario
estandarizado y jerarquicamente organizados, conocido como Human Phenotype
Ontology (HPO).282 Con esta informacidn, se establece un modelo de red triparti-
ta que relaciona fenotipos patoldgicos, a través de los pacientes, con sus regiones
genomicas mutadas (Figura 1).

A continuacion, se asocian los fenotipos patoldgicos y los genotipos con una
herramienta, NetAnalyzer (https://rubygems.org/gems/NetAnalyzer/versions/0.1.2),
disenada para el andlisis de red y calculo de valores de asociacion. Emplea distintos
indices de similitud (Jaccard, Simpson, geométrico y coseno) y métodos probabi-
listicos (coeficiente de correlacion de Pearson e hipergeométrico).2° Para escoger
el método que mejor se ajusta a nuestro modelo de red, se realiza una validacion
cruzada sobre el modelo de red, escogiendo un 10% de la misma como control po-
sitivo (set de validacion, que incluye relaciones fenotipo-genotipo directas), y el 90%
restante de la red para calcular los valores de asociacién (set de entrenamiento).
Los resultados obtenidos por el set de entrenamiento se comparan con el set de
validacién y se calculan los valores de Precision-Recall (PR), aplicando el método
desarrollado por.22 En este caso, se selecciona el método hipergeométrico, ya que
en comparacion con el resto de métodos, se ha demostrado que es el que mejor se
ajusta al modelo de red propuesto.2©.23

2.2. Desarrollo de software de prediccion de regiones genomicas

El predictor tiene como finalidad predecir que regiones genémicas pueden, poten-
cialmente, causar los fenotipos patolégicos de un paciente. Para poder realizar las
predicciones, se necesita por un lado el perfil de fenotipos patolégicos clinicamente
observados de un paciente y catalogados por la HPO, asi como las asociaciones feno-
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fenotipo-genotipo

| Genotipo Fenotipos Valor integrado

R2 HPO#1, HPO#2, HPO#3 0.0005
B PREDICTOR --=R4 HPO#2 0.006
o y ‘ i R1 HPO#2, HPO#3 0.002
N R3 HPO#3 0.024
HPO#1, HPO#2, HPO#3 ETAPAS

Busqueda de fenotipos
HPO.
Comprobacion de
regiones comunes entre
HPOs, transformacién e
integracion de los
valores de asociacién

Ordenamiento de

valores integrados.

Figura 2. Esquematizacién del proceso de prediccién de regiones potencialmente afectadas en
base al perfil fenotipico de un paciente.

tipo-genotipo calculadas por el método anteriormente descrito. Con mas detalle por
etapas (figura 2), el predictor: (i) se encarga de la busqueda de los fenotipos del paciente
dentro de las asociaciones. Puede suceder que haya fenotipos muy especificos que el
predictor no localice debido a que no se encuentren en el conjunto de datos a partir del
cual construimos nuestras asociaciones. Una vez que se localizan estos fenotipos, (ii) el
predictor comprueba cuales comparten regiones genémicas. Hay que considerar que
cada fenotipo por separado tendra un valor de asociacion determinado con la regién
predicha. Por lo tanto, para obtener un valor Unico que relacione todos los fenotipos
patoldgicos encontrados en la regién predicha, se utiliza un método que los combine.
Finalmente, (iii) el predictor devuelve una lista con las regiones genémicas predichas,
los fenotipos patolégicos localizados en ellas y los valores.

2.3. Validaciéon de los resultados

Con el fin de confirmar la validez de los resultados de nuestro sistema de prediccion,
se utiliza un conjunto externo de relaciones entre fenotipos-genotipos, experimen-
talmente validadas y publicadas. Para ello, se emplean los fenotipos del conjunto
de datos a modo de “perfil fenotipico” para predecir las regiones genémicas que
son la causa de los mismos. Se comparan las regiones gendémicas predichas con las
relacionadas a los fenotipos en el conjunto de datos y se determina la tasa de fallos
y aciertos del sistema.

3. Posibles aplicaciones

Este modelo de predictor podria facilitar la caracterizacién de pacientes sin un diag-
ndstico cerrado, ayudar a la determinacién de zonas potencialmente afectadas en
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base al cuadro fenotipico presentado por el paciente y precisar la zona afectada para
comprobar experimentalmente las alteraciones en el genoma del paciente. Mediante
colaboraciones con otros grupos de investigacién clinica, se podrian predecir las
regiones que con mayor probabilidad se asocien al cuadro fenotipico de pacientes
que son complicados de diagnosticar, ofreciendo una primera respuesta sobre las
posibles causas genéticas de esta enfermedad. Esta informacion genotipica predicha
se podria analizar mediante herramientas de anotacion de elementos funcionales
del genoma para localizar aquellos que se encuentren implicados en la aparicion de
los fenotipos patolégicos del paciente.

Del mismo modo, este predictor se podria emplear para descifrar las causas
genéticas de otras enfermedades metabdlicas cuyo origen aun es incierto. Se podran
predecir las regiones genéticas que con mayor probabilidad sean la causa de un
perfil fenotipico para proceder con la caracterizacién genotipica de esas regiones
de forma experimental, empleando arrays-CGH o paneles génicos que abarquen
las zonas predichas, confirmando si existen mutaciones en las mismas. A su vez,
mediante el uso de herramientas de andlisis de variantes como GenomeCAT?% se
pueden analizar los CNV caracterizados y determinar qué genes u otros elementos
funcionales estan afectados.
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Resumen

El alineamiento multiple de secuencias juega un papel fundamental en inferencia filogenética,
prediccion de estructuras proteicas o prediccion funcional. Su objetivo es comparar secuencias
de ADN, ARN o proteinas con la finalidad de identificar regiones conservadas entre ellas. En-
contrar un alineamiento dptimo es un proceso cuya complejidad crece exponencialmente con
el numero de secuencias vy su longitud, por lo que se han propuesto algoritmos bioinspirados
para su resolucion. Este capitulo se centra en el uso de algoritmos evolutivos multiobjetivo de
optimizacion para resolver el problema del alineamiento multiple de secuencias. A partir de
diversos criterios para medir la calidad de los alineamientos, se propone una herramienta que,
mediante un algoritmo evolutivo, sea capaz de obtener un conjunto de soluciones de compro-
miso que tengan en cuenta dos 0 mas criterios de forma simultanea. De este modo, el usuario
puede elegir el alineamiento que considere mas adecuado segun su experiencia o preferencias.

1. Introduccion

El alineamiento multiple de secuencias? (MSA, por sus siglas en inglés) consiste en
encontrar el alineamiento 6ptimo de dos o méas secuencias de nucleétidos (ADN,
ARN) o aminoacidos (proteinas) con la finalidad de identificar zonas conservadas
entre ellas. Es un problema ampliamente estudiado en biologia computacional, pues
sirve de apoyo para multiples técnicas como la prediccién de estructuras proteicas,
analisis filogenético, homologia por secuencia, anotacién funcional, etcétera.

La figura 1 muestra un ejemplo en el que podemos ver un alineamiento multiple
de cuatro secuencias pertenecientes a las subunidades delta, beta y gamma del gen
HBAL. En la cadena inferior, o cadena consenso, se muestra informacion sobre la
conservacion de éstas, lo que nos permite identificar regiones conservadas y teorizar
sobre relaciones evolutivas entre nuestras secuencias.
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Figura 1. Ejemplo de MSA.

Se han propuestos diversos algoritmos para encontrar el alineamiento éptimo
entre tres o mas secuencias. Una posible clasificacion de los mismos los divide en
técnicas exactas, que encuentran la solucién éptima a cambio de consumir gran
cantidad de tiempo y recursos, y no exactas, que, aunque no aseguran encontrar la
solucion éptima, si lo hacen en un tiempo acotado. Dado que el problema de MSA
crece al aumentar el numero de secuencias como su longitud, se han propuesto
algoritmos evolutivos para su resolucion. Para ello debemos establecer una o mas
funciones que nos permitan cuantificar la calidad de nuestro MSA, que deben ser
optimizadas en funcion de ciertas restricciones.

Los algoritmos evolutivos han sido usados con éxito en el pasado para resolver
alineamientos multiples de secuencias*y otros problemas de biologia computacional.
Uno de estos algoritmos, denominado MO-SAStrE,® estd basado en el algoritmo
evolutivo multi-objetivo mas popular y usado, NSGA-I1,® y usa tres funciones objetivo
diferentes: STRIKE, porcentaje de columnas totalmente conservadas y porcentaje
de no-gaps. Por otro lado, M2Align se disefid con la idea de paralelizar la ejecucién
del algoritmo y mejorar su eficiencia usando una representacién caracteristica de
los alineamientos. M2Align fue implementado usando jMetal, un framework de op-
timizacién desarrollado en Java que implementa una gran variedad de algoritmos
mono- y multi-objetivo junto a sus versiones paralelas.

En la figura 2 se muestra un conjunto de soluciones (cada punto representa
un MSA) donde se han intentado optimizar tres funciones objetivo: porcentaje de
no-gaps, suma de pares y STRIKE. En el punto (A) se encuentra el MSA que mayor
puntuacién en la métrica de suma de pares ha obtenido. En el punto (B), el de mayor
porcentaje de no-gaps. En el punto (C); el MSA con mayor porcentaje de columnas
totalmente alineadas.

El objetivo general de este trabajo estd centrado en investigar la aplicacion de
algoritmos evolutivos multi-objetivo para resolver el problema de alineamiento mul-
tiple de secuencias partiendo del algoritmo M2Align, que esta desarrollado en Java,
con la idea de mejorar sus prestaciones y usabilidad. En concreto, se partira de una
version desarrollada desde cero en el lenguaje Python, que en la actualidad es uno de
lo méas usados en el campo de la Bioinformatica, y se busca ampliar la funcionalidad
de M2Align en dos sentidos: capacidad de resolver problemas de alineamiento de
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Figura 2. Ejemplo de visualizacién del frente de Pareto usando tres objetivos.

gran tamafo mediante la aplicacion de técnicas de paralelismo escalable, y facilitar
el analisis de los resultados por parte de los usuarios finales mediante componentes
graficos que han de permitir seleccionar soluciones concretas del conjunto que
devuelve la herramienta y visualizar los alineamientos. El resultado es un proyecto
software denominado pyM?2SA, que esta en desarrollo pero que ya es usable en su
estado actual.

2. Fundamento bioinformatico

La informacién genética de todo organismo vivo esta codificada en su ADN. El ADN,
que a simple vista es un polimero con forma de doble hélice, est4 formado por cuatro
tipos de moléculas denominadas nucledtidos. Una secuencia de estos nucleétidos,
denominada hebra, es emparejada con otra (en base a ciertas restricciones) para
formar la doble hélice. Sin embargo, no es el ADN quien cumple la funcién reguladora
en el organismo, sino las proteinas.

Para llegar a ellas, es necesario transcribir nuestra secuencia de ADN a ARN y,
posteriormente, traducir esta informacién para formar aminoacidos. Este paso se
lleva a cabo leyendo tres moléculas de ARN cada vez, denominadas cédones. En teoria,
somos capaces de obtener 64 aminoacidos diferentes con esas 3 combinaciones
de nucledtidos (4°=64). Sin embargo, el cdédigo genético esta degenerado: varios
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Tabla 1. Nucleétidos (a) y aminoacidos (b)

Nucleétidos

Adenina
Citosina
Guanina
Timina

Uracilo

Let

c 4 o O >

Clase

Purina
Pirimidina
Purina
Pirimidina

Pirimidina

(a) 4 nucledtidos del ADN.
La Timina es reemplazada por Uracilo en el ARN

Alanina

Prolina Pro
Glicina Gly
Serina Ser
Tirosina Tyr
Cisteina Cys
Asparragina Asn
Glutamina GIn
Aspartato Asp
Glutamato Glu

Valina
Leucina
Isoleucina
Treonina
Metionina
Lisina
Fenilanilina
Triptofano
Histidina

Arginina*

Leu
lle
Thr
Met
Lys
Phe
Trp
His
Arg

(b) 20 aminoacidos diferentes: no esenciales (izquierda) y esenciales (derecha).

* La Arginina solo es considereda esencial en época de creciemiento.

cédones pueden traducir al mismo aminoacido y existen varios cédenes de inicio y
fin de la traduccién. Este proceso (que pasa desde el ADN hasta la formacion de la
estructura primaria de una proteina) es denominado dogma central de la biologia
molecular®y estd ilustrado en la figura 3.
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Figura 3. Dogma central de la biologia molecular.

2.1. Tipos de alineamientos

Un alineamiento de secuencias de puede realizarse de forma global o local. La
diferencia radica en que, en el alineamiento global, la totalidad de las secuencias
son alineadas las unas con las otras. Mientras que el primero nos informa sobre el
parecido de las mismas y son mas Utiles cuando tenemos secuencias de tamafio
semejante, el segundo nos ayuda a identificar sitios activos. Independientemente del
tipo, el alineamiento se efectda plasmando las secuencias (representadas por letras,
ya sean aminoacidos o nucleétidos) en filas de una matriz, en las que insertaremos
los gaps para que las zonas con idéntica o similar estructura se alineen. La figura 4
pretende ilustrar estos conceptos.

5’ FTFTALILLAVAYV 3’ 5’ FTFTALILLAVAV 3’
e e m-nm
5’'F--TAL-LLA-AV 3’ 5’ --FTAL-LLAAV- 3’
(a) Alineamiento global. (b) Alineamiento local.

Figura 4. Tipos de alineamiento de secuencias.

El procedimiento clasico para alinear un conjunto de secuencias consiste en insertar
espacios o gaps en posiciones determinadas de la secuencia. Su localizacion y niumero
dentro del alineamiento determinara la calidad de este. Sin pérdida de generalidad, de
ahora en adelante nos centraremos en el alineamiento global de secuencias.

2.2. Criterios parala evaluacion de alineamientos multiples

Aungue no haya un consenso claro sobre cual es la mejor métrica para evaluar un
MSA, existen diferentes tipos de funciones para este fin. Por un lado, tenemos fun-
ciones que se basan Unicamente en la secuencia de nucledtidos o aminoacidos. Por
otro lado, tenemos funciones que emplean matrices de sustitucion (tales como PAM
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o Blosum) y, por ultimo, funciones que se basan en informacién complementaria
(e.g., estructura proteica). Nuestra propuesta incluye una gran variedad de funciones
perteneciente a las tres clases: porcentaje de columnas totalmente conservadas (TC)
y porcentaje de no-gaps (NonGaps), que usan informacién de la secuencia; suma
de pares (SOP) y entropia minima, que emplean matrices de sustitucion; y STRIKE,
que se apoya en la estructura de las proteinas.

El porcentaje de columnas totalmente conservadas, por ejemplo, calcula el numero
de columnas compuestas por el mismo caracter, cuyo valor debe ser maximizado
para asegurar la mayor cantidad de regiones conservadas dentro del alineamiento,
y no requiere mas informacion que la propia secuencia.

En el caso de la suma de pares y entropia minima, debemos proporcionar una
matriz de sustitucion. Esto se debe a que, cuando trabajamos con secuencias de
nucledtidos, determinar de un solo vistazo la calidad del alineamiento producido es
un proceso trivial, pues dos nucleétidos pueden ser o no iguales. Por el contrario,
cuando trabajamos con secuencias de proteinas dos aminoacidos pueden ser iguales,
diferentes o parecidos. Es facil de ver si pensamos que un aminoacido neutro sera
mas parecido a otro neutro (aunque sean diferentes) que a uno acido. Para cuanti-
ficar el parecido, se recurre a estudiar la posicién de los aminoacidos en secuencias
homdlogas. Diremos que dos aminoacidos son mas parecidos si suelen aparecer en
la misma posicién. De esta forma, generamos matrices de puntuacion o sustitucion
que nos dan un valor numérico para cada par de aminoacidos.

2.3. Formatos de alineamientos multiples

En cualquier experimento de secuenciacién masiva, el alineamiento producido sera
almacenado en un fichero con una estructura particular. Existen varios formatos usados
para representar alineamientos de secuencias de nucledtidos o aminoacidos (repre-
sentados con un solo simbolo). Entre ellos, los mas conocidos son FASTA y FASTAQ.

FASTA. Para definir una secuencia en formato FASTA, incluiremos una Unica
Iinea de cabecera (cuya primera columna siempre contiene el simbolo “>") seguida
por lineas de datos de secuencia.

FASTAQ. El formato FASTAQ nos permite, en contraposicion al formato FASTA,
almacenar informacidén respecto a la calidad de las secuencias. Cada secuencia consta
de cuatro lineas. La primera (cuya primera columna siempre contiene el simbolo
“@") guarda informacion como el nombre de la secuencia. La segunda guarda la
secuencia y la cuarta la calidad de esta codificada.

3. Algoritmos evolutivos para optimizaciéon de problemas
con varios objetivos

Las metaheuristicas son técnicas estocasticas no exactas que nos ayudan a obte-
ner soluciones 6ptimas o quasi-éptimas de cualquier problema de optimizacion
combinacional.
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Existen numerosas formas de clasificar los algoritmos metaheuristicos®. Los
algoritmos propuestos para la resolucién de problemas de optimizacion, en ge-
neral, y alineamiento mdltiple de secuencias, en particular, se pueden clasificar en
dos familias: exactos o exhaustivos y no exactos o aproximados. Los algoritmos
exactos nos garantizan encontrar la solucién 6ptima a nuestro problema a cambio
de tiempo de computo y recursos. Los algoritmos aproximados, por otro lado, no
nos garantizan encontrar la mejor solucion, pero si encontrar buenas soluciones
en significativamente menos tiempo. Por ese motivo, y debido a que encontrar el
alineamiento éptimo ha demostrado ser un problema de optimizacion complejo®
que crece al aumentar el nimero de secuencias y su longitud, se han propuesto
metaheuristicas de optimizacién para su resolucion.

Estos algoritmos producen en cada etapa de su ejecucion un conjunto de solu-
ciones (denominada poblacién). La caracteristica principal de estos algoritmos se basa
en el uso de operadores genéticos. Siguiendo la terminologia usada anteriormente,
cada solucidn al problema se denomina individuo (o particula). Para lograr diver-
sidad bioldgica dentro de nuestra poblacién se emplean operadores de mutacién,
seleccién y cruce para producir un cambio aleatorio en un individuo (fundamental
para preservar la diversidad genética de la poblacion), elegir bajo un criterio a los
individuos con mayor indice de supervivencia o mezclar informacién de varios
individuos, respectivamente. Cada iteracién de nuestro algoritmo producira, como
indicamos anteriormente, un conjunto de soluciones o poblacién.

El problema de alineamiento multiple de secuencias puede ser formulado como
un problema de optimizaciéon multi-objetivo (MOP) donde cada objetivo es una
funcién de evaluacién del MSA, por lo que es posible usar metaheuristicas de opti-
mizacion para su resolucion.

La figura 5 representa el flujo de trabajo seguido por el algoritmo metaheuristico
NSGA-II. En primer lugar, una poblacién de individuos es creada. En términos de
MSA, cada individuo es una solucién del alineamiento multiple. Esa poblacién inicial
es evaluada usando funciones de evaluacion propias de alineamientos multiples
(por ejemplo, suma de pares o porcentaje de columnas totalmente conservadas).

Archivo
externo

N

Poblacion

inicial —) Evaluacion 9 Terminacion 9 Seleccion —) Variacion 9 Evaluacién

N

Reemplazo

Figura 5. Flujo de trabajo.
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A continuacidn, se entra en un ciclo que consta de las siguientes fases: los mejores
alineamientos son seleccionados para generar una poblacién de descendientes
usando una estrategia de reproduccion. Esta poblacién es evaluada y se aplica una
estrategia de reemplazo para seleccionar la poblacion de la siguiente generacion.
Cuando se han llevado a cabo un nimero determinado de iteraciones del ciclo, el
algoritmo finaliza y la poblacién final de soluciones se guarda en un archivo externo.

Como se ha descrito anteriormente, la estrategia de reproduccién consiste en
la aplicacién de operadores genéticos (mutacién y cruce, principalmente). Estos
son altamente dependientes del problema al que nos enfrentemos. A continuacién,
describiremos algunos ejemplos de operadores para el problema de alineamiento
multiple de secuencias.

3.1. Operador de cruce

Multitud de operadores de cruce han sido desarrollados para afrontar el problema
de alineamiento multiple de secuencia. El método de cruce de un solo punto esta
ilustrado en la figura 6. En primer lugar, se selecciona un punto de cruce aleatorio
en el alineamiento A, cortandolo en dos bloques. A continuacion, se corta el alinea-
miento B acorde a las posiciones del primer padre. El hijo C ser3, por tanto, la mezcla
del primer bloque del alineamiento A mas el segundo bloque del alineamiento B. El
hijo D serd la mezcla del primer bloque del alineamiento B mas el segundo bloque
del alineamiento A.

7 Hiio € N

Q= ERSLAAG-TLV- G------ ERSLAAG-TLV- O RS--LAAG--TLV---
NAILAH-ER-===--- LSI NAILAH-ER------- LSI NAILAH-f-=== ===~ ER--~-LSI
NGYLFI-E-------L-N- NGYLFI-E-------L-N- NGYLFI-f---------- E====LN
\GLVSDVFEARH~-~MQRL—/ \GLVSD FEARH---MQRL - GLVSDV-|------ FEA-RH-MQRL

—--NGYL--FI-E----LN

--GLVSDVFEA-RH-MQRL )

Figura 6. Operador de seleccién de un solo punto.

3.2. Operador de mutacion

A
\X/

/“Padre B iio D
G-ERS--LAAG--TLV--- | | G-ERS--LAAG--TLV--- | | G-ccccceaca- ERSLAAG-TLV-
-NA---ILAH-ER---LSI ~-NA---ILAH--ER------- LSI

---NGYL=-=-FI]E=======L-N-

- -GLVSD\[- - - FEARH- - -MQRL -
3

Un operador de mutacién clasico se basa en seleccionar un grupo de gaps aleatorio
y fusionarlo con el grupo contiguo méas cercano. Este proceso queda ilustrado en
la siguiente figura:
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NAILAH-ER-----—- LST |, | NAILAH-ER------- LST |_, | NATLAH-ER------- LsI

™ NGYLFI-E=======L=N- NGYLFI-E-------L-N- NGYLFI-======= EL-N-
GLVSDVFEARH- - -MQRL - GLVSDVFEARH- - -MQRL - GLVSDVFEARH- - -MQRL -

Figura 7. Operador de mutacion.

En cualquier caso, tras aplicar el operador de mutacién seleccionado se elimi-
naran las columnas conformadas Unicamente con gaps.

4. Conclusiones

En este capitulo se ha hecho una breve introduccion sobre los MSAs desde un punto
de vista biolégico, antes de pasar a su resolucién con el uso de algoritmos bioinspi-
rados. Nuestra propuesta algoritmica, denominada pyM?2SA, extiende el framework
de optimizacion jMetalPy, que, a través del uso de operadores genéticos y estrate-
gias evolutivas, maneja una poblacion de individuos (en nuestro caso, alineamientos
multiples) con el fin de obtener un conjunto de soluciones de compromiso.

Las principales contribuciones esperadas de este proyecto pueden ser resu-
midas como sigue:

@ Extension de funcionalidad del framework de optimizacion jMetalPy. jMe-
talPy es la base sobre la que se edificara este proyecto, por lo que requiere un
alto grado de desarrollo hasta generar un framework funcional. Esto incluirg,
entre otras cosas: la implementacién de dos algoritmos evolutivos del estado
del arte (NSGA-Il y SMPSO) y una variante de SMPSO para incluir la busqueda
en el frente guiado por puntos de referencia (denominada SMPSO/RP); una
forma de visualizar el frente de Pareto con dos objetivos; y un indicador de
calidad del frente (hipervolumen).

@ Desarrollo del framework para la evaluacion de alineamientos mdltiples. Hasta
ahora, ninguin otro paquete en Python proveia de multiples métricas de evaluacién
de alineamientos multiples. Nuestra propuesta, pyMSA, incluye cinco funciones
diferentes divididas en tres categorias: aquellas que usan solo informacién de la
secuencia, que usan matrices de sustitucion y que usan informacién estructural.
Los alineamientos pueden ser leidos de ficheros en formato FASTA para aplicar
cualquiera de las funciones. Esta herramienta ya esta disponible.

@ Implementacion del algoritmo M2Align en el framework de optimizacion
jMetalPy. A partir de la version en Java, se ha implementado en Python el
algoritmo M2Align, que usa una codificacion particular de los alineamientos
para facilitar la aplicacién de los operadores genéticos. Esta herramienta,
denominada pyM?2SA, esté en desarrollo.
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4.1. Futuraslineas de trabajo

Fruto de su temprana etapa de desarrollo, pyM2SA, auin siendo capaz de ofrecer una
visualizacién del frente de Pareto usando dos objetivos, no puede visualizar MSAs
con tres o mas objetivos. Esta funcionalidad es esencial pues permite de forma facil
e intuitiva determinar la calidad de la poblacion generada (a través de la diversidad
—cémo de esparcidas estan las soluciones—y convergencia —como de cerca estan
de una referencia— del frente de soluciones).

Financiacion
Este trabajo ha sido parcialmente financiado por el proyecto TIN2017-86049-R y

TIN2014-58304-R (Ministerio de Educacién y Ciencia de Espafia) y P12-TIC-1519
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Resumen

En el presente trabajo se ha desarrollado un flujo de trabajo automatizado para el estudio de
la expresion diferencial de los elementos moéviles en cancer, y se ha aplicado al cancer de
pulmon. Para ello se han conseguido secuencias de ARN total del tejido tumoral y sano adya-
cente tanto de las bases de datos existentes como realizando la secuencacion de pacientes del
Hospital Regional de Malaga. A continuacion se ha realizado un flujo de trabajo para analizar
las secuencias obtenidas, que conlleva el preprocesamiento de las secuencias, el alineamiento
al genoma humano de referencia, la medicion de la expresion de los elementos maoviles en
cada una de las muestras, y finalmente el calculo de la expresion diferencial de cada uno de
estos elementos, con el fin de averiguar cuéles de ellos se expresan de forma significativa.
El proceso de analisis realizado a las distintas poblaciones muestra que no hay ninguna
desregulacion de la expresion de los transposones cuando las células pulmonares sufren
una transformacion neoplasica. Ademas se han encontrado una serie de elementos maoviles
con un perfil de expresion significativamente distintos entre tejido tumoral y tejido sano.

1. Introduccion

El cancer constituye una de las principales causas de muerte en la actualidad (~16%),
a pesar de los avances del tratamiento quimioterapico, radioterapico y quirdrgico.’®
Entre las causas de estos malos resultados esta el diagnéstico tardio de la enfermedad,
ya que en la mayoria de los casos no presentan sintomas hasta que se encuentra
avanzado o se diagnostica por los sintomas de las metastasis. Esto limita las opcio-
nes terapéuticas y hace aumentar alin mas la tasa de mortalidad.’® El tratamiento
actual tiende a ser lo mas agresivo posible con el tumor, y lo menos con el resto
del organismo, con lo que se prefieren, siempre que sea posible, los tratamientos
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Figura 1. Composicion del genoma humano: los transposones representan el 45%, que se distribuye
en retrotransposones (clase |) (~42%) donde se incluyen los LTR, LINE (L1) y SINE (Aluy SVA) y
otros, y el resto (~3%) son transposones de DNA (clase I). Tomado de Cordaux et al. 2009 2.

dirigidos. No obstante, la gran mayoria siguen tratandose con primeras y segundas
Iineas de quimioterapia, y Unicamente una pequefa proporcion (del 5 al 7%) reciben
tratamientos personalizados. Otro problema adicional es que no se ha conseguido
eliminar la resistencia a estos tratamientos, por lo que hay que seguir buscando
nuevas opciones terapéuticas, a ser posible basadas en nuevos mecanismos impli-
cados en el desarrollo del cancer. Hasta ahora, los tratamientos personalizados se
han basado principalmente en genes que codifican proteinas, que no son ni el 2% del
genoma humano, mientras que el 45% esta formado por transposones? (figura 1).

Los transposones, o elementos méviles, son secuencias de DNA con la capacidad
de moverse de una posicién a otra del genoma. Un 3 % del genoma humano son
transposones de DNA (clase Il), que no aumentan la cantidad del genoma al moverse
por un mecanismo de «cortary pegar». El resto son transposones de RNA (clase I)
que si incrementan tamaro del genoma al desplazarse por un mecanismo de «copiar
y pegar» con la ayuda de una retrotranscriptasa y un RNA intermedio. Los trans-
posones de RNA que tienen origen retrovirico se denominan retrotransposones
y se caracterizan por la presencia de repeticiones terminales largas denominadas
LTR (Long Terminal Repeats). Un ejemplo bien conocido son la familia de retrovirus
enddgenos (ERV, del inglés Endogenous RetroVirus).” Otros transposones de RNA
carecen de secuencias LTR, como son los SINE (Short INterspersed Elements:
elementos dispersos cortos) y los LINE (Long INterspersed Elements: elementos
dispersos largos).® Tanto los LTR como los LINE codifican la retrotranscriptasa
necesaria para su transposicion, mientras que los demas elementos méviles no son
auténomos por carecer de retrotranscriptasa, con lo que su movimiento depende
de los LTR y de los LINE.*
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Se sabe que el movimiento de los transposones provoca cambios en el geno-
ma, como, por ejemplo, la alteracién de la cantidad de DNA, la induccion de un gen
cercano, la interrupcion de genes o incluso traslocaciones cromosémicas. Por una
parte, estos cambios se piensa que son la base de la evolucion del genoma,**° pero
también se sabe que muchas enfermedades, entre ellas muchos tipos de cancer,
son consecuencia del movimiento de los transposones.® Se ha propuesto que la
expresion de los retrotransposones era mas elevada en los tejidos tumorales, en
comparacioén con el tejido normal®® debido a la gran cantidad de proteinas codifica-
das por los LINE que se detectaban en muchos tumores. A esto se le anadia que las
alteraciones gendmicas producidas por la retrotransposicién cuadraban con la tipica
inestabilidad gendmica de los tumores,® y que esta inestabilidad probablemente
ayudara a generar mutaciones conductoras (driver) o resistencias.

Es, pues, evidente que merece la pena estudiar mas a fondo qué ocurre con la
transposicién en el tejido tumoral con respecto al normal, por si encontramos pistas
que nos expliquen la progresion de la enfermedad (antes o después de un tratamiento
quimioterapico o una intervencion quirurgica), o a encontrar biomarcadores diag-
nosticos. Para ello, en este trabajo queremos valorar si existe desregulacion global,
reprogramacion global o reprogramacioén especifica de transposén entre el tejido
sano y el tumoral. Como modelo de cancer, utilizaremos distintos tipos histoldgicos
de cancer de pulmdn, con la novedad de que las muestras de tejido sano y tumoral
deberan ser del mismo paciente para poderlas comparar directamente y descartar
rapidamente las diferencias debidas al contexto genémico del paciente.

2. Metodologia
2.1. Seleccion de muestras

Se han buscado datos publicos de secuenciacion por RNA-seq a partir de muestras
que cumplan los siguientes requisitos:
1. Que no se haya secuenciado tejido parafinado sino crionizado.
2. Que para su conservacion se haya utilizado un protocolo que proteja el RNA
total contenido en los tejidos.
3. Que la secuenciacion sea de RNA total.
4. Que se haya secuenciado el tejido sano y el tumoral del mismo paciente.

En la base de datos EGA (European Genome-phenome Archive) se encontré un
estudio con lecturas pareadas 2x75 nt de 17 pacientes con carcinoma microcitico
de pulmén®? realizadas en un HiSeq2000 de lllumina. En la base de datos NCBI
(National Center of Biotechnology Information) se encontré un experimento con
lecturas pareadas 2x100 nt de 50 pacientes con adenocarcinoma de pulmon®®
secuenciadas también en un HiSeq2000. Tras solicitar los permisos pertinentes,
se descargaron los proyectos EGA y NCBI, EGASO0001000334 y ERPO01058,
respectivamente.
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Para completar el estudio, se han solicitado al Biobanco de Andalucia el RNA
total de tejido tumoral y sano de 8 pacientes de adenocarcinoma de pulmény otros
8 de cancer de pulmdn epidermoide intervenidos en el Hospital Regional de Malaga.

2.2. Analisis bioinformatico

Los datos de secuenciacién que se obtengan se analizardn mediante un flujo de
trabajo automatizado basado en herramientas bioinformaticas consolidadas, que
comprendera:
® Preparacién de las lecturas: control de calidad de las lecturas brutas para
quedarnos solo con las lecturas Utiles que posteriormente se mapearan
sobre el genoma humano.
@ Cuantificacion de la expresion: se determinara el nivel de expresién de cada
transposon en tejido sano y tumoral de cada paciente
® Expresion diferencial: se determinara la reprogramacién especifica de los
transposones con paquetes de R.

A continuacién se detalla cada uno de estos procedimientos, siempre teniendo
en cuenta que el flujo de trabajo estara preparado para analizar cualquier tipo de
lecturas de ultrasecuenciacion de muestras emparejadas.

2.2.1. Preparacion de las lecturas

De las lecturas brutas obtenidas de la secuenciacién de RNA de cada muestra se
retiraran las secuencias contaminantes, los posibles adaptadores, las regiones de
mala calidad, etc., mediante el programa SeqTrimNext®, disefiado en nuestro grupo
de investigacion, con los pardmetros estandares para las muestras de secuenciacion
pareada con lllumina. Esto es necesario para que la posterior cuantificacién de la
expresion no se vea falseada por artefactos de secuenciacién.

Las lecturas depuradas resultantes de cada muestra se mapearan sobre el
genoma humano de referencia hg38.p1 (GCA_000001405.16) con el programa
Bowtiel® con el siguiente comando:

bowtie hg38 -p 16 --chunkmbs 400 -m 1 -S --max
SAMPLE multimap.fastg -S -1 $filel -2 $file2

en el que hg38 indica el directorio donde esté el indice de bowtie del genoma
humano de referencia, -p 16 -chunkmbs 400 indica el nimero de procesos
paralelos a usar y evita que dé un error de memoria si no se hubiera reservado
suficiente memoria, -m 1 hace que cuando una secuencia se alinea en mas de una
posicién se ignore en el fichero de alineamiento de salida y pase a ser escrita en el
fichero de lecturas con multiples alineamientos que se especifica en -max SAMPLE
multimap.fastqg; -S se utiliza para que la salida sea en formato SAM (Sequence
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Alignment Format),y finalmente, -1 $filel y -2 $file2 indican los ficheros
de entrada (dos, al ser lecturas pareadas en todos los casos).

Para convertir las lecturas mapeadas en datos de expresion, se utilizaran pro-
gramas del paquete SAMtools® con los siguientes comandos:

samtools view -bS - > SAMPLE unique.bam
samtools sort SAMPLE unique.bam SAMPLE unique sorted
samtools index SAMPLE unique sorted.bam

con los que se consigue que el fichero SAM que contiene el mapeo del genoma de
referencia con las lecturas de cada muestra (SAMPLE) que alinean una Unica vez en
él se convierta en un fichero BAM (Binary-SAM) ordenado e indizado para tener un
acceso mas rapido a su contenido.

2.2.2. Cuantificacion de la expresion

Para cuantificar la expresién de los transposones, se utilizaran como referencia las
secuencias repetidas que contienen, tal y como se hace con el programa bioinformatico
RepEnrich.® La base de datos estandar de las repeticiones es RepBase", que contiene
15 478 elementos repetitivos en 5 622 519 posiciones del genoma humano. Estas
repeticiones de filtran para que queden solamente las 1 267 secuencias de transpo-
sones humanos repartidas en 4 713 583 posiciones del genoma. Una gran ventaja
de utilizar RepBase es que clasifica las secuencias repetitivas de los transposones
segun familias, clases y elementos individuales, por lo que posteriormente podremos
cuantificar las secuencias mapeadas por familias, clases y elementos, respectivamente.

Ahora ya se puede ejecutar RepEnrich para cada muestra con los siguientes
datos de entrada:

® los ficheros en formato FastQ con las lecturas pareadas Utiles que mapean

mas de una vez sobre el genoma humano;

@ el fichero BAM ordenado e indizado con las lecturas que mapean una Unica

vez sobre el genoma humano;

@ la secuencia del genoma humano hg38.1 en el formato apropiado;

® las 1 267 repeticiones de transposones, en el formato apropiado.
lo que devuelve, como resultado, tres ficheros por cada muestra: uno con el nivel
de expresion de cada elemento mévil, otro con el nivel de expresién por clase de
elementos, y otro con el nivel de expresion por la familia de elementos.

Estos datos de salida hay que adaptarlos a las necesidades de los programas de
analisis de expresion diferencial que vendran a continuacion. Primero se eliminan de
cada muestra los datos correspondientes a snRNA, rRNA y tRNA, dado que estos
elementos pueden marcar diferencias espurias simplemente debidas a la manera
en que cada laboratorio extrae el RNA a secuenciar. Como resultado de este filtro,
quedan 1190 elementos méviles a analizar. A continuacién, se aplica otro filtro para
retirar los transposones que se expresan poco, o sea, que presentan menos de 10
cuentas por milldn en al menos 2/3 de las muestras. Finalmente, se reuniran en una
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sola matriz bidimensional los datos de la expresion de los transposones que han
superado los filtros en todas las muestras que retinen la calidad necesaria. Con esta
matriz se obtiene otra en la que las filas contienen las clases de transposones, y una
tercera matriz en la que las filas son las familias de transposones. De esta forma,
se podran procesar todas las muestras por separado para obtener la expresion
diferencial correspondiente de transposon, clase y familia.

2.2.3. Expresion diferencial

Cada una de las matrices de expresion obtenida en el apartado anterior se analiza-
ra de dos formas. Por un lado, se calculara el cambio de expresion del transposon
por paciente para saber cdmo se comporta este transposén entre los pacientes.
Por otro lado, se calcularan cuales son los cambios de expresion estadisticamente
significativos, que orientaran sobre la posible reprogramacién de los transposones.
Todos estos andlisis se realizarén en el entorno de R (https://www.r-project.org)
con las librerias correspondientes.

Para conocer el comportamiento del transposén entre los pacientes, se calcula
el nivel de expresién de cada elemento mévil teniendo en cuenta que las muestras
estan emparejadas por paciente (tumoral/sano). Para ello se utilizara la funcién cmp
de edgeR™ con el siguiente comando:

logcpm ¢ cpm (y, 1og=TRUE, lib.size=libsize)

donde y es la matriz generada a partir de los ficheros de salida de RepEnrich en
el apartado anterior, 1ibsize es el tamafo de la librerfa de lecturas de cada pa-
ciente (que sirve para normalizar), que no es mas que la suma de todas las lecturas
mapeadas en cada columna de v,y el pardmetro 1og=TRUE indica que el resultado
estara expresado de forma logaritmica en base 2 para que la induccién y represién
sean valores simétricos en torno a cero. La matriz resultante 1 ogcpm contendra el
nivel de expresion de cada transposén; dado que se tienen los datos emparejados,
el cambio de expresion de cada pareja de datos tumoral/sano se calcula restando
a cada logcpm de tejido tumoral el Logcpm del tejido sano del mismo paciente,
segun la férmula:

logFC < 10gepmMyymore = 10GCPM 57 ma
que devuelve la matriz 1ogFC en la que cada fila corresponde al logaritmo en base 2
de las veces que cambia la expresion de cada transposon, y en las columnas aparece
cada uno de los pacientes analizados.

El anélisis para determinar si el cambio de expresién es significativo o no se
basa en el ajuste de los datos de y al modelo tipico de la RNA-seq (binomial negativo
lineal) con la funcion gimFit de la libreria edgeR:

yfit «glmFit (y, design)
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donde design contendra la informacion no solo del disefio del experimento (qué
muestras son de tumory cuales de tejido sano), sino también informacién sobre las
parejas de muestras sano/tumor que proceden de la misma persona. Esto permitira
calcular la significacion estadistica del cambio con gImLRT (generalized linear model
likelihood ratio test) del siguiente modo:

Irt « glmLRT (yfit)

en donde 1rt contiene, entre otros datos, el cambio de expresién promedio de cada
transposon entre pulmén sano y tumoral, y la probabilidad de que este cambio sea
al azar o debido a la malignidad del tejido. Se considera que el cambio de expresion
de un transposén es significativo cuando cumpla dos condiciones:

1. que el cambio de expresion sea de al menos el doble (llogFC|>1),y

2. que supere el filtrado de falsos negativos para las pruebas multiples (FDR<0,05).

Se utiliza la FDR en vez de la P debido a que es el ajuste estandar para minimizar
los falsos positivos que se obtendrian con los valores originales de la P sin ajustar
cuando se realizan comparaciones multiples simultaneas.*

El flujo de trabajo terminara con una serie de representaciones graficas de los
datos analizados que se almacenan en varios PDF por comodidad. Se determinara
el nivel de expresion de los transposones de forma global entre en tejido sano y
tumoral, y también se compararé la reprogramacion de los transposones en cada
tipo de cancer y cada poblacidn, asi como la presencia de algin transposén que
pueda ser comun a todos los canceres de pulmdn analizados.

3. Principales hallazgos

Gracias al flujo de trabajo automético que se acaba de describir, se ha visto que no
hay ninguna desregulacién de la expresién de los transposones cuando las células
pulmonares sufren una transformacién neoplasica, en concordancia con lo ya avan-
zado por Clayton y colaboradores.! Es mas, los resultados que se van obteniendo
apoyan la hipotesis de que la célula tumoral sigue manteniendo bajo un estrecho
control a los transposones.

Lo mas interesante es que se estan detectado transposones cuya expresion se
reprograma con claridad cuando el tejido pulmonar sano pasa a ser tumoral. Llama
la atencién que algunos de ellos sean de tipo retrovirus endégeno (ERV), cuando
hasta ahora se pensaba que los LINEL eran casi los Unicos capaces de inducirse en las
células tumorales.t® Esto supone un gran hallazgo que abrirfa la puerta al disefio de
biomarcadores especificos de adenocarcinoma, carcinoma microcitico y carcinoma
epidermoide de pulmon, y podria ser un punto de partida a la hora de personalizar
los tratamientos de precisién y mejorar las técnicas diagnosticas y prondsticas.

Todos estos resultados estan pendientes de publicacion.
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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (AD] es un trastorno neurodegenerativo cronico e irreversi-
ble que conduce a graves deficiencias cognitivas, siendo la principal causa de demencia.
Actualmente no existe un tratamiento farmacolégico efectivo contra la enfermedad, lo que
evidencia la necesidad de una mejor comprension de su patogénesis. En este sentido, estu-
dios recientes han sefialado a la microglia como actor principal en dicho proceso. En base
a los resultados obtenidos en modelos amiloidogénicos, se le ha otorgado a la activacion
microglial un papel citotdxico y perjudicial en el desarrollo de la enfermedad, aunque se
desconoce en gran medida lo que acontece en pacientes con AD. Es de destacar que nuestro
grupo de investigacion ha descrito recientemente una marcada degeneracion microglial en
el hipocampo de los pacientes en estadios avanzados de AD, a diferencia de 1o observado en
modelos animales, y previamente asumido para los pacientes. Nuestro objetivo es dilucidar
los mecanismos moleculares que conducen a esta degeneracion/disfuncién microglial en
los pacientes con AD. En primer lugar, interrogaremos las vias especificas relacionadas con
la microglia y asociadas con la degeneracion microglial, mediante la generacion de knock-
outs de genes especificos, usando el sistema CRISPR-CasS. En dichos mutantes, valoraremos
la funcionalidad de las células mediante ensayos in vitro (fagocitosis, respuesta inmune,
muerte celular,...). Estas técnicas nos permitiran identificar las principales rutas molecula-
res implicadas en la degeneracion microglial, que se validaran in vivo en nuevos modelos
animales y muestras post mortem de pacientes con AD, y permitiran la identificacion de
potenciales dianas terapéuticas.
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1. Introduccion
1.1. La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un trastorno neurodegenerativo progresivo e
irreversible que conduce a un deterioro de las funciones cognitivas como la memo-
ria, el aprendizaje o la capacidad de expresarse y comunicarse de forma adecuada’,
por lo que los pacientes se vuelven completamente dependientes y falleciendo en
promedio 9 afos después del diagndstico.? La AD es considerada la principal causa
de demencia en el mundo, afectando actualmente a 35 millones de personas en todo
el mundo, y dicho nimero se espera que aumente a 115 millones para el afio 2050,
representando un gran impacto a nivel econémico y, sobretodo, en la sociedad. El
numero total de nuevos casos de demencia cada afno es de casi 7,7 millones en todo
el mundo, lo que implica un nuevo caso cada cuatro segundos.® Se han descritos
varios factores asociados a la enfermedad, destacando entre todos ellos la edad
como el principal factor de riesgo.* En torno al 10% de las personas mayores de 60
anos padecen AD, incrementéndose este porcentaje hasta casi el 50% en las per-
sonas mayores de 85 afos, incidencia que seguird en aumento para los préximos
afos debido al progresivo envejecimiento de la poblacién y de la esperanza de vida.®

La AD es considerada una proteinopatia, ya que durante el transcurso de la
enfermedad se produce la acumulacién de proteinas en conformaciones aberrantes
que inducen toxicidad neuronal, distinguiéndose a nivel histolégico la presencia de
placas amiloides y ovillos neurofibrilares. Las placas extracelulares presentes en el
parénquima cerebral estdn compuestas predominantemente por péptidos de la
proteina beta-amiloide (Ab), derivados de la proteina precursora amiloide (APP).
Los ovillos neurofibrilares consisten en depdsitos intracelulares de proteina TAU
agregada e hiperfosforilada dentro de las neuronas. Las placas de Ab comienzan a
desarrollarse durante las fases preclinicas, y la patologia TAU surge mas tarde y se
disemina a diferentes regiones del telencéfalo.®”

En la actualidad, se distinguen dos tipos de Alzheimer: el Alzheimer esporadico o
de inicio tardio y el Alzheimer familiar o de inicio temprano. El Alzheimer esporadico
se suele producir en personas mayores de 65 afios y es el tipo de Alzheimer mas
comun. Esta variante posee una etiologia multifactorial ain desconocida, donde
intervienen distintos factores ambientales (edad, niveles de colesterol, tener diabetes
u otras comorbilidades, género, traumatismos craneales, estrés...), y ademas existen
una veintena de variantes genéticas que contribuyen al riesgo de padecer la enfer-
medad®. Entre dichas variantes genéticas, la variante APOE4 es la mas frecuente y
la que aumenta en mayor grado el riesgo de padecer la AD.® Otras variantes estan
localizadas en el gen TREMZ2 (del inglés triggering receptor expressed by myeloid
cells 2), las cuales aumentan 3-4 veces el riesgo de padecer la AD.° Por otra parte,
el Alzheimer familiar se manifiesta en edades mas tempranas (normalmente 35-40
anos) y afecta al <5% de los casos. Es causada por mutaciones en alguno de estos
tres genes: APP, PSEN1y PSEN2, todos ellos implicados en la produccion de Ab.*°

La hipdtesis de la cascada amiloide confiere un papel predominante a Ab como
el iniciador de todos los fenémenos patolégicos que conducen a la atrofia cerebral y
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la demencia.* Sin embargo, la progresion de la patologia de la AD no se correlaciona
directamente con el depdsito de Ab, sino mas bien con la patologia TAU, la cual se
correlaciona mucho mas estrechamente con la pérdida neuronal y el deterioro
cognitivo, tanto espacial como temporalmente, que las placas amiloides.’? Ademas,
un nuimero importante de compuestos identificados que se dirigen a la cascada de
Ab han fracasado en ensayos clinicos®, lo que revela una complejidad mayory adn
desconocida de la patologia de la AD. Esto imposibilita la existencia de un diagnéstico
temprano de la enfermedad, siendo el diagnoéstico definitivo post mortem, lo cual
se combina con la inexistencia de algun tratamiento capaz de ralentizar el curso de
la enfermedad.

1.2. Neuroinflamacién y microglia

En los ultimos afios, han emergido un importante nimero de evidencias que indican
que la inflamacién tiene un papel clave en la patogénesis de la AD.**¢ En un principio,
se pensaba que la neuroinflamacién era sélo un mecanismo pasivo resultado de la
acumulacién de las placas seniles y los ovillos neurofibrilares, pero ahora se le atribuye
a la neuroinflamacién un papel primordial en la patogénesis de la AD.*® En este sentido,
la inflamacion mediada por las células gliales parece ser el factor clave que orquesta la
patogénesis y la progresion de la enfermedad.’” Entre los distintos integrantes, el actor
principal que contribuye a la neuroinflamacion es la microglia, que es el componente
celular principal del sistema inmune innato en el cerebro, y que comprende el ~10%
de las células del sistema nervioso central (SNC).18

La microglia son fagocitos mononucleares que se origina de progenitores mie-
loides que migran durante el desarrollo desde el saco vitelino hacia el parénquima
cerebral®®, siendo esenciales para mantener la homeostasis del SNC, ya que son los
Unicos componentes celulares del sistema inmune residentes en el cerebro. Du-
rante el desarrollo del SNC, la microglia contribuye activamente a la formacion de
redes neuronales maduras eliminando el exceso de neuronas y sinapsis formadas y
promoviendo la vascularizacion de las conexiones establecidas.!® En condiciones de
homeostasis, la microglia vigila el parénquima cerebral y neutraliza posibles dafios
o eventos patogénicos, los cuales son monitorizados a través de una gran variedad
de receptores moleculares que reconocen patrones moleculares asociados a dario
(DAMPs) o patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs).2° Esta inspeccidn
del parénquima cerebral es un proceso muy dindmico donde la densidad microglial
parece ser estocastica, la cual, sin embargo, sufre un proceso de rapida expansion
clonal y activacion ante la presencia de una alteracion del tejido nervioso.?2 Cuando
la microglia es activada por desencadenantes patolégicos como pueden ser la muerte
neuronal o agregados de proteinas, ésta migra al sitio donde se esta produciendo la
lesion para iniciar una respuesta inmune innata.

La activacién de las células microgliales ocurre desde los estadios iniciales en
varias afecciones como la obesidad, la inflamacion sistémica, la lesion cerebral aguda,
las enfermedades neurodegenerativas y el envejecimiento.?® Tras su activacion, la
microglia sufre cambios fenotipicos (cuerpo celular mas grande con procesos mas
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cortos y gruesos y menos ramificados) y regulacién al alza de citoquinas proy an-
tiinflamatorias, dependiendo del microambiente donde se encuentre.?* En la AD, la
microglia activada se acumula alrededor y fagocita las placas de Ab2®, pero también
libera citoquinas y quimiocinas proinflamatorias y neurotoxinas®. Por lo tanto, la
respuesta inflamatoria presente en el cerebro de los pacientes con AD probable-
mente no sea exclusivamente perjudicial o beneficiosa, lo cual debe depender del
estado de la patologia y curso de la enfermedad.?®

En un intento por conseguir una mejor comprension de la compleja patologia de
la AD, Zhang y cols. hallaron a nivel transcriptomico que las vias especificas relacio-
nadas con la inmunidad y la microglia se expresaban predominantemente entre los
pacientes con AD de inicio tardio, con el gen TYROBP especifico de microglia (que
codifica para la proteina adaptadora DAP12) como nodo central”, lo que evidencia
el papel clave que la microglia tiene en la patogénesis de la enfermedad. Ademas,
estudios de asociaciéon del genoma completo (GWAS) han identificado varios po-
limorfismos implicados en la respuesta inmune microglial asociados al riesgo de
padecer AD. La variante mas firmemente establecida, R47H, se encuentra en el gen
TREMZ, asociandose a un mayor riesgo de padecer Alzheimer esporadico.® TREM2
es un receptor lipidico implicado en la regulacién de la fagocitosis, la inhibicion de
la sefalizacion inflamatoria y la promocién de la supervivencia celular.?” Existe una
amplia literatura incipiente acerca del papel que desempena TREMZ en la AD. Aunque
existen muchos resultados contradictorios, en lineas generales se acepta que TREM2
es esencial para mantener un estado reactivo de la microglia y su interaccion con
las placas de Ab.28 En ausencia de TREMZ2, la activacion microglial se ve afectada,
mostrando un fenotipo menos proliferativo y apoptético, produciendo una reduccion
de la carga microglial total, ademéas de una menor compactacion de las placas de Ab
y un mayor dafio neuritico.?®3° En otro estudio, se observé una disminucién de la
microgliosis asociada a placa tanto en modelos de ratones Trem2 knock-out como en
portadores humanos de R47H, lo que respalda la hipotesis de que la variante R47H
afecta a la funcién de TREM2.3 Por lo tanto, una respuesta microglial deficiente en
lugar de hiperactiva podria estar asociada con el desarrollo de la AD.*

En resumen, la visidn clasica otorga un papel neurotdxico a la activacion micro-
glial, visién que se encuentra basada en la respuesta microglial neurotdxica tipica
de modelos transgénicos amiloidogénicos, mientras que el escenario real presente
en pacientes con AD es menos conocido. En estudios recientes, se ha visto que al
igual que una gran activacion por parte de la microglia puede crear una respuesta
hiperactiva que favorezca la AD, una respuesta microglial deficiente o muy baja
podria estar asociada al desarrollo de la enfermedad. El papel de la microglia y de
su respuesta ha sido ampliamente estudiado en areas del cerebro que contienen
un contenido en Ab relativamente alto o en modelos animales transgénicos basa-
dos en el desarrollo de placas de Ab. Sin embargo, poco se sabe de regiones tan
importantes para el desarrollo de la AD como son el hipocampo, estrechamente
relacionado con la memoria.

En relacién a esto Ultimo, nuestro grupo ha descrito recientemente por primera
vez una marcada degeneracion microglial en el hipocampo de pacientes con AD, en
claro contraste por lo descrito en modelos animales y asumido con anterioridad
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Figura 1. Degeneracién microglial presente en los pacientes con AD con patologia TAU avanzada
(Braak V-VI). Reduccién de la densidad numérica de la microglia en el hipocampo de pacientes
Braak V-VI (b) vs. Braak Il (a). Ademas, la microglia presente mostré anormalidades fenotipicas
tal y como fragmentacion (c), acortamiento y procesos distréficos (d, flechas), consistentes con
un estado degenerativo. La incubacién de la microglia in vitro con extractos cerebrales de Braak
V-VI (0 de modelos murinos mutantes de TAU), pero no de Braak Il, indujo muerte celular de la
microglia (e), proceso que se vio bloqueado cuando se eliminaron del extracto cerebral las formas
de p-TAU pero no cuando se eliminé el Ab (f), lo que sugiere que p-TAU es el agente causante de
la muerte celular. Adaptado de Mejias et al. 2016 .

también para los pacientes® (Figura 1). Esta degeneracion microglial presente en el
hipocampo de los pacientes con la AD resulta en una drastica disminucion del area
del parénquima cerebral vigilada por la microglia, lo que podria comprometer la
proteccién inmunoldgica y, por tanto, la supervivencia neuronal. Consecuentemente,
estas regiones se hacen mas vulnerables y susceptibles a depdsitos de Ab y formacion
de placas. Dentro del propio hipocampo hay zonas que se ven mas perjudicadas y en
las que la degeneracién microglial es mas severa, como son la regién hiliar del giro
dentado y la region CA3. Experimentos in vitro demostraron que la presencia de
TAU fosforilado (p-TAU) es el agente toxico causante de la degeneracion microglial,
aunque los mecanismos moleculares que conducen a dicha degeneracion microglial
son desconocidos, lo que limita nuestra comprensién del proceso e impide la iden-
tificacion de dianas terapéuticas y desarrollo de nuevos tratamientos.

Se ha descrito, ademas, que durante el envejecimiento, la microglia es susceptible
de degeneracion debido a la conjuncién de dos procesos. Por una parte, ocurre una
mayor predominancia de sustancias aberrantes en el parénquima cerebral debido
a la formacién de agregados proteicos y a la degeneracién neuronal, resultando
en la presencia de fragmentos mielinicos que son procesados por la microglia 'y
se acumulan en su citoplasma en forma de granulos lisosomales citotéxicos.** Por
otra parte, ademas, la funcién microglial degenera con el envejecimiento, por lo
que la conjuncién de ambos fendmenos contribuyen a la senescencia microglial y
la disfuncion inmune en el envejecimiento.®*
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2. Hipétesis y Objetivos

Nuestra hipotesis de partida, basada en resultados previos de nuestro grupo de
investigacion, es que la microglia ejerce un papel clave en la patogenia de la AD. La
degeneracion microglial observada en el hipocampo de los pacientes con AD nos
hace presuponer que dicha disfuncién de la microglia contribuye directamente a la
progresion de la enfermedad, y que la comprension de los mecanismos moleculares
subyacentes seria de suma importancia para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas.

El objetivo principal de este trabajo, enmarcado en la linea de investigacién del
grupo, es dilucidar los mecanismos moleculares que conducen a la degeneracién
microglial presente en los pacientes con AD usando modelos celulares microgliales, lo
cual conducira a la identificacion de dianas terapéuticas susceptibles de ser moduladas.

3. Metodologia

En base a los objetivos planteados, es necesario emplear modelos que permitan
modificar las vias moleculares candidatas de manera rapida y eficiente. Por ello, es
necesario el uso de modelos celulares microgliales que permitan un estudio in vitro
de los principales mecanismos moleculares implicados en el proceso degenerativo
de estas células. El empleo de distintos analisis biologicos posteriores permitira
comprobar si dichos genes estan implicados o relacionados con el proceso de de-
generacion microglial.

3.1. Modelos celulares: lineas celulares (BV2) vs. microglia primaria

La microglia primaria es aquella aislada a partir del cerebro. Ante la casi imposibilidad
de ser aisladas de cerebro humano, la microglia de origen murino es la que se emplea
mayoritariamente para investigacién. A pesar de su extendido uso, la experimenta-
cion con microglia primaria posee una serie limitaciones como son la necesidad de
sacrificar un nimero considerable de animales, un bajo rendimiento en el nimero
de células microgliales obtenidas, es necesario cultivar las células durante largos
periodos de tiempo (>20 dias) para poder aislar la microglia y la limitada capacidad
de expansién y mantenimiento en cultivo. Ante estos inconvenientes, el empleo de
Iineas microgliales, como las células BV2, representa una alternativa viable. Esta linea
posee la inexorable ventaja de un rapido y practicamente inagotable crecimiento
celular (lo que permite el uso de técnicas de edicidén génica, tal y como se explica
mas abajo), a la vez que mantiene caracteristicas propias microgliales tales como
la capacidad de fagocitosis y la respuesta inmune frente a estimulos patégenos *.

Con el objetivo de dilucidar los mecanismos moleculares que conducen a la
degeneracién microglial presente en los pacientes con AD, hemos identificado una
serie de genes/vias de sefalizacion potencialmente implicadas. Nos centraremos
en los genes que intervienen en la activacion de la microglia: Cd68, Cx3crl, Itgam
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(CD11b), Itgb2 (CD18), Pu.1, P2ry12, Siglec-H, Gpr56, Tmem119, Tall, Ifi16, Aitl (IBA1),
Zfp36; asi como aquellos genes que codifican para receptores o vias implicadas en
la AD: Trem2, Tyrobp (DAP12), Siglec3 (CD33), Crly Abca7.*¢ Para ello, las BV2 se
cultivaran con los distintos extractos cerebrales y los cambios en la expresion de
dichos genes se evaluaran mediante qPCR durante las primeras 24 horas, lo que
nos proporcionara una idea acerca de los genes implicados en este proceso. Para
confirmar el efecto de esos genes, generaremos knock-outs (KO) especificos para
los genes mas prometedores, usando para ello el sistema de CRISPR-Cas9:

3.2. CRISPR-Cas9

El sistema CRISPR-Cas9 (del inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindro-
mic Repeats, que se traduce como Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y
regularmente interespaciadas, y CRISPR-associated protein 9) es una herramienta
molecular generada con la finalidad de poder modificar el genoma de las células euca-
riotas, optimizada en las Ultimas versiones para células de mamiferos en particular.*”#

El sistema CRISPR fue descubierto a raiz del descubrimiento de que algunas
bacterias eran capaces de utilizar este sistema como mecanismo de defensa contra
la infeccion por bacteriofagos. Estas bacterias son capaces de distinguir entre el ma-
terial genético propio y el extrafo, de forma que dicho ADN exdgeno es reconocido
por el sistema CRISPR, el cual lo corta en fragmentos que inducen a la degradacion
de dicho material genético, actuando este sistema como una especie de sistema
inmune innato bacteriano.*® Ademas, las proteinas Cas tienen la capacidad de tomar
una pequefa parte del ADN viral, modificarlo e integrarlo dentro del conjunto de
secuencias CRISPR.

Las bases moleculares tardaron en conocerse unos anos hasta que comenzaron
a mapearse los genomas de bacterias con este sistema, lo cual permitié localizar
una zona concreta del genoma de muchos microorganismos que estaba repleta de
repeticiones palindrémicas. Esas repeticiones no parecian tener ninguna funcion
aparente, ademas se vio que estaban separadas entre si por unas secuencias a
las que se les denominé “espaciador”. Justo por delante de las repeticiones pa-
lindrémicas y los espaciadores se describi6 una secuencia llamada lider.*® A estas
secuencias que acabamos de describir del genoma de algunos microrganismos son
las que se dieron a conocer como CRISPR.*° No mucho mas lejos de las CRISPR
se localizaron también un agrupamiento de genes que codifican para un tipo de
nucleasas, son los genes Cas.

En 2012 se esclarecié el mecanismo basico de CRISPR-Cas9 derivado de
Streptococcus pyogenes.3” 384 CRISPR-Cas9 es un sistema de endonucleasa de
ADN guiada por ARN en el que la endonucleasa Cas9 forma un complejo con
dos especies de ARN de origen natural, el ARN CRISPR (ARNcr) y el ARN CRISPR
transactivador (ARNtracr). Este complejo se dirige a secuencias de ADN especificas
complementarias a la secuencia de 20nt (nucledtidos) que reside en el extremo 5’
del ARNcr*” De manera conveniente, el ARNcry el ARNtracr se pueden unir me-
diante una secuencia de bucle-tallo (del inglés: stem loop) arbitraria para generar
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Figura 2. Sistema CRISPR-Cas9 y su uso en edicién génica.

un ARN guia sintético de cadena simple (ARNg). Aunque se trata de un mecanismo
inmunologico bacteriano, se consiguio la adaptacion de dicho sistema para su uso
como herramienta molecular para la edicion génica en células de mamifero.*?

Este sistema permite ser personalizado, modificando una secuencia de 20 nt
localizada en la region 5’ en el ARNgs para que sea complementaria a la secuencia
gendmica objetivo, permitiendo que el complejo Cas9-ARNgs se pueda dirigir al
locus gendmico especifico y produciendo la ruptura del ADN bicatenario.*® Esta
fragmentacion del ADN puede repararse a través de dos mecanismos: reparacion
de unién no homdloga (NHEJ) o la via de reparacion dirigida por homologia (HDR).
La reparacién NHEJ a menudo conduce a pequenas inserciones o deleciones (indels)
en el sitio objetivo, mientras que la via HDR conduce a una reparacion perfecta o
una modificacion genética precisa. La reparacién a través de NHEJ produce en alta
frecuencia cambios en el marco abierto de lectura, dando lugar a mutaciones nulas
sin expresion proteica. Por otra parte, el sistema de reparacién HDR permite intro-
ducir secuencias en el genoma de distinta indole (por ejemplo sistemas de seleccién
celular mediados por resistencia a antibiéticos), siempre y cuando la secuencia “molde”
posea una region con alta homologia al ADN celular:** Otra gran ventaja del sistema
CRISPR es la facilidad de la multiplexacion, donde multiples genes pueden mutarse
simultaneamente simplemente mediante el uso de multiples ARNg cada uno dirigido
a un gen diferente. Ademas, cuando se utilizan dos ARNgs flanqueando una regién
genomica, la regién intermedia puede eliminarse o invertirse.®"#

En nuestro sistema experimental, vamos a emplear el sistema CRISPR-Cas9
para modificar genéticamente las células BV2, generando “knock-outs” (KO) espe-
cificos para los genes mas prometedores implicados en la degeneracién microglial,
tras y como se describié mas arriba. Concretamente, para ello se empleara un par
de complejos CRISPR-Cas9, dirigidos contra distintos exones del mismo gen, con
el objetivo de que una vez que ambos complejos actlen y corten el genoma, se
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Figura 3. Ejemplificacién para el gen Trem2 de la delecién causada usando dos complejos
CRISPR-Cas9, dando como resultado la delecién de los exones 1y 2 y la no expresion proteica.

produzca una reparacién génica de forma que la secuencia flanqueada se escinda
o se invierta, dando lugar a una considerable delecién del gen en cuestion, evitando

la expresién proteica y, por tanto, su funcionalidad:3"4

Para la introduccién de ambos complejos CRISPR-Cas9 en las células, se usara
un constructo derivado del plasmido pSpCas9-Puro Px459%, en el cual hemos
introducido ambos RNAg, cuya expresion se induce por sendos promotores U6,

optimizados para la expresion de dichas secuencias en mamiferos:
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QRNA scaffold
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Figura 4. Esquema del plasmido usado para la transfeccién de las células BV2, portando dos
RNAgs dirigidos contra regiones diferentes del gen en cuestién, con la intencién de delecionar

una importante regién del mismo
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Una vez realizada la clonacién de los RNAgs especificos disefados para un gen
concreto, las células BV2 se transfectaran (con lipofectamine 3000) con dicho
plasmido, se seleccionaran durante 2-3 dias en presencia de 50 pg/mL de puro-
micina y se generaran cultivos clonales mediante la siembra de las células a muy
baja concentracion (8 células/cm?). Se seleccionaran 10-20 colonias por cada gen
delecionado, en las cuales se determinara la presencia de la delecién requerida
mediante PCR. En los clones seleccionados para los KOs de cada gen, se realizaran
ensayos funcionales (fagocitosis y capacidad inmunogénica) para dilucidar cuales de
los genes modificados estan implicados en la degeneracién microglial.

3.3. Células microgliales derivadas de células madre pluripotentes
inducidas (iPSCs)

Los resultados obtenidos usando como modelo las células BV2 seran validados en
células microgliales derivadas de iPSCs, las cuales representan un modelo mucho
mas fidedigno de la microglia endégena, son de origen humano, y se pueden derivar
de pacientes con AD portadores de ciertas mutaciones que contribuyen al riesgo
de padecer AD.

Adquiriremos células iPSCs ya derivadas y caracterizadas de individuos controles
(sin afectacion neuroldgica), de pacientes con AD esporadicos y familiares, asi como
de pacientes con deterioro cognitivo leve (3-4 lineas celulares por grupo), de los
repositorios UCIMIND (USA), NINDS (USA) y EBiSC (UK). Estas iPSCs ya derivadas y
caracterizadas nos permitira ahorrar el tiempo y dinero que supondria su generacion.

En el Ultimo afo se han descrito varios protocolos para la generacion de células
microgliales a partir de iPSCs humanas.**-%® Nos basaremos en el protocolo del Prof.
Blurton-Jones*® ya que cuenta con las siguientes ventajas: 1) Diferenciacién en
medio definido sin co-cultivo (minimiza variabilidad), 2) Protocolo corto (40 dias) y
eficiente (x40 microglia pura a partir n° iPSCs inicial), 3) Microglia funcional para el
modelaje de AD (microglia expresa genes asociados a EA, fagocita sinaptosomas y
genera respuesta inmunoldgica).

Las iPSCs, una vez expandidas y establecidas se diferenciaran a microglia. Para
ello primero se diferenciaradn hacia precursores hematopoyéticos durante 10 dias
en las siguientes condiciones:

-1 0 2 4 10
IPSCs 5% Oxygen 20% Oxygen

FGF2 FGF2 FGF2 isolate
BMP4 VEGF VEGF CDa3+
Activin A ;22
LiCl

IL3

ILé

Tras este tiempo, se purificaran mediante FACS-sorting los precursores hemato-
poyéticos CD43*, comprobando la expresién de otros marcadores hematopoyéticos
(CD235ay CD41). Si la pureza es <80%, se procedera a la optimizacién de esta pri-
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mera etapa incluyendo o no ciertas citoquinas a distintos tiempos. Posteriormente,
estos precursores CD43* se induciran hacia microglia en presencia de MCSF, IL-34,
TGFb1 e insulina durante 25-30 dias:

iPSC Serum-free media
+ CD200, CX3CL1
I maturation
-1 1 35 38|

Cada 5 dias, el grado de conversién a microglia se determinara por la expresién
de CD45,CD11by P2ry12. Una vez ~100% pura, las células se maduraran en presen-
cia de CD200 y CX3CL1y se determinara la expresion de marcadores microgliales
especificos: P2RY12, GPR34, C1Q, CABLES1, BHLHE41, TREM2, ITAM, PROS1, APOE,
SLCO2B1, SLC7A8, PPARD y CRYBB1 mediante QPCR, comparando con precursores
hematopoyéticos, monocitos y microglia murina. Una vez optimizado el protocolo
con 2-3 lineas, generaremos microglia de los distintos sujetos y se criopreservaran
o se usaran directamente para los ensayos funcionales.

Todos los procedimientos se ajustan a los principios éticos de investigacion
siguiendo las Directivas Nacionales y Europeas 2010/63/UE de experimentacion.

4. Resultados esperados y expectativas futuras

La enfermedad de Alzheimer supone un gran problema a nivel sanitario y social, el
cual no hace mas que agravarse debido al progresivo envejecimiento de nuestra
sociedad. A pesar de que se ha avanzado en las Ultimas décadas en la comprensién
de la patologia de la enfermedad, todas las aproximaciones terapéuticas propuestas
han fracasado en ensayos clinicos, lo que evidencia la falta de comprensién de la
patologia de la enfermedad y la poca correlacion existente entre los modelos de
ADy los pacientes.

En los ultimos anos han emergido un gran numero de evidencias cientificas que
postulan a la neuroinflamaciéon como un componente primordial en la patologia
de la enfermedad. Entre los distintos actores que intervienen, la microglia destaca
entre todos ellos por ser el Unico componente celular del sistema inmune presente
en el cerebroy por expresar ciertos receptores asociados al riesgo de padecer AD.
Aungque la activacion microglial es un evento presente en algunos modelos murinos
de la enfermedad, el estado de la microglia en los pacientes es un hecho bastante
mas desconocido.

En relacién a esto Ultimo, nuestro grupo de investigacion ha descrito recien-
temente la presencia de una marcada degeneracion microglial en el hipocampo de
pacientes con AD, lo cual no se habia descrito con anterioridad. Aunque la presencia
de TAU fosforilado parece ser el agente causante de esta disfuncionalidad, se des-
conocen totalmente los mecanismos implicados conducentes a esta degeneracién



Libro de actas del Workshop Internacional

192 “Metabolic Reprogramming as a Target for Cancer and Other Diseases”

microglial. Postulamos que la dilucidacion de dichos mecanismos dara lugar no sélo
a un nuevo escenario con una mejor comprension de la patologia de la enferme-
dad, sino a la identificacién de nuevas dianas terapéuticas. En este sentido, nuestra
aproximacion experimental aportara datos preliminares acerca de posibles apro-
ximaciones terapéuticas y, ademas, establecera nuevos y mas fidedignos modelos
de la enfermedad, representando un avance bastante notable en la comprension
de la enfermedad y contribuyendo a la generacién de nuevas terapias capaces de
contrarrestar el progreso de la enfermedad.
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Resumen

La formacion de depésitos extracelulares de beta-amiloide (AR) v la activacion glial cons-
tituyen dos de los principales eventos patologicos en el cerebro de los pacientes con la en-
fermedad de Alzheimer (AD). AP se considera el agente causal de la enfermedad, ya que la
acumulacion de esta proteina comienza muchos afios antes de que aparezcan los primeros
sintomas. Los mondmeros de AP se agregan, dando lugar a formas oligomeéricas solubles,
oligomeros prefibrilares y fibrilares, que finalmente dan lugar a las placas amiloides o seni-
les. El péptido AP se propaga entre regiones cerebrales conectadas sindpticamente durante
la progresion de la patologia, v desencadena la cascada de alteraciones caracteristicas de
la enfermedad: placas seniles, ovillos neurofibrilares, activacion glial, pérdida sinaptica y
muerte neuronal. Aunque las placas de A no correlacionan bien con el deterioro cognitivo de
los pacientes, si existe una alta correlacion entre los niveles de oligémeros solubles y el grado
de demencia. La acurnulacion del péptido AP atrae a las células microgliales y astrogliales,
que se activan en torno a las placas, aunque la funcién de estas células activadas aun esta
por determinar. La hipétesis de este trabajo propone que las placas de AR podrian actuar
como reservorio de oligémeros solubles de AR v que la glia reactiva que rodea a las placas
regularia la toxicidad de éstas, favoreciendo la captacion de oligomeros toxicos hacia las
placas, su compactacion y su aislamiento del resto del parénquima cerebral. Una respuesta
deficiente de la glia reactiva, podria llevar a una liberacion de oligomeros toxicos desde las
placas, causando dafno sinaptico y muerte neuronal, contribuyendo por tanto a la progresion
de la patologia. La modulacion de las propiedades toxicas de las placas amiloides podria ser
una estrategia terapéutica novedosa para modificar el curso de la enfermedad de Alzheimer.
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1. Introduccién
1.1. El péptido beta-amiloide y la enfermedad de Alzheimer

El péptido beta-amiloide (Abeta o AP) ha sido el punto focal central de la investi-
gacion de la enfermedad de Alzheimer (AD) en las Ultimas décadas y se considera
el factor causal de esta enfermedad. Aunque muchos han sido los descubrimientos
importantes acerca del mecanismo de produccion de Abeta y sus efectos toxicos,
muchas preguntas y mecanismos criticos relacionados con la formacion de las
diferentes especies oligoméricas y fibrilares de Abeta, el origen de estas formas
toxicas y los medios por los cuales se propaga dentro del cerebro siguen siendo
desconocidos. La AD es una enfermedad neurodegenerativa, hasta la fecha actual
incurable, que cursa con un deterioro progresivo de la memoria y representa la
causa mas comun de demencia entre las personas mayores de 65 afos. En Espaiia
existen actualmente unos 800.000 afectados, unos 6 millones en Europa y unos
46 millones a nivel mundial, y se prevé que estas cifras aumenten dramaticamente
en los préximos anos debido al incremento progresivo de la poblacion de edad
avanzada. Los esfuerzos para desarrollar una terapia que modifique el curso de
la enfermedad no han tenido éxito aln y los escasos farmacos disponibles sélo
afectan marginalmente a los sintomas cognitivos y conductuales. Por lo tanto, esta
enfermedad es claramente uno de los problemas médicos y socioeconémicos mas
graves a los que se enfrenta nuestra sociedad, siendo urgente el desarrollo de te-
rapias exitosas capaces de contrarrestar la progresién de las lesiones patoldgicas
y el dafio neuronal.! La ausencia de terapias efectivas se debe, principalmente, al
desconocimiento de los mecanismos patogénicos subyacentes a la enfermedad, a
la falta de buenas dianas terapéuticas y a la ausencia de buenos modelos animales
que recapitulen la patologia humana.

A nivel histopatolégico, el cerebro de los pacientes de Alzheimer presenta: i)
acumulacién de proteinas agregadas en forma de depositos extracelulares (placas
seniles) de péptido Abeta, y de ovillos neurofibrilares intraneuronales (NFTs, del inglés
Neurofibrillary Tangles) compuestos por la proteina tau hiperfosforilada (fosfo-tau),
i) activacion glial (microglia y astroglia), y iii) pérdida de sinapsis y muerte neuronal
selectiva en regiones cerebrales superiores, responsables de los procesos de memoria
y aprendizaje.* El proceso patogénico en la AD comienza muchos afios antes de
que aparezcan los sintomas, de hecho la acumulacion de péptido Abeta en forma
de placas amiloides se puede iniciar hasta treinta afios antes de la aparicion de los
sintomas generando cambios estructurales y funcionales en el cerebro de personas
que se encuentran en la fase preclinica de la enfermedad.>® Una vez que se inicia el
proceso de la enfermedad, las dos lesiones cerebrales tipicas (placas seniles y ovillos
neurofibrilares) se propagan sistematicamente”® a través del cerebro y conducen a
una neurodegeneracion grave que afecta la integridad y funcionalidad de multiples
sistemas cerebrales que causan demencia y finalmente la muerte. Un tratamiento
eficaz contra el Alzheimer deberia frenar la produccion, agregacién y/o propagacion
de las especies toxicas de Abeta y de tau para evitar la pérdida sindptica y la muerte
neuronal progresiva que caracteriza a esta devastadora enfermedad.
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Figura 1. Hipétesis de la cascada amiloide. Es el modelo mas influyente de las dltimas décadas
en la investigacion sobre la enfermedad del Alzheimer. Plantea la idea de una cascada patogénica
iniciada por la excesiva acumulacién y/o escasa eliminacién en el cerebro de péptidos de Abeta,
tanto en los casos familiares como en los esporadicos. La acumulacién cerebral de Abeta llevaria
a la formacidn de las placas seniles, la formacién de los ovillos neurofibrilares y una respuesta
neuroinflamatoria que finalmente desencadenarian el dafio neuronal y la aparicién de los sintomas.

Aunque se desconoce la causa de la enfermedad, la hipdtesis mas aceptada
actualmente es la hipdtesis de la cascada amiloide (Figura 1), que defiende que el
evento inicial que desencadena la AD es la acumulacion y agregacion de Abeta, ya
sea por una sobreproduccion de dicho péptido debida a mutaciones en los genes
implicados en el procesamiento del mismo (APP, PS1y PS2) y/o por un fallo en los
mecanismos de eliminacién del péptido. Como consecuencia de la acumulacion de
Abeta, se desencadenarian el resto de alteraciones propias de la enfermedad, como
son la formacién de las placas seniles y los NFTs, la neuroinflamacién mediada por la
activacion de las células microgliales y astrogliales, la pérdida sinaptica y la muerte
neuronal.’o2

La agregacién del Abeta es un proceso poco conocido, aunque una de las hipdtesis
mas aceptadas defiende que se podria agregar y propagar de forma parecida a los
priones.31> Segun esta hipdtesis, se produciria un mal plegamiento de la proteina, la
cual tiende a autoagregarse formando semillas (del inglés seeds), que tendrian la ca-
pacidad de actuar como agente infeccioso, convirtiendo a proteinas con conformacion
nativa en proteinas con una conformacién alternativa o mal plegada (Figura 2).1%
De este modo, el péptido Abeta irfa acumuldndose, agregandose y propagandose
a distintas regiones cerebrales durante la progresion de la patologia mediante
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Figura 2. Plegamiento proteico y formacion de agregados. Una vez sintetizadas, las proteinas
pueden adquirir una amplia variedad de conformaciones, y en muchas ocasiones la conformacion
nativa es solo marginalmente estable bajo condiciones fisiolégicas. El proceso de plegamiento es
propenso a cometer errores que dan lugar a proteinas mal plegadas y agregados. Con el enve-
jecimiento, se rompe la homeostasis proteica (proteostasis), los mecanismos de plegamiento y
de degradacién proteica empiezan a fallar,y empiezan a acumularse cada vez mas proteinas mal
plegadas, que tienen mayor capacidad de agregacién. Los agregados que se forman pueden ser
amorfos o bien tener estructura de l[dmina beta, siendo éstos los que dan lugar a los oligémeros
y a los agregados fibrilares.

este fendmeno, denominado siembra (del inglés seeding).’® Apoyando esta teoria,
diversos experimentos han demostrado que la inyeccién de las fracciones solubles
procedentes de cerebros de pacientes de AD en el cerebro de ratones transgénicos
amiloidogénicos produce un incremento de la agregacion de Abeta y una aceleracion
de la patologia amiloide.’*-22

En el cerebro de pacientes, asi como de modelos transgénicos, la agregacion
de Abeta da lugar a diversas formas oligoméricas (dimeros, trimeros, tetrameros,
hexdmeros y otros complejos mayores 15-20 mondémeros), denominados ADDLs
(ligandos difusibles derivados del Abeta), oligdmeros prefibrilares y fibrilares.23-28
Las conformaciones fibrilares mas insolubles tienden a agregarse formando los
depdsitos extracelulares (placas) en el parénquima cerebral, y los depdsitos amiloides
vasculares. Sin embargo, las formas solubles de Abeta tienen un mayor efecto neu-
rotdxico y actualmente se consideran los agentes causales de la disfuncién sinaptica
y cognitiva en las fases tempranas de la enfermedad.?*=! De hecho, la gravedad del
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Figura 3. Subtipos mas comunes de placas amiloides. Se muestra una placa amiloide de tipo neu-
ritico (A) y otra de tipo difuso (B). En A, la placa amiloide (marrén claro) esta rodeada por neuritas
distréficas (negro), mientras que en B, la placa amiloide (marrén claro) carece de distrofias. Inmu-
notincién doble a microscopia de campo claro con anticuerpos para Abeta y APP (marcador de
distrofias) en la corteza frontal de pacientes con AD en estadio Braak V-VI. Barra de escala: 20 pm.

defecto cognitivo en la enfermedad de Alzheimer se correlaciona con los niveles
de oligémeros solubles cerebrales y no con la carga total de Abeta.*2=* Tanto en
pacientes como en modelos, la carga amiloide asi como las formas oligoméricas
solubles contintian incrementado con la progresién de la patologia, sin embargo
la relacién entre las placas y estas formas solubles no es conocida. Numerosas
investigaciones estan dirigidas a identificar qué formas oligoméricas son las mas
deletéreas y los mecanismos moleculares implicados en el dafno neuronal. Asimismo,
se estd probando experimentalmente la eficacia terapéutica de inmunoterapias
para estas formas oligoméricas con escaso éxito hasta la fecha.*¢-*¢ Sin embargo,
no se conoce cuales son los mecanismos que llevan a la formacién y acumulacion
progresiva de estas especies toxicas de Abeta en el cerebro, ni si las placas son una
fuente de estos oligomeros, ni el papel que las células gliales (microglia y astroglia),
aparte de un proceso inflamatorio, puedan tener en la formacién/compactacion/
degradacion de placas.

1.2. Placas amiloides y neuroinflamacion

La acumulacién extracelular de péptidos Abeta da lugar a las denominadas placas

amiloides, caracteristicas de los pacientes de Alzheimer. De los muchos nombres

descriptivos para clasificar a las placas amiloides, los dos subtipos mas ampliamente
utilizados son las placas neuriticas y las placas difusas (Figura 3):

® Placas neuriticas: estan formadas principalmente por AB,, (isoforma de 42

aminoé4cidos), aunque también presentan A, | (isoforma de 40 aminoacidos).*

Son depodsitos de Abeta fibrilar que presentan a su alrededor neuritas dis-

troficas, que son prolongaciones neuronales (axones/presinapsis) engrosadas

debido a la acumulacién de vesiculas por fallo en el transporte axonal. Ademas,

la microglia y la astroglia activada se encuentran intimamente asociadas a
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este tipo de placas.*®# Las placas neuriticas pueden subdividirse en placas
primitivas (esféricas y sin un nucleo compacto, normalmente presentes cerca
de axones y sinapsis) y placas clasicas (presentan un nucleo redondo y denso,
suelen asociarse a vasos sanguineos).

® Placas difusas: estan compuestas mayoritariamente por la isoforma AB,,
presentando poco o nada AB, . Son de naturaleza no fibrilar, sin una forma
definida ni un ndcleo compacto. Este tipo de depdsitos no suele presentar
células gliales asociadas a su alrededor ni neuritas distroficas.*?

La neuroinflamacién es otra de las marcas histopatoldgicas de la AD, no obstante,
el papel de la microglia y la astroglia en la progresién de la patologia aiin no esta claro.
La identificacién de polimorfismos asociados a la AD esporadica en genes microglia-
les (TREM2, CD33, HLA-DRB1, etc.) avala un papel predominante de estas células
en la patogénesis de la enfermedad.*® Por un lado, se cree que una desregulacion
del estado de activacion de estas células gliales podria dar lugar a estrés oxidativo,
neuroinflamacion persistente y disfuncién neuronal, lo cual favoreceria la produccién
y agregacion de Abeta.** En cambio, hay autores que sugieren que la activacion de
la microglia y los astrocitos es secundaria a la acumulacion de Abeta, de modo que
a través de la interaccién entre el Abeta y las células gliales se desencadenaria la
cascada inflamatoria.*>*¢ La presencia continuada del Abeta conduciria a un estado
inflamatorio crénico, con una sobreactivacion microglial y astroglial, dando lugar a
la produccion y liberacién de cantidades excesivas de citoquinas proinflamatorias y
de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.*” Esto a su vez provoca la desregu-
lacion de los procesos y mecanismos destinados a eliminar el dafio causado y, por
tanto, se acaba creando un ambiente en el que el estrés oxidativo, la muerte celular
y la degeneracion del tejido nervioso se van agravando.*® Ademas, el péptido Abeta
tiene la capacidad de atraer a las células microgliales y astrogliales, fomentando su
activacién en torno a las placas y provocando que éstas se encuentren rodeadas
por prolongaciones gliales.**-5* De este modo, la glia reactiva podria constituir una
barrera fisica frente a la toxicidad de la placa, promoviendo su compactacién y ais-
lamiento, evitando su expansion, y ademas participando en la fagocitosis del Abeta
oligomeérico en un intento de aliviar la carga amiloide de las placas.>*>" Estudios
recientes han demostrado que la presencia de mutaciones asociadas a la AD en el
gen de TREM2 (del inglés Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2), receptor
expresado por la microglia en el cerebro, inducen un aumento de la patologia en
modelos amiloidogénicos produciendo placas menos compactas y con un nimero
mayor de distrofias asociadas.®® Por tanto, una respuesta deficiente de la microglia
activada que rodea a las placas podria inducir una respuesta perjudicial para las
neuronas en la AD.

Una de las incégnitas en la AD es el papel de las placas de Abeta en el desa-
rrollo y progresién de la patologia. Se ha considerado a las placas como almacenes
inertes de Abeta, ya que no existe correlacion entre la carga amiloide y el deterioro
cognitivo. En el modelo transgénico PSIM146L/APP751SL>%0 |as placas estan
rodeadas de distrofias neuriticas (de naturaleza axonal/presinaptica) conteniendo
multitud de vesiculas autofagicas al igual que las placas neuriticas de los pacientes.
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El nimero de distrofias asociadas a las placas aumenta con el tamario de la placa,
que a su vez aumenta con la edad. Es posible que las placas con la edad cambien
sus propiedades y liberen formas oligoméricas toxicas afectando a los axones/
sinapsis cercanos.

Nuestro grupo de investigacién, perteneciente al CIBER de Enfermedades
Neurodegenerativas (CIBERNED) del Instituto de Salud Carlos Ill, trata de dar res-
puesta a varias de estas cuestiones, y algunas de ellas se plantean en este proyecto,
ya que permitirian identificar dianas terapéuticas de intervencion para modular la
toxicidad de las placas y asi evitar y/o disminuir los niveles de oligémeros téxicos y
por lo tanto preservar la integridad neuronal.

2. Hipétesis

La hipétesis de trabajo propone que las placas de AB acttian como reservorio de
formas oligoméricas solubles de AB y que la glia reactiva que rodea las placas
regula la toxicidad de las mismas. De comprobarse esta hipétesis, los resultados,
altamente novedosos, supondrian un gran avance en el conocimiento de la par-
ticipacién de las placas (hasta ahora consideradas como estructuras inertes) y la
glia reactiva asociada en el desarrollo y progresion de la enfermedad. Los datos
obtenidos podran ser utilizados en futuros estudios preclinicos destinados a ver el
efecto de nuevas terapias sobre la toxicidad de las placas y que permitan prevenir
estos cambios y el dafio neurotdxico.

3. Objetivos

3.1. Caracterizar la heterogeneidad de las placas amiloides durante la progresion
de la patologia en el hipocampo y la corteza entorrinal de animales transgéni-
cos PS1,,,. /APP,,, de distintas edades. Se emplearan técnicas histoldgicas e
inmunohistoquimicas a microscopia 6ptica convencional y laser confocal, asi como
técnicas estereoldgicas y de andlisis de imagen. Las diferencias entre las placas
amiloides se estableceran en base a su morfologia, tamafio y sus posibles cambios
con la edad (compactacién AB, tamario del halo periférico oligomérico), empleando
diversos marcadores tales como AB,,, AB,, Ap oligomérico OC y 6E10. Posterior-
mente, se caracterizara el efecto neurotdxico de las diferentes placas en el neuropilo
circundante, analizando la formacidn de neuritas distréficas mediante marcadores
como APP, AT8, SYN, LC3B o SMI132. Ademas, se estudiara el estado de activacion
microglial (IBAL, CD11b, CD45, CDE8..) y astroglial (GFAP, ALDH1L1, acuaporina4)
alrededor de las placas amiloides.

3.2. Se determinardn las alteraciones metabdlicas que acompafian al proceso
de deposicién amiloide y al proceso neurodegenerativo en el modelo PS1,,,,,,/
APP,,,,. La existencia de cambios en el metabolismo cerebral en pacientes de
Alzheimer ha sido descrita previamente, por tanto el analisis de estos cambios y la
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identificacion de marcadores metabdlicos podrian ser de relevancia para diagnosticar
y monitorizar la progresién de la enfermedad. En nuestro modelo transgénico, se
analizara el perfil metabdlico de regiones como el hipocampo y la corteza cerebral,
donde se acumula preferentemente el péptido amiloide. Este estudio se realizara
en la unidad de metabolémica del servicio de Nanoimagen del Centro Andaluz de
Biotecnologia y Nanomedicina (Edificio Bionand situado en el Parque Tecnolégico
de Andalucia en Mélaga).

3.3. Determinar el papel toxico de las fracciones solubles S1 aisladas de rato-
nes transgénicos y de muestras post mortem de pacientes en diversos estadios
Braak (11-VI), asi como de placas aisladas de ratones transgénicos, tanto in vivo
como in vitro. Las placas amiloides, tefiidas mediante Tioflavina S y clasificadas por
tamafio, compactacion y region, seran aisladas mediante microdiseccién laser segin
la metodologia descrita previamente por el grupo.®* Por otro lado, las fracciones
S1 se obtendran de acuerdo al protocolo descrito por Jiménez et al.®?, empleando
homogeneizados del hipocampo y la corteza de ratones transgénicos y de muestras
humanas post mortem. Estas fracciones, que contienen formas solubles de AR y
de tau hiperfosforilado, seran inyectadas en animales silvestres y transgénicos, asi
como probadas in vitro.
3.3.1. En los ensayos in vitro se emplearan cultivos de lineas celulares comerciales
(neuroblastoma N2a, microglia VB2), asi como cultivos primarios de neuronas,
de microglia y de astrocitos. El efecto bioldgico de las placas amiloides y de las
fracciones S1 (toxicidad, degeneracion neuronal, cambios en el metabolismo
del APP, neuroinflamacion) serad ensayado sobre cultivos y analizado mediante
diversas técnicas (RT-PCR, western blots, citometria de flujo, inmunocitoquimica).
3.3.2. Los ensayos in vivo se realizardn mediante inyeccién estereotaxica en el
cerebro de ratones silvestres y transgénicos APP,g;5, 3XTgAD y APPKI-hABwt.
Parte de este objetivo se llevara a cabo durante una estancia en el laboratorio del
Dr. Frank M. LaFerla en la Universidad de California en Irvine (Estados Unidos).
El efecto de las fracciones S1 se analizard mediante estudios de conducta para
la evaluacion cognitiva de los animales y posteriormente se analizara la patologia
por inmunohistoquimica, estereologia, RT-PCR y western blots.

3.4. Determinar si la glia reactiva que rodea a las placas regula la capacidad téxica
de las mismas durante la progresion de la patologia tanto en modelos transgénicos
como en muestras post mortem de pacientes con AD. Las placas inducen una fuerte
activacién microglial y astroglial a su alrededor. El papel de la activacion microglial
esta siendo objeto de numerosos estudios en relacion a la respuesta neuroinflama-
toria y su doble perfil protector/perjudicial. Sin embargo, poco se conoce sobre el
posible papel de las células microgliales activadas en la formacion/compactacion/
degradacion de las placas y por tanto regulando la capacidad tdxica de las mismas
(reduciendo/aumentando la liberacion de oligdmeros y su efecto sobre la formacién
de distrofias, pérdida sindptica y muerte neuronal) en la evolucién de la patologia.
Del mismo modo, se desconoce la funcion de la astroglia reactiva y de sus posibles
fenotipos en la progresion de la enfermedad. Nuestro propdsito es caracterizar las
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células gliales activadas intimamente asociadas a placas y su posible contribucion
en la regulacion de la toxicidad de las placas.

Para ello, planteamos el estudio inmunohistoquimico y morfolégico (longitud
y nimero de prolongaciones, nimero de bifurcaciones, etc.) de las células micro-
gliales activadas y astrocitos reactivos que rodean las diferentes placas durante la
progresion de la patologia en modelos y muestras post mortem de pacientes, con
objeto de determinar si existen diferentes fenotipos en relacién al tipo de placa asi
como la evolucién patolégica (cambios morfoldgicos/moleculares) de estas células
con la edad. Ademas, se emplearan otras técnicas como citometria de flujo, micro-
diseccion laser, RT-PCR, etc.

El trabajo propuesto se encuadra en la linea de investigacion del grupo, pertene-
ciente al IBIMA'y al CIBERNED. Los objetivos se encuadran en los proyectos actuales
del grupo contando con los permisos éticos oportunos. Todos los procedimientos
que involucren animales vivos se ajustan a los principios éticos de investigacion
siguiendo las Directivas nacionales y europeas 2010/63/UE de experimentacién
animal. La investigacion se llevara a cabo en las instalaciones del Centro de Expe-
rimentacién Animal de la UMA de acuerdo con las directrices institucionales para
la manipulacién de los animales y se haran los maximos esfuerzos para reducir el
numero y el sufrimiento de los animales. Se seguira el principio de las 3R, es decir
reducir, refinar y reemplazar animales tanto como sea posible.

4. Muestras

Se empleardn muestras humanas post mortem (fijadas en paraformaldehido y
crioprotegidas) de hipocampo y corteza entorrinal de pacientes en estadios Braak I,
Braak IlI-1V y Braak V-VI con historial clinico conocido. Como controles se utilizaran
muestras de individuos sanos y edades similares a los individuos con la patologia. El
grupo ya dispone de estas muestras procedentes del Banco de Tejidos Neurolégi-
cos del IDIBELL-Hospital Universitario de Bellvitge (Barcelona) y del Biobanco del
Hospial Clinics-IDIPAS (Barcelona). Ademas, se emplearan los siguientes modelos
transgénicos:

® APP,;,, . Este modelo monogénico presenta dos mutaciones en el gen de APP
que han sido identificadas en pacientes con AD familiar (mutaciones sueca:
KM595/596NL y londinense: LV642).

® PS1,,,,, /APP_.,. Este doble transgénico ha sido ampliamente caracterizado
por nuestro grupo. La colonia para estos transgénicos se esta manteniendo
y produciendo en el estabulario de la Universidad de Méalaga a partir de los
reproductores PS1 (mutacion PSIM146L) y APP,,q, (mutaciones sueca:
KM595/596NL y londinense: LV642).

® 3xTgAD. Este modelo triple transgénico (Jackson lab) presenta mutaciones
en los genes PS1 (mutacion PSIM146V), APP (mutacién sueca) y Tau (MAPT
P301L). Desarrolla una patologia amiloide muy tardia, pero manifiesta mayor
deterioro cognitivo que otros modelos monogénicos y bigénicos.
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® APPKI-hABwt. Se trata de un nuevo modelo desarrollado por el grupo del
Dr. LaFerla de la Universidad de California en Irvine (UCI, Estados Unidos). En
él, la secuencia del AR humano no mutado ha sido insertada en el gen APP
enddgeno del ratdn, tratdndose de un modelo esporadico para la enfermedad
de Alzheimer.

5. Resultados Esperados

El fracaso relativo de las propuestas etiopatogénicas en la AD ha abierto la puerta
a una investigacion mas multifactorial de las causas de esta enfermedad. El objetivo
de este proyecto es proponer dianas terapéuticas inéditas que permitan modular in
vivo la toxicidad de las placas, y que podrian ser ademas de altamente novedosas, de
gran interés clinico teniendo en cuenta el fracaso que han tenido hasta la actualidad
las estrategias terapéuticas basadas en inmunoterapias para eliminar el AB.
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de Desarrollo Regional (FEDER) de la Unién Europea, a través de los proyectos
PI15/00796 (AG) y PI15/000957 (JV); y por el Centro de Investigacién Biomédica
en Red sobre Enfermedades Neurodegenerativas (CIBERNED) (AG y JV). C.N-D es
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Resumen

La respuesta neuroinflamatoria, mediada principalmente por la activacion microglial, es una
caracteristica del cerebro de los pacientes con enfermedad de Alzheimer (AD]). Aunque su
implicacion en la fisiopatologia de la AD queda por esclarecer, la identificacién de factores
de riesgo genéticos relacionados con la funcion de la microglia, han situado a la respuesta
inflamatoria como un factor critico en la progresion de la AD. Recientemente, y al contrario
de lo observado en modelos transgénicos amiloidogénicos, nuestro grupo de investigacion
ha demostrado que las células microgliales sufren un proceso degenerativo en el hipocampo
de los pacientes, implicando una desproteccion inmunolégica del parénquima nervioso y
comprometiendo la homeostasis y supervivencia neuronal. En este sentido, proponemos
que la disfuncién/degeneracion microglial podria estar implicada en el desarrollo/progresion
de la AD existiendo diferencias regionales en el cerebro de los pacientes. El objetivo de este
proyecto, por tanto, es analizar la respuesta de la microglia (activacion/degeneracion) en la
corteza frontal de muestras humanas post mortem de pacientes de AD (fases avanzadas,
Braak V-VI) e individuos control (fases asintomaticas, Braak I} y comparar los resultados
con la region del hipocampo. Dicho propdsito sera abordado mediante aproximaciones in-
munohistoquimicas e histologicas y técnicas de analisis de imagen. Se pretende con este
trabajo proporcionar una mejor comprension de los mecanismos inmunoldgicos asociados
a la enfermedad, ayudar en la identificacion de nuevas dianas terapéuticas y mejorar los
modelos animales para que mimeticen en mayor grado la patologia humana, y garanticen
asi el exito traslacional del laboratorio a la clinica.
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Abreviaturas:

AB: péptido B-amiloide, del inglés Amyloid B.
AD: enfermedad de Alzheimer, del inglés
Alzheimer’s Disease.

APOE: apolipoproteina E.

APP: proteina precursora amiloide, del inglés
Amyloid Precursor Protein.

AT8: anticuerpo monoclonal para la Tau
hiperfosforilado.

BAM10: anticuerpo monoclonal para
B-amiloide total.

CLU: clusterina.

CR1: receptor del complemento tipo 1, del
inglés Complement Receptor 1.

CSF1: factor estimulador de colonias de
macréfagos, del inglés Colony Stimulating
Factor 1.

CX3CRL: receptor de fractalquina, del inglés
C-X3-C Motif Chemokine Receptor 1.

DAM: microglia asociada a dafio, del inglés
Disease Associated Microglia.

DAP12: del inglés DNAX Activating Protein
of 12 KDa.

GFAP: proteina acida fibrilar glial; del inglés
Glial Fibrillary Acidic Protein.

1. Introduccion

GWAS: estudios de asociacion del genoma
completo; del inglés Genome Wide Association
Studies.

IBAL: molécula adaptadora de unién a calcio;
del inglés lonized calcium-Binding Adapter
molecule.

NFTs: ovillos neurofibrilares; del inglés
Neurofibrillary Tangles.

NTs: fibras neuropilicas; del inglés Neuropil
Threads.

OC: anticuerpo monoclonal para f-amiloide
oligomérico.

P2RY12: receptor purinérgico P2Y; del inglés
Purinergic Receptor P2Y.

SHIP: fosfatasa D inositol 5-polifosfato, del
inglés SH2-containing Inositol Phosphatase.
TLRs: receptores de tipo toll, del inglés Toll-like
receptor

TMEM119: proteina transmembrana 119.
TNFa: factor de necrosis tumoral o, del inglés
Tumoral Necrotic Factor.

TREMZ2: receptor de activacién expresado

en células mieloides tipo 2, inglés Triggering
Receptor Expressed on Myeloid cells 2.

La enfermedad de Alzheimer (AD) es una enfermedad neurodegenerativa, progre-
siva, croénica, e irreversible, que constituye la principal causa de demencia entre la
poblacién envejecida en todo el mundo.

Las principales lesiones histopatoldgicas de esta enfermedad (Figura 1), contra
las que han sido dirigidas la mayoria de las estrategias terapéuticas en las Ultimas
décadas, son la acumulacién extracelular de péptidos beta-amiloide (AB) en forma
de placas seniles, y la agregacion intracelular de la proteina Tau hiperfosforilada
(fosfo-tau) que da lugar a los ovillos neurofibrilares.? Ademaés, esta patologia cursa
con pérdida de sinapsis, disfuncion y muerte neuronal selectiva, dafios vasculares y
glia reactiva, entre otros.>*

Aungue la funcién de la glia (microglia y astroglia) en la AD todavia no esté es-
clarecida, uno de los mecanismos patolégicos que ha ido ganando reconocimiento
en los ultimos afios es el proceso neuroinflamatorio mediado por estas células. En
este sentido, se ha propuesto que la activacién del sistema inmune innato cerebral,
que implica alteraciones en la morfologia y funcién de las células microgliales y
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Figura 1. Principales lesiones histopatolégicas del cerebro de un paciente con Alzheimer. (A)
Ovillos neurofibrilares de neuronas piramidales; inmunotincién para AT8 (fosfo-tau). (B) Placa
senil con neuritas distréficas asociadas; inmunotincién para Ap en azul oscuro, AT8 en marrén. (C)
Células microgliales reactivas alrededor de una placa amiloide; inmunotincién para Ibal (microglia)
en rojo, AB en verde. (D) Astrocito reactivo asocidado a una placa neuritica; inmunotincién para
GFAP (astroglia) en verde, AT8 en rojo, AP en azul. (A-C) Imdgenes de microscopia convencional de
campo claro; (D) Imagen de microscopia ldser confocal de multiple marcaje fluorescente. Barras
de escala: A, 50pm; B-D, 20pm

astrocitos,® contribuye al desarrollo y progresién de la enfermedad.® Sin embargo,
a dia de hoy, no se excluye la posibilidad de que las acciones inmunes puedan, al
menos en parte, desempefar un papel decisivo en el inicio de la patologia. De hecho,
se ha llegado a plantear la denominada hipétesis de la desregulacion de las células
gliales segun la cual, cambios y alteracién de la activacion y regulacién microglial
resultaria en estrés oxidativo, neuroinflamacion persistente y disfuncién neuronal,
que favoreceria la produccién y agregacion de AB.”

No obstante, actualmente la hipdtesis de la cascada amiloide es la méas aceptada,
segun la cual el primer evento que sucede y que desencadena la disfuncion neuro-
nal, es la acumulacion extracelular del péptido AB. Esta agregacion seria la que mas
adelante conduciria, por una parte, a la formacién de los ovillos neurofibrilares y
por otra, a la activacion microglial y astrocitaria con la consecuente respuesta in-
flamatoria asociada. Asi, estudios recientes, sugieren que la activacién de las células
inmunes residentes en el cerebro sigue a la acumulacion de AB, desencadenandose
la cascada del proceso inflamatorio a través de la interaccién entre el amiloide y
estas células gliales.8®

Los datos actuales indican que en este proceso neuroinflamatorio participan
distintos tipos celulares como microglia, astrocitos, neuronas, células endoteliales y
algunas células del sistema inmune adaptativo, entre otros. También, se ven impli-
cados una gran cantidad de mediadores moleculares, como citocinas (pro y antiin-
flamatorias), quimiocinas, caspasas, factores del complemento y especies reactivas
de oxigeno y nitrogeno.’® De todos ellos, las células microgliales, componentes del
sistema inmune innato del cerebro, son las principales mediadoras de la inflamacion.

La mayor parte del conocimiento que tenemos actualmente acerca de la acti-
vacion microglial en la AD procede de los hallazgos en modelos murinos amiloido-
génicos™ basados en la sobreexpresion de APP y acumulacion extracelular de AB. La
activacion microglial esta caracterizada y modulada por el microambiente inflamatorio
en el que se encuentran. En este estado, las células ponen en marcha mecanismos
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Figura 2. Respuesta microglial en la enfermedad de Alzheimer. La visidn actual, aunque otorga
a la microglia un papel beneficioso al inicio de la patologia, sostiene que las células microgliales
adquieren un fenotipo proinflamatorio con produccién de sustancias tdxicas conforme la enfer-
medad progresa, contribuyendo finalmente a la muerte neuronal.

inflamatorios para reclutar otras células y eliminar el desencadenante patoldgico,
asi como antiinflamatorios para resolver la respuesta inmune iniciada y reparar el
tejido danado. No obstante, en la AD, la presencia continuada de los agregados de
AP hace que haya niveles elevados de mediadores proinflamatorios y de neuronas
danadas, que conducen a las células hacia un estado activado crénico, en donde sus
funciones se encuentran totalmente alteradas y la situacién patoldgica se agrava adn
mas®*2 (Figura 2). En ratones transgénicos amiloidogénicos, asi como en regiones
neocorticales de los pacientes, las células microgliales adquieren un fenotipo reactivo,
aumentando en numero y tamafio de manera proporcional al grado de severidad
de la patologia amiloide,”® estando la activacion microglial, por tanto, directamente
relacionada con el AB. Si el papel de estas células es perjudicial o protector en el
avance de la patologia no esta del todo claro a dia de hoy. Por un lado, se ha visto
que las placas neuriticas de AP estan rodeadas y aisladas del resto del parénquima
nervioso por células microgliales activadas que quizas contribuyan a su fagocitosis
y/o compactacion.** 15 Sin embargo, por otro lado, a estas células también se le han
asociado efectos perjudiciales al liberar citoquinas proinflamatorias y neurotoxinas.*®

En los ultimos afos, la implicacién de la microglia en la AD, bien por pérdida de
funcion protectora o ganancia de actividad téxica, se ha visto reforzada por los estu-
dios de asociacién del genoma completo (GWAS) (17). Estos andlisis, llevados a cabo en
un gran numero de pacientes, han permitido identificar factores de riesgo genéticos
para el Alzheimer esporadico y que se encuentran estrechamente relacionados con
la respuesta inmune microglial. Entre los genes que aumentan la susceptibilidad de
desarrollar la patologia, destaca el receptor de células mieloides (TREM2).2 Se trata
de una glicoproteina que, a través de su molécula adaptadora DAP12, estd implicada
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en promover la supervivencia, proliferacion y activacion microglial, llegando incluso
a producir sefiales tdnicas que preservan la funcion microglial a lo largo de los afios.
También se ha comprobado que presenta un papel importante en la fagocitosis de
neuronas dafadas y muertas, y posiblemente del AP al formar este Ultimo, complejos
con lipoproteinas que contienen APOE y CLU. Ademas, se le ha asociado un papel in-
munorreguladory protector al limitar la inflamacién por interferir con la produccion
de citocinas proinflamatorias via TLRs asi como por participar en la formacion de una
barrera microglial alrededor de las placas. Diversas variantes de pérdida de funcion
de TREMZ2 parecen incrementar el riesgo de padecer Alzheimer, lo cual corrobora la
hipdtesis de que la alteracién de las funciones microgliales contribuyen a la patogénesis
de esta enfermedad. De hecho, son ya varios los genes expresados por la microglia 'y
que estan implicados en la patogénesis (CR1, CLU, CD33, SHIP, etc.) pudiendo estar
conectados funcionalmente y presentar vias comunes que puedan ser objeto de
estudio terapéutico. Asi, la disfuncién de las células microgliales en el desarrollo de
esta enfermedad neurodegenerativa, plantea el restablecimiento de la homeostasis
microglial, comprometida en la patologia, como una potencial estrategia terapéutica
para hacer frente a la enfermedad y modificar su curso reduciendo el dafo neuronal.

Nuestro grupo de investigacién ha centrado la atencion, durante afios, en el
estudio de varios modelos transgénicos murinos de AD con el objetivo de dilucidar
y profundizar en los mecanismos celulares/moleculares implicados en los cambios
neurodegenerativos. Concretamente, el grupo ha analizado en mayor detalle el
proceso neurodegenerativo en el modelo doble transgénico que sobreexpresa las
formas mutadas de las proteinas PSIM146L y APP751SL, implicadas en el desarrollo
del Alzheimer familiar.>2° Este modelo desarrolla una considerable y progresiva
acumulacién extracelular de AB, que tal y como hemos descrito, va acompanada
por una intensa activacién local de la microglia.?* A edades tempranas (4 meses) en
el hipocampo e los ratones se produce una activacion microglial neuroprotectora
exclusivamente alrededor de las placas, y expresando estas células citoquinas anti-
inflamatorias y factores neurotroéficos. Sin embargo, a la misma edad, en la corteza
entorrinal, la microglia reactiva también se encuentra en las regiones interplaca.'® En
esta regidn cerebral la respuesta inflamatoria presenta un perfil citotoxico caracte-
rizado por la produccién de citoquinas proinflamatorias como TNFa, coincidiendo
temporalmente con la muerte de neuronas piramidales.?® A edades méas avanzadas
(18 meses) la activacién microglial en este modelo alcanza regiones hipocampales
interplaca y muestra un perfil muy similar a la observada en la corteza entorrinal,
es decir, muestra un fenotipo proinflamatorio. De este modo, en el hipocampo de
nuestro modelo ocurre un cambio en la respuesta inflamatoria con el transcurso de
la patologia, pasando de ser potencialmente neuroprotectora al inicio, a mostrar un
perfil citotdxico en etapas mas avanzadas. Este hecho coincide con el aumento de las
formas oligoméricas solubles de AB (formas a las que se les atribuye las propiedades
mas neurotdxicas) en el parénquima nervioso.?? Recientemente, se ha descrito me-
diante analisis transcriptomico de células individuales (single-cell RNA sequencing), la
firma molecular caracteristica de la activacién microglial en modelos de AD, llegando
a identificar la expresion de un programa genético caracteristico. Esta microglia,
denominada “microglia asociada a enfermedad” (DAM, del inglés disease associated
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microglia), muestra una alta expresion de genes asociados con la patologia de Alzheimer
(TREM2 y APOE), y una disminucién en la expresion de genes homeostaticos (CX3CR1,
P2RY12 y TMEM119).2® Estas células DAM han sido localizadas cercanas a las placas,
posiblemente aislando el AB y ejerciendo un papel protector en la enfermedad. Asi,
se propone que este fenotipo DAM podria ser neuroprotector.?

Por otro lado, cldsicamente se ha aceptado que la respuesta microglial en pa-
cientes de Alzheimer podria ser similar a la observada en los modelos murinos trans-
génicos. Sin embargo, los resultados obtenidos en nuestro equipo de investigacion
muestran discrepancias, tanto cuantitativas como cualitativas, en esta respuesta entre
pacientes y modelos, al menos a nivel de la formacion hipocampal (Figura 3). Mediante
técnicas inmunohistoquimicas y moleculares, hemos observado en el hipocampo
de los pacientes con AD que existe una limitada activaciéon microglial, restringida a
las placas, que contrasta con la exacerbada activacién microglial observada en los
modelos transgénicos APP/PS1. Nos encontramos asi con una respuesta microglial
atenuada mas que incrementada, no inflamatoria y en la que solo determinados
genes DAM son inducidos (CD45, CD68 y CSF1) en las etapas mas avanzadas.

Pero mas relevante, hemos revelado una reduccién no homogénea de la carga
microglial (drea del parénquima cerebral ocupada por las células microgliales) en el
hipocampo de los pacientes de Alzheimer, siendo las zonas mas afectadas la region
hilar del giro dentado?>2¢ y la regién CA3 del hipocampo propio. Asi, se ha obser-
vado en el giro dentado de los pacientes una disminucion de la densidad numérica
(células/mm?) de células inmunopositivas para Ibal (marcador general de microglia)
en la mitad de los casos analizados; una reduccién tanto del dominio microglial (area
que cada célula se encarga de vigilar de manera individual) como del patrén de dis-
tribucion espacial de las células microgliales; y presencia de rasgos morfolégicos
patoldgicos, mostrando estas células desramificacion, fragmentacion, acortamiento
de las prolongaciones y distrofias.

De este modo, estos resultados sugieren que existe un marcado proceso degene-
rativo de la microglia restringido a estas areas que quedan desprovistas de proteccion
microglial. A fin de dilucidar qué factores podrian resultar téxicos para la microglia
en el cerebro de estos pacientes, mediante técnicas in vitro de cultivos microgliales y
citometria de flujo, hemos determinado que las formas solubles fosforiladas de tau,
y no el AR, resulta téxico y reduce la viabilidad de las células microgliales.?®

La deficiente proteccion inmunoldégica debida a la degeneracién, asi como la
limitada activacion microglial en los pacientes de Alzheimer, podria agravar la pro-
gresion de la patologia ya que las funciones beneficiosas de la microglia (fagocitosis
del AB, compactacién y limitacion de las placas seniles y eliminacion de neuronas
danadas y/o restos neuronales) se ven comprometidas. Todo esto lleva a replantear
el concepto clasico de la existencia de una respuesta microglial citotoxica asociada
a la patologia, hecho que se ve reforzado por el fracaso continuo de las estrategias
terapéuticas anti-inflamatorias probadas hasta la fecha en pacientes. Ademas, se
destaca la necesidad urgente de mejorar los modelos murinos existentes para que
puedan recapitular todos los aspectos de la AD, incluyendo la degeneracién micro-
glial, al fin de aumentar su valor predictivo y poder garantizar el éxito traslacional
del laboratorio a la clinica.
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Figura 3. Diferente progresion de la respuesta microglial en el hipocampo de los ratones APP/
PSly de pacientes. (A) llustra la activacién microglial en el modelo amiloidogénico a 4 y 12 meses
de edad. La microglia activada caracterizada por cambios morfoldgicos (hipertrofia del cuerpo
celular y acortamiento de las prolongaciones), se localiza selectivamente alrededor de las pla-
cas amiloides desde etapas tempranas. El aumento de la carga amiloide con la edad conlleva a
un incremento de la activacién microglial. La acumulacién de los oligémeros solubles de A en
etapas mas avanzadas (12 meses) induce ademas, la activacién de la microglia interplaca en los
ratones transgénicos. (B) llustra la respuesta microglial durante el curso de la patologia de la AD
en el hipocampo de las muestras humanas. La acumulacién extracelular amiloide es un evento
tardio en el hipocampo, a diferencia de lo que ocurre con la patologia neurofibrilar, que muestra
un inicio temprano. En el hipocampo de individuos Braak I1I-1V, la microglia reactiva se encuentra
limitada a los pequeiios acimulos de AB extracelular. Sin embargo, en estadios mas avanzados
(Braak V-VI), la activacién microglial es leve y queda restringida al AB. En los casos mas severos,
las placas amiloides se encuentran desprovistas de células microgliales. El alto contenido de las
formas solubles de fosfo-tau (intra y/o extracelular) en el hipocampo de los pacientes induce la
degeneracion de la microglia. Reproducido de Navarro et al. 2018, Frontiers in Aging Neuroscience.

2. Objetivos

En base a los antecedentes descritos y con el objetivo de seguir avanzando en el
conocimiento de los mecanismos implicados en el desarrollo y progresion de la pa-
tologia en muestras humanas post mortem, proponemos como hipétesis de trabajo
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que la disfuncién/degeneracion microglial podria estar implicada en el desarrollo/
progresion de la AD existiendo diferencias regionales en el cerebro de los pacientes.
Este proceso implicaria una desproteccién inmunoldgica del parénquima nervioso,
comprometiendo la homeostasis celular y la supervivencia neuronal.

Por tanto, el objetivo principal de este proyecto es analizar la respuesta microglial
en la corteza frontal, una region cerebral cuyos circuitos se ven gravemente afec-
tados en el Alzheimer y que presenta una elevada carga amiloide, y compararla con
los resultados ya recopilados del hipocampo humano. Todos estos datos ayudaran a
obtener una mayor comprensién de la respuesta glial en pacientes avanzando asi en
el conocimiento de los mecanismos patogénicos asociados a la enfermedad, identifi-
cando nuevas dianas terapéuticas, e introduciendo mejoras en los modelos animales
para qué mimeticen en mayor grado la patologia humana.

Asi, para este estudio proponemos los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1. Realizar una caracterizacion histopatolégica de la progresion de la
patologia neurofibrilar, producida como consecuencia de la produccién y acu-
mulacion intracelular de la proteina tau hiperfosforilada (NFTs, NTs, y neuritas
distroficas) en la corteza frontal de individuos sin deterioro cognitivo (Braak Il)
y pacientes con Alzheimer (Braak V-VI).

Para ello se llevara a cabo la técnica inmunohistoquimica para microscopia 6ptica
de campo claro con el anticuerpo AT8 (fosfo Ser199-202, Thr205), especifico para
fosfo-tau, sobre las muestras post mortem de corteza frontal. Con ello se podran
visualizar los agregados neurofibrilares tanto a nivel del soma (en forma de pre-
NFTs, NFTs intracelulares y extracelulares) como del compartimento dendritico/
axonal (NTs y neuritas distréficas).

Objetivo 2. Analizar la progresion histopatolégica de la patologia amiloide, como
consecuencia de la acumulacion extracelular del péptido B-amiloide en forma
de placas seniles, en la corteza frontal de individuos no dementes (Braak Il) y
pacientes de Alzheimer (Braak V-VI).

Mediante la técnica inmunohistoquimica para microscopia éptica de campo cla-
ro empleando el anticuerpo OC, especifico para AB oligomérico, se analizard, a nivel
cualitativo y cuantitativo, la acumulacién extracelular de AB en las diferentes capas
de la corteza frontal. Por otro lado, y mediante inmunohistoquimica doble para AB
(BAM10, OC) y distrofias (APP, AT8), se estudiara la degeneracion neuritica asociada
al amiloide y su posible relacion espacial con especificos tipos de placas. Por tltimo, se
caracterizara la angiopatia amiloide cerebral asociada a la progresion de la enfermedad.

Objetivo 3. Caracterizar la respuesta microglial en la corteza frontal de pacien-
tes durante la progresion de la patologia desde fases iniciales (Braak Il) a fases
avanzadas (Braak V-VI) y compararla con la que tiene lugar en el hipocampo de
dichos individuos.

Se determinara el estado de activacion y/o posible degeneracién de la microglia,
asi como su patrén de progresion en relacion a las patologias neurofibrilar y ami-
loide mediante técnicas inmunohistoquimicas (microscopia de campo claro y laser
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confocal) y técnicas de andlisis de imagen computerizado para los estudios morfo-
l6gicos cuantitativos. Se emplearan marcadores especificos de fenotipo microglial:
Ibal, para la poblacion general de microglia; CD45 y CD163, para células microgliales
activadas; P2ry12, para la microglia homeostatica.

Para llevar a cabo los objetivos indicados, nuestro equipo de investigacién dispone
de muestras post mortem fijadas, crioprotegidas y congeladas de hipocampo y cor-
teza frontal de individuos Braak Il (no dementes) e individuos Braak V-VI (pacientes
de Alzheimer) procedentes del Banco de Tejidos de la Fundacion CIEN (Madrid), del
Banco de Tejidos Neurolégicos, IDIBELL-Hospital Universitario de Bellvitge (Barce-
lona) y del Hospital Clinic-IDIBAPS (Barcelona), disponiendo del historial neurolégico
detallado de los pacientes (MMSE, GDS) en este ultimo.

El trabajo propuesto se enmarca en la linea de investigacion del grupo, per-
teneciente al IBIMA y al CIBERNED y los objetivos se encuadran en los proyectos
actuales del grupo contando con los permisos éticos oportunos.

Hasta la fecha, las estrategias terapéuticas dirigidas a modular la respuesta in-
flamatoria en la AD no han tenido éxito en pacientes. Una posible explicacién de este
fracaso terapéutico posiblemente se basa en la diferencia de la respuesta microglial
entre modelos y humanos. Los resultados esperados de este trabajo, quieren aportar
conocimientos sobre el tipo de respuesta microglial que especulamos se desarrolla
de manera diferente segln la regién del cerebro de pacientes de AD y que actua
como base del proceso degenerativo que subyace a la demencia. Asi, con este tra-
bajo se pretende obtener informacion para desarrollar nuevos modelos animales, o
mejorar los ya existentes, que mimeticen mejor la patologia de humanos, que sean
de gran valor predictivo en estudios preclinicos asi como proponer dianas terapéu-
ticas inéditas, para que se desarrollen nuevas estrategias farmacoldgicas dirigidas a
modular la actividad glial y modificar el curso de la enfermedad.

Financiacion

Este trabajo se encuentra financiado por el Fono de Investigacién Santiaria (FIS) del
Instituto de Salud Carlos IlI (ISCiii) de Espafa, cofinanciado por el Fondo Europeo de
Desarrollo Regional (FEDER) de la Unién Europea, a través del proyecto PI15/00796
(AG); y por el Centro de Investigacion Biomédica en Red sobre Enfermedades
Neurodegenerativas (CIBERNED) (AG). Durante la realizacion de este trabajo se
esta disfrutando ademas de un contrato Joven Personal Investigador de la Junta de
Andalucia dentro del marco del Sistema Nacional de Garantia Juvenil y del Programa
Operativo de Empleo Juvenil (MM-0).
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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (AD) empieza a ser considerada como la epidemia del siglo
XXI, por ser la demencia mas comun entre las personas mayores de 65 afios en un contexto
de continuo envejecimiento de la poblacién y de ausencia de tratamientos eficaces, lo que
inevitablemente va asociado a un aumento de su prevalencia. A nivel histopatologico, la AD
esta definida como una proteinopatia, caracterizada por depdsitos extracelulares (placas
seniles) formados por la acumulacion de péptidos beta-amiloide (Abeta], v por la forma-
cion de ovillos intraneuronales neurofibrilares a partir de la proteina tau hiperfosforilada.
La coexistencia de ambos agregados proteicos en el cerebro de los pacientes conduce a
disfuncion sinaptica, muerte neuronal, y finalmente al declive cognitivo. Diversos estudios
han identificado fallos en el transporte axonal v en las vias de homeostasis proteica, junto
con defectos en la respuesta neuroinflamatorioa mediada por la glia, como mecanismaos
patogénicos que participan en la acumulacion de Abeta pero que también estan presentes
en otras demencias como las taupatias primarias. Asi, el principal objetivo de este trabajo
consiste en clarificar los efectos deletéreos de Abeta y fosfo-tau por separado, con la idea de
obtener una mejor comprension de la contribucién diferencial de estos dos agentes toxicos
al proceso neurodegenerativo. Para ello, compararemos la progresion de los procesos antes
mencionados en varios modelos murinos de la enfermedad basados en la expresion de genes
APP o tau humano mutados utilizando diversas técnicas inmunohistoquimicas y molecu-
lares. De este modo, podrian identificarse nuevas dianas terapéuticas relacionadas con las
vias patogénicas de estas dos moléculas, lo que permitiria desarrollar nuevas estrategias
neuroprotectoras contra esta devastadora enfermedad.
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1. Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (AD) es el tipo de demencia mas comun en la tercera
edad, existiendo en la actualidad 46 millones de afectados a nivel mundial y se po-
drian superar los 135 millones para el afio 2050.! La AD consiste en un trastorno
neurodegenerativo que cursa con disfuncion sindptica y pérdida neuronal progresiva
en el sistema nervioso central (SNC). Desde un punto de vista clinico, la enfermedad
empieza con una fase “preclinica” asintomatica, seguida de una fase “prodrémica”
(con deterioro cognitivo ligero o MCI, del inglés mild cognitive impairment), y por
ultimo una fase de demencia.? La ausencia de terapias que modifiquen su curso
natural, junto con el rapido crecimiento de su prevalencia, evidencian la necesidad
urgente de encontrar nuevos modelos animales que reproduzcan mas fielmente esta
enfermedad, asi como de profundizar en los mecanismos moleculares subyacentes. A
nivel histopatoldgico, la AD esté definida como una proteinopatia, caracterizada por
depositos extracelulares (placas seniles) formados por la acumulacion de beta-ami-
loide (Abeta) y ovillos intraneuronales neurofibrilares (NFTs, del inglés neurofibrillary
tangles) formados por la proteina tau hiperfosforilada (fosfo-tau). Ambas proteinas
patogénicas, Abeta y fosfo-tau, que se postulan como principales responsables de la
pérdida sinaptica y de la muerte neuronal selectiva.*” Ademas, la AD se caracteriza
por la presencia de un proceso neuroinflamatorio crénico en el cual estan implicadas
las células del sistema inmune innato cerebral, microglia y astroglia.®

1.1. Dos actores principales: beta-amiloide y tau

La proteina Abeta es un péptido de tamano pequeno, constituido por 39-43 ami-
noacidos.® La produccion de Abeta es un proceso que ocurre de forma natural,
tanto en individuos sanos como enfermos. En condiciones fisioldgicas, mas del 90%
de las especies de Abeta se encuentran como isoforma Abeta40 (soluble) y menos
del 5% son Abeta4?2 (insoluble, con mayor propensién a la agregacién). Sin embargo,
en la AD ocurre un desequilibrio en el balance produccién/eliminacién de Abeta
(fundamentalmente Abeta4?2) que provoca su acumulaciéon y agregacion,y que en
Ultima instancia da lugar a las placas amiloides extracelulares (Fig.1A) que suelen
ir acompafadas de otra marca histopatoldgica tipica de la AD, engrosamientos
aberrantes de prolongaciones axonales (neuritas distréficas).’® En la generacién
de este péptido estan implicadas la proteina precursora amiloide (APP, del inglés
amyloid precursor protein) y las presenilinas 1y 2 (PS1, PS2), cuyas mutaciones dan
lugar a las formas familiares de la enfermedad (hereditarias y de inicio temprano,
1-5% de los casos).™ Sin embargo, la etiologia de la forma mas frecuente de la AD,
paradojicamente conocida como forma esporadica (asociada al envejecimiento y
por tanto de inicio tardio), sigue siendo desconocida.

La proteina tau forma parte de las MAPs (proteinas asociadas a microtubulos,
del inglés microtubule-associated protein), muy abundante en neuronas del SNC
y también presente, aunque en menor medida, en células gliales.’ En las neuronas
se encuentra principalmente en los axones, donde estabiliza los haces de micro-
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tubulos, interviniendo por tanto en el transporte axonal, la polarizacién neuronal
y la axonogénesis, aunque también participa en el ciclo celulary en la proteccién
del ADN, entre otras funciones.’>!* En principio, la agregacién intraneuronal de
tau puede desencadenarse por la presencia de mutaciones responsables de cier-
tas taupatias (aunque hasta el dia de hoy no se han descrito mutaciones en tau
responsables directas de la AD) y/o por determinadas modificaciones post-tra-
duccionales, destacando la hiperfosforilacion.> De un modo u otro, se produce un
cambio conformacional en la proteina que pierde su capacidad natural de unirse
a las tubulinas. Una vez libre, la proteina tau hiperfosforilada se distribuye por
todo el compartimento somatodendritico (Fig.1B) y se agrega generando pares de
filamentos helicoidales (PHFs) que finalmente dan lugar a los NFTs. La acumula-
cién y agregacion de tau en ovillos, en comparacién con la acumulaciéon de Abeta,
correlaciona muy bien con el progresivo deterioro cognitivo caracteristico de la
AD.*Y” Ademas, la aparicién de estos ovillos sigue un patrén espacio-temporal
definido en base al cual se clasifica a los pacientes en los estadios de Braak (I a
VI, de leve a severo).

A pesar de todos los avances conseguidos en este campo, aun quedan por escla-
recer muchos puntos relevantes, como la contribucion diferencial de la acumulacion
de Abeta y fosfo-tau al proceso patogénico de la enfermedad, su implicacion en el
proceso de activacion glial, o la conexion entre estas dos proteinopatias coexistentes
en los pacientes de la AD.

1.2. La hipétesis de la cascada amiloide

En 1992, Hardy y col. propusieron la principal teoria que integra el conjunto de eventos
patoldgicos que desemboca en la demencia, la hipétesis de la cascada amiloide’®2°
(Fig. 2). Esta teoria, que hoy dia sigue vigente (con algunas variantes), postula que el
aumento de los niveles de Abeta (provocado por mutaciones, causas no hereditarias,
y/o fallos en sus mecanismos de eliminacion) contribuiria a su acumulacién y pos-
terior agregacién en forma de oligémeros téxicos. Estos a su vez contintian agre-
gandose en formas fibrilares, precipitando y dando lugar a las placas extracelulares
insolubles. Ademas, los oligdmeros de Abeta activarian procesos que conducen a la
generacion de fosfo-tau, con los consiguientes fallos en el transporte axonal y en
la funcion sindptica, ademas de su agregacion en forma de ovillos intraneuronales.
Todos estos procesos inducirian una respuesta inflamatoria por parte de las células
gliales, junto con pérdida sindptica y neuronal progresiva e irreversible, causantes
del deterioro cognitivo.

Sin embargo, aun quedan por descifrar diversas incdgnitas de esta teoria, como
las causas que en las formas esporadicas de AD disparan los mecanismos responsables
del aumento de los niveles de Abeta, asi como su vinculacién con la hiperfosforilacion
patoldgica de tau y la consiguiente desestabilizacién de los microtubulos.
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Figura 1. Reproduccién de las marcas histopatolégicas de la AD en modelos muri-
nos transgénicos. (A) Placa neuritica de Abeta en el modelo de amiloidosis APP/PS1, te-
fiida con rojo congo (*), colorante con afinidad por estructuras en hoja-beta plegada. Alre-
dedor de la placa amiloide se localizan las neuritas distréficas (punteado marron, algunas se
indican con flechas), engrosamientos aberrantes de prolongaciones neuronales con acumu-
laciéon de material de naturaleza proteica y vesicular (tincién inmunohistoquimica para APP).
(B) Neurona piramidal de la regiéon CA1 hipocampal con acumulacién patolégica somatodendritica
de proteina tau hiperfosforilada (anticuerpo AT8) en el modelo de taupatia Thy-Tau22. Barra de
escala A-B: 20 ym.

1.3. El transporte axonal como nexo entre patologia neuronal
y diana terapéutica en AD

El transporte axonal es un proceso esencial para las neuronas debido a su extrema
polaridad y las dimensiones que poseen. Los microtubulos, polimeros de tubulina,
estan involucrados en el mantenimiento de la morfologia neuronal, la formacion de
los procesos axonales y dendriticos, y en fendmenos de plasticidad.?* Ademas, son
imprescindibles para el trafico celular constituyendo los “carriles” por los que las pro-
teinas motoras (kinesina, dineina) transportan sus cargos, entre ellos APP.22 Por tanto,
destaca su contribucion en el mantenimiento del flujo autofégico, asi como su relacién
con la funcién sinaptica, ya que se transportan sustancias desde y hacia las zonas
pre-y post- sindpticas (vesiculas sindpticas, receptores, proteinas de anclaje, etc.).
Obviamente, cuando la comunicacion entre el soma y el terminal sindptico se ve
comprometida de manera permanente, la sinapsis se torna disfuncional y termina
degenerando.

Es importante destacar que la disfuncién de este sistema ha surgido recien-
temente como un factor comun en varias enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la AD. La polimerizacién, estabilidad y organizacién de los microtubulos
estd regulada por MAPs como MAP-2 o tau. Por tanto, se postula que los fallos en
el transporte axonal, como consecuencia de la disfuncion microtubular (Fig. 3) tras
la hiperfosforilacién de tau, contribuirian a la acumulacién anémala de vesiculas y
autofagosomas en el neuropilo, que se acaba engrosando y dando lugar a las neu-
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Figura 2. Hipétesis clasica de la cascada amiloide: conectando Abeta y tau. Segin esta teoria, el
aumento por causas diversas de los niveles de Abeta conduce a su oligomerizacién y acumulacién
en forma de placas extracelulares (color amarillo). El Abeta seria el iniciador de diversas cascadas
de sefializacion que tendrian un impacto negativo en la funcién sinaptica y neuronal incluyendo la
hiperfosforilacién de tau (color marrén), una de las causas de su agregacion en ovillos y de fallos
en el transporte axonal. Ademas, se desencadena una respuesta inflamatoria por parte de la glia
(color rojo). En conjunto, estos procesos conducen a una disfuncién sinaptica y muerte neuronal
(color morado), y por dltimo al deterioro cognitivo y la demencia (modificado de °)

ritas distréficas. De este modo, las distrofias neuronales constituirian un punto de
conexién entre las patologias de Abeta y tau. Ademas, la acumulacién de organulos
subcelulares involucra a los de la ruta endosomal-lisosomal, que ademas se sabe
que pueden presentar APP en su membrana, aumentando por tanto la probabilidad
de que ésta sea procesada para generar Abeta. Asi, el neuropilo aberrante seria una
fuente adicional de produccion de este péptido, generdndose un circulo vicioso que
conllevaria el crecimiento y formacion de mas placas.?®

Existe un nimero creciente de compuestos con los que se persigue restaurar
la estabilidad de los microtubulos®4,y asi paliar los fallos en el trafico axonal. Expe-
rimentos realizados con modelos murinos transgénicos para TAU humano mutado
a los que se ha suministrado el estabilizador microtubular paclitaxel®® demostraron
que drogas que ya estaban siendo usadas como tratamientos oncolégicos podian
ser utilizadas en la AD y otras taupatias. La epotilona D (EpoD) es una de estas mo-
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Figura 3. Los fallos en el transporte axonal como punto de conexién entre las patologias de
Abeta y tau. En condiciones fisioldgicas (A), los microtibulos se encuentran estabilizados por
tau, de modo que el transporte de vesiculas y otros componentes celulares transcurre con nor-
malidad entre el somay el terminal presinaptico, a lo largo del axén. En la AD (B), la presencia de
Abeta oligomérico activa quinasas (por ejemplo, a través de su unién con ciertos receptores) que
hiperfosforilan a la proteina tau, la cual se desacopla de los microtibulos comprometiéndose
su estabilidad y el transporte axonal. Como consecuencia, se acumulan mitocondrias, vesiculas
autofagicas y lisosomas en diversos puntos del axén y los terminales, dando lugar a las neuritas
distroficas, que se postulan como puntos de produccién de més Abeta, generandose un ciclo de
retroalimentacion de la patologia. Compuestos como la Epotilona-D, estabilizarian la estructura
del microtubulo impidiendo la acumulacién de material, asi como la restauracién del transporte
axonal y conexién soma-terminales sinapticos.

léculas, cuyo mecanismo de accién consiste en unirse a la 3-tubulina, provocando
cambios conformacionales que promueven la estabilizacion de la estructura.2®
La EpoD presenta un perfil farmacocinético y farmacodindmico favorable: es capaz
de pasar a través de la barrera hematoencefalica y mejor que otros compuestos,
precisa menor dosis y el tiempo de retencion en el tejido nervioso es mayor.?” Los
resultados obtenidos en modelos de taupatias®® han demostrado una mejora cognitiva
en aquellos que son tratados con EpoD. Ademas, se ha demostrado su capacidad
neuroprotectora en otras enfermedades del mismo tipo como el Parkinson.?® Incluso,
otras epotilonas (EpoB) favorecen la reparacién axonal.*° Sin embargo, hasta la fecha
no se ha realizado ningun estudio sobre el potencial de la estabilizacién microtubular
como diana terapéutica en modelos de amiloidosis.
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1.4. El papel de la respuesta neuroinflamatoria en AD

Otro proceso relevante en la enfermedad de Alzheimer es la neuroinflamacion,
mediada por la activacién de células microgliales y astrogliales, que podria realizar
un papel neuroprotector o por el contrario provocar dano neuronal mediante la
liberacion de sustancias citotdxicas.?®?” Estas células del sistema inmune innato
cerebral, de acuerdo a su funcién defensiva intrinseca, orquestan una inflamacion
controlada y rapida (inflamacién aguda) frente a una lesién, tratando de recuperar
la homeostasis en el parénquima nervioso. Sin embargo, la presencia continuada del
agente desencadenante de esta respuesta inmunoldgica (ej., acumulacion de protei-
nas toéxicas en las enfermedades neurodegenerativas) puede conducir a un estado
inflamatorio crénico, con una sobreactivacién microglial y astrocitaria que lleva a la
produccién y liberacion de cantidades excesivas de citoquinas proinflamatorias asi
como de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, entre otras sustancias.> Todos
estos factores acaban creando un ambiente en el que el estrés oxidativo, la muerte
celular, la infiltracion de leucocitos a través de la barrera hematoencefalica alterada®*
y la degeneracidn tisular, se van agravando. La vision citotdxica de la activacion glial
(basada en cambios morfoldgicos y funcionales) deriva principalmente de datos
obtenidos de estudios en modelos amiloidogénicos.

En muestras de pacientes y de modelos de AD, la microglia activada se concen-
tra alrededor de las placas amiloides debido a la capacidad intrinseca del Abeta de
atraer a estas células (con alta capacidad migratoria), y de estimular su activacion.®
Asi, la microglia podria constituir una barrera fisica frente a la toxicidad de la placa,
promoviendo su compactacién y aislamiento, evitando su expansion.*® Ademas,
podria participar en la fagocitosis de Abeta oligomérico en un intento de aliviar la
carga amiloide cerebral*” Por otro lado, los astrocitos reactivos también se disponen
rodeando las placas amiloides® y podrian tener un papel protector, aislando a Abeta
o incluso participando en su eliminacion mediante fagocitosis.*® Por otro lado, se
ha demostrado que las células microgliales también son capaces de aumentar su
capacidad fagocitica en presencia del formas patoldgicas de tau y de internalizarlo.*°

Sin embargo, también se postula que el proceso de envejecimiento afectaria a la
efectividad de las células gliales*, lo que podria influir directamente en su capacidad
de reaccion frente a la patologia en individuos enfermos de edad avanzada, tanto en
el tipo de respuesta (neuroprotectora o proinflamatoria) como en su intensidad. En
esta linea, resultados previos de nuestro grupo* han demostrado que, durante la
evolucion patoldgica de la AD, las células microgliales sufren un proceso degenerativo
en tanto que la astroglia podria adoptar un fenotipo proinflamatorio neurotéxico o
incluso disfuncional. En este sentido, nuestros datos indican también la presencia,
en pacientes con estadios de Braak V-VI (dementes), de factores solubles toxicos
para las neuronas y la microglia (fosfo-tau)®, a los que los astrocitos son totalmente
resistentes. Esta toxicidad sobre las células microgliales no se reproduce utilizando
fracciones solubles de modelos amiloidogénicos en los que la cantidad de oligoméros
de Abeta es elevada. Por lo tanto, estos datos implicarian una contribucién diferen-
cial de las formas toxicas de Abeta y tau al proceso neuroinflamatorio asociado a la
enfermedad de Alzheimer.
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1.5. Los modelos animales como herramienta para la busqueda
de dianas terapéuticas en la enfermedad de Alzheimer

Actualmente no existen dianas terapéuticas definitivas para el desarrollo de tra-
tamientos efectivos, por lo que la obtencion de buenos modelos animales, que re-
produzcan la mayoria de los aspectos de la patologia, es fundamental para evaluar
y desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.

Actualmente, los modelos mas empleados en neurociencia son los murinos, y
concretamente el ratdn se ha convertido en la principal eleccién por su facil manejo,
crianza y reproduccion, asi como por su similitud en el genoma y sistema inmune con
respecto a los seres humanos. Por ello, se han generado multitud de ratones transgé-
nicos que portan genes humanos (APP o PSI) con mutaciones que provocan las formas
familiares de la AD. Sin embargo, los modelos transgénicos disponibles no parecen
reproducir con exactitud la evolucién de la enfermedad y la patologia de los pacientes.

En este sentido, nuestro grupo de investigacion, perteneciente al CIBER de
enfermedades neurodegenerativas (CIBERNED), lleva varios afios trabajando en
la caracterizacién de modelos de AD, entre ellos el modelo transgénico murino
APP/PS1 (APP,¢;q /PS1u460)- Este ratén doble transgénico presenta depositos de
Abeta desde edades muy tempranas (3-4 meses de edad) en el subiculo, hipocam-
po, y corteza entorrinal, las regiones cerebrales mas vulnerables en esta patologia
y la principales implicadas en los procesos cognitivos.**° Ademas, al igual que en
los pacientes, se desarrolla una respuesta inflamatoria con activacién microglial y
astroglial*® y neuritas distroficas de origen axonal/sindptico asociadas a las placas
amiloides,* asi como una significativa muerte neuronal de poblaciones GABAérgi-
cas®" 3842y piramidales de corteza entorrinal,*® hipocampo* y subiculo.*® Por tanto,
este modelo presenta muerte neuronal similar a la que ocurre en los pacientes, a
diferencia de la mayoria de modelos animales actuales donde existe muy poca o
nula pérdida neuronal. Ademas, aunque no llega a desarrollar NFTs, si que exhibe
acumulacién de fosfo-tau en distrofias axonales.

A pesar de que no se ha encontrado ninguna mutacion del gen TAU en pacientes
de AD, hasta el momento su acumulacion en forma de ovillos sélo se ha conseguido
reproducir en modelos portadores del transgén para la proteina humana con muta-
ciones causantes de tauopatias, como la demencia frontotemporal. Estos modelos
constituyen una herramienta muy Util para estudiar los procesos relacionados con la
hiperfosforilacién/agregacion de tau, la formacion de NFTs y los eventos patolégicos
asociados. Concretamente, el modelo Thy-Tau22 expresa el transgén humano con
las mutaciones G272V y P301S, bajo el promotor Thy1.2%° y exhibe acumulacién
patoldgica de fosfo-tau a partir de 2 meses de edad. Este modelo presenta pérdida
neuronal en la region CA1 del hipocampo desde los 12 meses asi como una reduc-
cion significativa en el nimero de neuronas colinérgicas en el septum medial.*! La
capacidad cognitiva aparece afectada desde los 6 meses® sin que haya afectacion
motora como si le ocurre a la mayoria de modelos de taupatias. La activacion astro-
glial y microglial se inicia a los 3 meses* apareciendo asociada a las zonas con mayor
concentracion de fosfo-tau, junto con un aumento progresivo de la infiltracion de
linfocitos T en la regién hipocampal.®
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Por tanto, aunque se ha descrito la existencia de respuesta inflamatoria en mo-
delos transgénicos de Abeta y de tau, ain no se comprende bien la relacién entre
la patologia de estas proteinas y la reaccion de las células gliales. Nuestro grupo de
investigacién también trata de profundizar en esta cuestion, pues permitiria iden-
tificar dianas terapéuticas de intervencion para modular la respuesta glial ante la
toxicidad de ambas proteinopatias, y preservar la integridad de los distintos tipos
celulares del SNC.

2. Objetivos y resultados esperados

En base a los antecedentes expuestos, planteamos las siguientes hipétesis de trabajo:
1. El aumento en las formas toxicas de Abeta y fosfo-tau incide de manera
diferencial sobre la respuesta de las células gliales, asi como sobre otros
aspectos de la patologia, como la disfuncion sinaptica y neuronal.
2. Los fallos en el transporte axonal, como consecuencia de la fosforilacién
de tau, estan relacionados con el aumento de Abeta y la patologia neuritica
asociada.

Nuestro estudio se centra principalmente en el hipocampo, por su implicacién
en los procesos de memoria y aprendizaje, y su afectacion temprana en la AD.

Por tanto, el objetivo principal de este trabajo consiste en esclarecer la con-
tribucién diferencial de las formas téxicas de las especies de Abeta y tau en la
progresion de la enfermedad de Alzheimer, asi como la busqueda de nuevas dianas
terapéuticas que puedan tener impacto sobre ambas proteinopatias, mediante el
empleo de modelos animales.

Este objetivo se divide en dos subobjetivos especificos:

1. Determinar los efectos individuales que las distintas especies de Abeta y tau
tienen tanto a nivel sinaptico y neuronal, como neuroinflamatorio (actividad
de microglia y astroglia) en modelos de amiloidosis y taupatias.

2. Esclarecer la relacion entre la disfuncién del transporte axonal mediada por
fosfo-tau con la patologia amiloide y el proceso neurodegenerativo, aplicando
un estabilizador microtubular (EpoD) a un modelo amiloidogénico.

Para la consecucién del primer objetivo se emplearan:

® Modelo de amiloidosis: ratones doble-transgénicos APP.c,q /PS1ye (con las
mutaciones de formas familiares de AD Swedish (KM595/596NL),y London
(LV642) en el gen humano APP) de 2 a 18 meses de edad. Estos animales han
sido generados y mantenidos en el estabulario de la Universidad de Mélaga a
partir de los parentales simples transgénicos (suministrados por Sanofi, Francia).

® Modelo de taupatia: ratones simple transgénicos Thy-Tau22 (con las mu-
taciones G272V y P301S en el transgen humano (Sanofi, Francia), de 2 a 18
meses de edad.

@ Controles: ratones de genotipo silvestre, con la misma edad y fondo genético
(C57BL/6).
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® Modelos transgénicos de AD con disfuncién microglial. Actualmente estamos
generando nuevos modelos animales APPg, y tau, en algunos de los cuales
se esta induciendo genéticamente una atenuacion de la poblacion microglial
mediante cruce con ratones TLR2KO y TLR4KO (TLR, del inglés Toll-like
receptor). Los nuevos modelos nos permitiran estudiar la repercusién de la
eliminacién de los receptores microgliales TLR2 y TLR4 sobre la patologia
amiloide y tau. Estos modelos seran evaluados cognitivamente.

Para la realizacion del segundo objetivo, animales APP/PS1 han sido sometidos a
un tratamiento de 3 meses de duracion (de 3 a 6 meses de edad) con el estabilizador
de microtubulos Epotilona-D mediante inyecciones intraperitoneales semanales
(2 mg/kg; vehiculo 50% DMSO). Como controles se usaran animales APP/PS1 tratados
con la solucién vehiculo y animales controles (WT) de la misma edad.

El trabajo propuesto se encuadra en la linea de investigacion del grupo, pertene-
ciente al IBIMA'y al CIBERNED. Los objetivos se encuadran en los proyectos actuales
del grupo contando con los permisos éticos oportunos. Todos los procedimientos
que involucren animales vivos se ajustan a los principios éticos de investigacion
siguiendo las Directivas nacionales y europeas 2010/63/UE de experimentacién
animal. La investigacion se llevara a cabo en las instalaciones del Centro de Expe-
rimentacién Animal de la UMA de acuerdo con las directrices institucionales para
la manipulacién de los animales y se haran los maximos esfuerzos para reducir el
numero y el sufrimiento de los animales. Se seguira el principio de las 3R, es decir
reducir, refinar y reemplazar animales tanto como sea posible.

La metodologia a emplear para la consecucion de estos objetivos sera la siguiente:

Evaluacién de la capacidad cognitiva. Una vez los modelos animales alcancen
la edad establecida, o al finalizar el tratamiento con EpoD, la funcién cognitiva sera
evaluada mediante pruebas que permiten analizar el estado locomotor y explo-
ratorio (prueba del campo abierto); la memoria de reconocimiento con pruebas
para identificar el desplazamiento de objetos (old-location task, OLT) o su reem-
plazo por otros nuevos (novel object recognition, NOR); la memoria de trabajo
(laberinto en Y) y el aprendizaje y la memoria espacial con laberinto acuatico de
Morris, en el que el animal debera ser capaz de orientarse valiéndose de claves
contextuales diversas.

Procesamiento de las muestras. Los cerebros se dividiran por la linea media,
el hemicerebro derecho sera fijado con una disolucién al 4% de paraformaldehido,
se crioprotegera y seccionara en cortes coronales de 40 micras de grosor con un
micrétomo de congelacién. Las secciones seran mantenidas a 4°C en una solucion
de tampdn fosfato salino y azida sddica hasta su uso para estudios de histologia/
inmunohistoquimica (técnica free-floating). El otro hemicerebro sera diseccionado,
y los hipocampos/cortezas cerebrales congelados para su utilizacién en estudios
bioquimicos/moleculares. Los procedimientos han sido descritos previamente por
el grupo.?+-=3

Estudios inmunohistoquimicos. Se emplearan técnicas inmunohistoquimicas
(marcaje simple o doble con distintos cromégenos) para microscopia dptica con-
vencional y marcaje inmunofluorescente doble o triple para microscopia confocal.
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@ Para analizar la progresién de ambas proteinopatias, se usaran anticuerpos
especificos que marcan distintas formas de Abeta (Abeta42; OC, formas
prefibrilares y oligoméricas) y de tau modificado (AT8, AT100, T22, TauC3).

® Para el estudio de la respuesta inflamatoria asociada a las proteinopatias, se
utilizardn marcadores especificos de distintos fenotipos/estados de activa-
cion de células microgliales (Ibal, CD68, CD45) y astrogliales (GFAP), tanto
de manera individual como combinados en dobles marcajes para microscopia
confocal con los marcadores descritos para Abeta y tau.

® La muerte neuronal serd analizada mediante marcadores de subpoblaciones
neuronales como somatostatina (SOM), neuropéptido-Y (NPY) o parvalbumina
(PV),y la pérdida sinaptica mediante marcadores sinapticos generales como la
sinaptofisina (Syn, proteina presente en la membrana de las vesiculas sinapti-
cas) o especificos de terminales glutamatérgicos (transportador vesicular de
glutamato, VGLUT-1), gabaérgicos (transportador vesicular de GABA, VGAT)
o colinérgicos (acetilcolinesterasa, ChAT). Los dafios axonales se evaluaran
usando APP y AT8 como marcadores de neuritas distréficas.

@ Se realizaran estudios cuantitativos mediante andlisis de imagen con programas
informaticos especificos (Visilog, Image J, Imaris) o estereologia (NewCast).

Estudios bioquimicos. Se realizaran western blots para determinar la carga de
Abeta (anticuerpos 6E10, 82E1) y fosfo-tau (AT8, AT100). El analisis de marcadores
sinapticos se llevara a cabo por medio de western blot usando anticuerpos para Syn,
VGAT, VGLUT-1y ChAT. Los niveles de expresion de marcadores neuronales y relacio-
nados con la respuesta inflamatoria también seran determinados mediante RT-PCR.

En definitiva, este trabajo pretende analizar el efecto individual de las patologias
de Abeta y tau, asi como los puntos de interseccién entre ambas proteinopatias en la
AD, en el hipocampo de modelos animales de amiloidosis (Abeta) y de taupatia (fos-
fo-tau). Si la desestabilizacion del citoesqueleto axonal esta implicada en el aumento
de la produccién de Abeta, la progresion de la patologia y los déficits cognitivos,
entonces las mencionadas alteraciones en estos puntos y la sintomatologia asociada
deberian ser sensibles a tratamientos con estabilizadores microtubulares como la
EpoD. Ademas, al contrastar los efectos diferenciales de Abeta y tau a distintos niveles,
se pretende profundizar en el conocimiento de los mecanismos subyacentes a los
efectos toxicos de ambas proteinas en la progresién de la enfermedad de Alzheimer.
Asi, finalmente podremos identificar nuevas dianas terapéuticas que podrian ser
susceptibles de entrar en ensayos clinicos con farmacos que ralenticen o detengan
el progreso de esta devastadora enfermedad.

Financiacion

Este trabajo se realizara con el respaldo de los proyectos FIS-PI15/00796 (AG);
FIS-P115/00957 (JV); PPITUMA.B1.2017/26 (para RSV) y con una beca para la
Formacion de Profesorado Universitario (FPU, JJFV) del Ministerio de Educacién,
Cultura y Deporte, cofinanciados por fondos FEDER de la Union Europea.
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El proceso de la carcinogénesis

Alberto Murioz

Instituto de Investigaciones Bioldgicas, CSIC/UAM, Madrid

Alberto Murnioz Terol es uno de los investigadores esparioles de mayor prestigio internacional
en la actualidad. Se gradud en Biologia por la Universidad Auténoma de Madrid obteniendo
el premio extraordinario de licenciatura y se doctor6 en el centro de biologia molecular CSIC-
UAM, obteniendo también el premio extraordinario de doctorado. Ha realizado numerosas
estancias en instituciones internacionales, entre ellas, el European Molecular Biology Labo-
ratory (EMBL), en Heidelberg (Alemania] y el Karolinska Institutet, en Estocolmo (Suecia). A
lo largo de su carrera investigadora, ha participado en diferentes lineas de investigacion de
indole muy variada: desde el mecanismo de accion del interferon humano, hasta el estudio
del papel de la vitamina D en el cancer de colon y mama, pasando por el estudio de la biologia
de los genes erbA y hormona tiroidea en cancer y sistema nervioso central y el antagonismo
entre glucocorticoides y otras hormonas con receptores nucleares. Actualmente, es profesor
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).

Resumen

El cdncer es un grupo de enfermedades caracterizadas por la proliferacién exce-
siva y descontrolada de células que invaden y dafian tejidos y 6rganos, pudiendo
llegar a provocar la muerte de los individuos afectados. Todos los canceres tienen
una causa genética, aunque muy pocos son hereditarios; la mayoria de ellos son
esporadicos.

El proceso de carcinogénesis comienza cuando en una célula normal se desregula
crecimiento o la apoptosis. La masa tumoral prolifera adquiriendo un crecimiento
notorio, lo cual se denomina tumor benigno primario. A partir de cierto volumen,
el tumor requiere la formacién de nuevos vasos sanguineos, y es entonces cuando
comienza el proceso de angiogénesis para el intercambio de nutrientes, oxigeno
y desechos. Algunas células tumorales pueden romper la matriz extracelular que
rodea al epitelio, produciéndose la disgregacion del tumor y la invasiéon de tejidos
adyacentes, y, finalmente, la llegada a la circulacién sanguinea para diseminarse hacia
otras partes del cuerpo.

Una caracteristica importante de las células cancerosas es su inestabilidad genéti-
ca, que puede producirse a nivel de las estructuras cromosémicas o en las secuencias
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de ADN. La inestabilidad cromosdmica se debe a fallos en el control del ciclo celular,
produciéndose una segregacion irregular de los cromosomas o el acortamiento de
los telémeros. La inestabilidad en las secuencias de ADN se atribuye a fallos en los
sistemas de reparacion, provocando esto la acumulacion de mutaciones puntuales.

Los telémeros actian como mecanismo protector de la degradacion de los
cromosomas, por lo que su acortamiento tras divisiones sucesivas provoca el en-
vejecimiento celular. Estos son elongados por la telomerasa Unicamente en la etapa
fetal y, cuando se deterioran, la proteina p53 es la encargada de reconocer este
fendmeno y dirigir las células hacia un proceso de senescencia y muerte celular.
En un gran numero de tumores, se da una sobreexpresion de la telomerasa, lo cual
impide a las células entrar en senescencia.

La cromotripsis es el fenémeno por el cual se producen una gran cantidad de
reordenamientos cromosémicos en un Unico evento catastroéfico. La acumulacion
de un gran numero de mutaciones puntuales en ciertas regiones del genoma se
conoce como kataegis, del griego, tempestad, debido al parecido de las graficas de
mutaciones a una lluvia.

El andlisis de exones ha permitido observar la gran diversidad existente en las
mutaciones que se producen en los tumores, aunque la mayor parte de los genes
tumorogénicos son proteinas quinasas o factores de transcripcion. Las técnicas de
secuenciacién masiva desarrolladas en los Ultimos afios (Next Generation Sequen-
cing, NGS) han permitido realizar andlisis multiplataforma incluyendo muestras de
un ndimero considerable de pacientes, pudiendo observarse asi las firmas genéticas
y rutas alteradas en los diferentes tipos de cancer y ayudando a la asignacion de
tratamientos. Estos estudios han revelado un curioso hecho: la presencia de ADN
mitocondrial en el ADN nuclear de las células tumorales. Ademas, se han encontrado
multiples copias de ADN circulares en el ADN tumoral, por lo que el efecto patoldgico
podria deberse a la repeticion de copias de los oncogenes.

En el avance de la investigacién del cancer, el concepto de mutacién, concebido
hasta la fecha como una alteracién en la secuencia de ADN que da lugar a una altera-
cion en la secuencia aminoacidica de la proteina resultante, se ve falseado al ver que
las mutaciones sindénimas pueden alterar el reconocimiento de proteinas de splicing.

El analisis de los tumores en investigacion biomédica procede del tumor pri-
mario. Al secuenciar diferentes regiones de este y compararlas con una biopsia de
metastasis, se observa que las mutaciones existentes son distintas no solo entre
el tumor primario y la metastasis, sino entre las distintas regiones existentes en
el tumor primario. Esto lleva a pensar que las mutaciones individuales no son tan
importantes como las rutas alteradas en las células cancerosas.

Mas del 80% de los tumores que se desarrollan en humanos son carcinomas.
El inicio de carcinoma implica que las células epiteliales se separan, degradan la
matriz extracelular y adquieren capacidad de migracion. El proceso comienza con
la transiciéon epitelio-mesénquima, donde se producen cambios en las uniones
célula-célulay en las uniones célula-matriz. La E-cadherina es una proteina esen-
cial para la unién de las células epiteliales y se pierde en las etapas iniciales de los
carcinomas. Existen muchos estimulos que inducen esta transicion, siendo TGF-3
uno de los mas importantes.
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Para atravesar la ldmina basal, son necesarias unas proteinas denominadas
proteasas. Estas no solo aumentan la capacidad invasiva, permitiendo a las células
tumorales alcanzar el torrente circulatorio, sino que pueden degradar parcialmente
factores de crecimiento de la matriz extracelular, produciendo su activacién. Una
vez en el torrente circulatorio, las células tumorales no viajan solas, sino que forman
agregados que les aportan una mejor proteccion frente al liquido en movimiento y
frente al sistema inmune.

Para explicar el proceso de metastasis, existen dos teorias. La primera de ellas,
conocida como seed and soil, propone que los tejidos expresan algun producto gé-
nico que los hace mas receptivos para distintos tipos tumorales. La segunda teoria,
conocida como teoria anatomomecanica, afirma que la metastasis se produce cuan-
do hay un capilar lo suficientemente pequefio para que una célula tumoral quede
atrapada. Estas teorias no son excluyentes. Algunos estudios han mostrado que es
posible predecir el lugar en el que un tumor va a producir metastasis por su patron
de mutaciones. En este fendmeno, parece haber una modulaciéon cuantitativa de las
vias de sefalizacion o cualitativa por cambios epigenéticos, pero en las metéstasis no
hay presentes mutaciones que no estuvieran en el tumor primario. Existen también
modelos de acondicionamiento del nicho metastasico que proponen la preparacién
de los lugares donde va a tener lugar la metastasis por parte del tumor, mediante
la secrecion de factores solubles o exosomas.

Aligual que en el caso de la metdstasis, existen varios modelos para explicar la
progresién tumoral. El modelo de Darwin se basa en que las mutaciones puntuales
aportan a una clona celular una ventaja evolutiva que permite su seleccién para
continuar proliferando. Existe un segundo modelo basado en los errores de los sis-
temas de reparacién del ADN y un tercero basado en la inestabilidad cromosdmica
de las células tumorales.

Los tumores no estan constituidos Unicamente por células tumorales, sino que
son heterotipicos. EI 70% de las células de un tumor son fibroblastos asociados a
tumores (CAFS). El conjunto de las células y otros factores acompanantes de los
tumores se ha denominado microambiente tumoral. Entre las células tumorales
y los fibroblastos, se produce un cruce de sefiales que inducen el cambio de es-
tos ultimos a CAFS, que, a su vez, segregan factores que malignizan a las células
tumorales.

Otro factor conocido que conduce al desarrollo del cancer es la inflamacién
croénica, debido a la abundancia de células del sistema inmune y acumulacién de
macrofagos, con la consiguiente produccién de sustancias proinflamatorias. La
inmunoterapia esta dirigida a activar los sistemas efectores del sistema inmune
para combatir el cancer. Los tumores secretan factores inhibidores, como TGF-,y
proteinas que desactivan linfocitos, como PD-1. Una terapia actual fundamentada en
este proceso se basa en anticuerpos frente a PD-1 o PD- 1L. Estos son los conocidos
inhibidores de los puntos de control inmune.

Las células troncales del cancer, llamadas equivocamente células madre, son las
propuestas como el origen de las células tumorales por la acumulacién de sucesivas
mutaciones. Las células troncales no son un tipo celular, sino un estado plastico, por
lo que es muy dificil encontrar dianas terapéuticas para su destruccién. Aunque la
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cantidad de mutaciones presentes en un tumor es muy grande, existe una mutacién
conocida como driver o conductora, responsable definitiva del desarrollo del tumor.
Estas mutaciones consisten en alteraciones determinadas en rutas complejas y su
identificacion es de gran importancia para el avance en la cura de esta enfermedad.
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Regulacion metabolica del crecimiento
v la funcion vasculares

Michael Potente

Max Planck Research Group Leader, Max Planck Institute for Heart and Lung Research,
Bad Nauheim, Germany

Michael Potente es cardidlogo y dirige el Laboratorio de Angiogénesis y Metabolismo del Insti-
tuto Max Planck en Nauheim, Alemania. Su grupo de investigacion combina la investigacion
cardiovascular basica con la practica clinica, estudiando el desarrollo v crecimiento de los
vasos sanguineos y como la vasculatura cambia durante el envejecimiento y la enfermedad.
Este grupo cuenta con numerosas publicaciones cientificas, muchas de ellas en revistas
de alto impacto, como Nature, Cell o Science. En esta conferencia, Michael Potente plantea
como los mecanismos metabolicos subyacentes dentro de las células endoteliales controlan
el crecimiento, el mantenimiento y la funcion de los vasos sanguineos.

Resumen

Existen numerosos estudios recientes que han resaltado la importancia de la regu-
lacion metabdlica en el endotelio y los mecanismos de regulaciéon que impulsan el
proceso angiogénico. Las proteinas FOXO, que son factores de transcripcién, cons-
tituyen uno de los reguladores centrales del metabolismo y el crecimiento endotelial
y puede desempefar mas papeles de los conocidos actualmente en el endotelio.
En el embrion, la formacién de nuevos vasos sanguineos se produce mediante
vasculogénesis, un proceso en el que se reclutan angioblastos y se forman las lla-
madas islas sanguineas. En adulto, por el contrario, se da el proceso de angiogénesis,
la formacién de vasos sanguineos a partir de otros ya existentes mediante la adap-
tacién metabdlica. Las células endoteliales (EC), como consecuencia de la demanda
energética, adaptan su metabolismo y comienzan a trabajar como si se encontrasen
en condiciones de hipoxia. De esta forma, las células sanguineas angiogénicas utilizan
el piruvato para convertirlo en lactato y generar ATP rapidamente, permitiendo la
provision de nucledtidos, aminoacidos y lipidos. Por otro lado, la via PI3K da lugar a la
activacion de AKT, que fosforila al factor de transcripcion FOXO, inhibiéndolo. FOXO
participa en el crecimiento, la resistencia al estrés y el metabolismo anabdlico, por
lo que la eliminacion de FOXO1 en EC es letal para los embriones. La morfogénesis
también se ve afectada al alterar de forma selectiva FOXO: su sobreexpresién favo-
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rece la quiescencia vascular, inhibiendo la angiogénesis, mientras que su inhibicién
da lugar a la hiperplasia de muchos érganos.

FOXO1, que se expresa en arterias, venas y capilares, inhibe la glucdlisis y la
captacion de glucosa y reduce la actividad mitocondrial, disminuyendo la produc-
cion de ROS y favoreciendo la quiescencia metabdlica. FOXO1 antagoniza la via de
MYC, que participa en el metabolismo anabdlico, el crecimiento y la proliferaciéon.
Mediante la inhibicién de MYC, FOXO1 impide la proliferacién y crecimiento de las EC.
La sobreexpresién de MYC produce hiperplasia linfatica, por lo que FOXO1 funciona
como un punto de control en la regulaciéon metabdlica y la proliferacién de las EC.

Existen otros factores de la familia FOXO con funciones interesantes. FOXO3 y
4 son esenciales para el desarrollo de las EC y las redes vasculares en adulto. Estos
factores no se expresan en gran cantidad, por lo que su delecién no afecta al feno-
tipo de la red vascular en gran medida. El triple KO de FOXO exacerba el fenotipo
de FOXOQ1, produciendo malformaciones vasculares e, incluso, tumores, por lo que
FOXOL1 es el factor mas importante en el control de la formacion de la red vascular,
aunque necesite la contribucion de los otros dos.
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Combustible y aceite del motor del cancer

Arkaitz Carracedo

IKERBASQUE, investigador ERC, Universidad del Pais Vasco, Espana

Arkaitz Carracedo es Doctor en Ciencias Bioldgicas por la Universidad Complutense de Madrid.
Es el investigador principal del grupo CIBERONC en el CIC BioGUNE y profesor asociado en
la Universidad del Pais Vasco. Cuenta con una amplia experiencia adquirida en prestigiosos
centros de investigacién de Europa y Estados Unidos, y es experto en biologia celular del
cancer y en la identificacion de dianas terapéuticas en esta enfermedad. Su investigacion
se centra en el estudio de la contribucion de la reprogramacion metabolica en la biologia
celular del cancer y la implicacion de las rutas de sefializacion en la regulacion del meta-
bolismo del cancer, con especial énfasis en el cancer de prostata.

Resumen

El metabolismo es importante en el cdncer porque en las células tumorales se
producen alteraciones que les permiten crecer mas rapido, adaptarse al medio y
remodelar el entorno secretando metabolitos. La adaptacion metabdlica es esencial
para la supervivencia de las células tumorales.

En el cancer de prodstata, uno de los mas prevalentes en hombre, los niveles de
PTEN se ven reducidos en un 70% de los casos. La funcién no catalitica de CKla
produce la estabilizacion de PTEN, que activa la expresion de ATG7 dependiente de
FOXO3AYy estimula la autofagia supresora de tumores. En ratones, se ha demostrado
que la pérdida de un alelo de PTEN conduce al desarrollo del cancery la pérdida de
los dos alelos da lugar a metastasis.

Es posible estudiar el metabolismo a través de aproximaciones mediante pro-
gramas transcripcionales sin necesidad de analizar los metabolitos producidos. En
los tumores, las rutas de la metionina y las poliaminas se encuentran sobreactivadas.
Estas ultimas son esenciales para el crecimiento de las células tumorales y regulan
una gran cantidad de funciones. En estado tumoral y pretumoral, los principales
metabolitos producidos son los pertenecientes a la ruta de las poliaminas (putrescina,
espermidina y espermina) y la metionina.

La expresion de AMDI es también esencial para el crecimiento de las células
tumorales; al eliminarlo, las células no pueden crecer. AMD1 se sobreexpresa incluso
antes del proceso canceroso. Esta regulado por la via de mTORCl y los tratamientos
de inhibicién de esta via producen un descenso de los niveles de poliaminas. In vivo, se
ha comprobado que el 60% de casos de canceres humanos presentan reduccién de
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los niveles de poliaminas ante este tratamiento; el porcentaje restante de pacientes
carecen de AMD1. No obstante, hay otras rutas relacionadas con la produccion de
poliaminas, por lo que las células tumorales tienen mas mecanismos para aumentar
los niveles de estos compuestos.

La aproximacién transriptomica permite identificar reguladores claves de las
fuentes de energia de las células tumorales. De 23 correguladores metabdlicos
identificados, PGCla es el Unico candidato relacionado con el progreso del can-
cer. Este coactivador coordina el metabolismo oxidativo y los pacientes con una
expresion disminuida presentan mas riesgo de recurrencia. En ratones KO para
PGCla, se observé un aumento de la metastasis. Para determinar si PGCla puede
bloquear la metastasis, se sobreexpresé en ratones con cancer de préstata metas-
tasicos, obteniéndose como resultado la detencion de los procesos metastasicos.
El mecanismo de actuacion propuesto para PGCla es la inhibicion del anabolismo
y la capacidad invasiva mediante la induccion de ERRa, un regulador negativo de
la fosforilacion oxidativa. Sin embargo, PCGla no tiene el mismo efecto en todos
los tipos de cancer, debido a las diferencias entre nichos y origenes celulares, por
lo que es necesario realizar estudios especificos para determinar si puede ofrecer
posibilidades terapéuticas en otros tipos tumorales.



CONFERENCIAS (PONENCIAS ORALES)

CO1. Lareprogramacion metabdlica. Prefacio del workshop

Miguel Angel Medina Torres

Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Mélaga, Espana

Miguel Angel Medina es Licenciado en Biologia por la Universidad de Malaga (1985) y Doctor
en Ciencias Bioldgicas por la misma Universidad (1989). En 1990 se convierte en profesor
ayudante doctor LRU de la Universidad de Malaga, pasando a ser profesor titular en 1995. Desde
2009 es catedratico de Bioquimica y Biologia Molecular. Dirige los grupos de Angiogénesis y
Sistemas Metabdlicos en dicho departamento. Es autor de mas de 250 publicaciones cienti-
ficas indexadas, la mayor parte en el cuartil primero (Q1) dentro de su area correspondiente.

Resumen

El metabolismo consiste en una compleja red formada por numerosos componen-
tes que interaccionan entre si en vias diferentes. Los sistemas vivos se encuentran
alejados del equilibrio e intercambian informacion constantemente con el medio
en el que viven. El metabolismo vivié su primera era dorada en los afnos 20-30 del
siglo XX, época en la que Warburg recibié el premio Nobel por su descubrimiento del
modo de accién de la enzima respiratoria. En el contexto de la oncologia, Warburg
descubrid que las células tumorales pueden crecer mediante fermentacién incluso
en condiciones oxigénicas, es decir, pueden realizar glucdlisis aerobia, lo que se
conoce como “efecto Warburg”. A partir de esta idea, sugirié una nueva posibilidad
para combatir el cancer: evitando la provisién de oxigeno y nutrientes en las células
tumorales.

La segunda era dorada se dio en los afios 60-70, con contribuciones significaticas
de cientificos como Peter Mitchell, Calvin o Lehninger. Los afios 70 dieron paso a
la era oscura de los estudios metabdlicos, debido al genocentrismo que invade a la
biologia. Este panorama se mantiene hasta los afios 90, tras los cuales tiene lugar,
hasta hoy en dia, la nueva era dorada del metabolismo y la bioenergética. Con el
uso de la tecnologia de la tomografia de emision de positrones (PET) en oncologia
clinica a finales de los 90 y el redescubrimiento del efecto Warburg, comienzan a
encontrarse relaciones de causalidad entre el metabolismo y el cancer. Debido a ello,
la reprogramacion metabdlica se convierte en una de las caracteristicas distintivas
del cancer descritas por Hanahan y Weinberg.
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El cancer es una enfermedad muy compleja que engloba a cientos de enfer-
medades. Las células tumorales se encuentran junto a otras células acompanantes
formando el llamado microambiente tumoral; todos los tipos celulares del mi-
croambiente tumoral se ven afectados por la reprogramacién metabdlica: células
endoteliales, macréfagos, fibroblastos, etc. Pero la reprogramacion no solo es una
caracteristica distintiva del cancer, sino un proceso que permite a los organismos
vivos responder a los cambios en el medio externo e interno. Esto permite enten-
der que exista una estrecha relacién entre metabolismo y una gran cantidad de
enfermedades diferentes, y constituye una razén de peso para analizar el papel que
cumple en el desarrollo de éstas.
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C02. Lacoordinacion de la energia y el metabolismo
de las poliaminas en el neuroblastoma humano

Francisca M. Sanchez Jiménez

Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Mélaga, Espana

Francisca M. Sanchez Jiménez es Doctora en Ciencias por la Universidad de Malaga (1984).
Realizo estancias posdoctorales en la Universidad Catélica de Roma y la Universidad de
California, de las cuales importd el uso de las técnicas de Biologia Molecular méas punteras
en aquella época. Hasta el afio pasado (cuando se jubild anticipadamente), fue catedratica
del Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad de Malaga. Su
investigacion se ha desarrollado en el campo de la biomedicina, de la oncologia v de las
enfermedades raras. Ha dirigido el grupo de “Sistemas Metabolicos” de la Universidad de
Malaga v formado parte de una unidad del Centro de Investigacion en Red de Enfermedades
Raras (www.ciberer.es). Su produccion cientifica ha generado mas de 150 trabajos cientificos
v ha dirigido cerca de dos decenas de tesis doctorales.

Resumen

Las poliaminas son moléculas simples, pero esenciales para la viabilidad y proliferacion
de los organismos vivos. Entre sus funciones, se puede destacar que se unen al ADN
y cambian su estructura 3D, estabilizdndolo; modifican la sintesis de ADN, ARN y
proteinas y se utilizan como coadyuvantes en nanotecnologia en terapias génicas.
Ademas, se unen a la membrana celular y pueden cambiar su forma y dar lugar a
interacciones con el material genético, proporcionando un ambiente adecuado para
las reacciones necesarias para el origen de la vida.

Las poliaminas estan implicadas en una gran variedad de procesos importantes en
las células tumorales, como la proliferacion, la diferenciacién, la sintesis, la apoptosis,
etc., por lo que su metabolismo puede constituir una diana para el tratamiento del
cancer. La regulacién del metabolismo de las poliaminas es muy robusta. La principal
enzima implicada en su sintesis de novo es la ornitina descarboxilasa (ODC), cuya
expresion esta regulada por miembros de la familia Myc. La enzima espermidina/
espermina N!-acetiltransferasa (SSAT) es la enzima clave para su degradacion. Los
mecanismos que permiten el transporte de poliaminas no se conocen con exactitud,
pero es muy probable que la dindmica de membranas esté implicada en la regulacién
de dicho transporte. La robustez del metabolismo de las poliaminas y la falta de
conocimiento acerca de los transportadores son los mayores retos actuales para
poder llegar a controlar los niveles de poliaminas en las células tumorales.
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Se han descrito algunos inhibidores de la sintesis de poliaminas, entre los que
destaca la a-difluorometilornitina (DFMO), un inhibidor irreversible especifico de
la ODC. Se utiliza como agente quimiopreventivo en terapias combinadas para el
cancer de colon y para reducir la expresién de MYCN y el metabolismo glucolitico
en el neuroblastoma pediatrico. Este Ultimo es el tumor sélido extracraneal mas
frecuente en nifos, que presenta amplificacion del oncogén MYCN en mas del 25%
de los casos y se asocia a fracaso del tratamiento y mal pronéstico. La inhibicidn de
la glucdlisis con DFMO puede dar lugar a eventos de sefalizacion que conducen a
la reduccion de los niveles de la proteina N-Myc y, posteriormente, de ODC y los
niveles de poliaminas, dando lugar a un bloqueo del ciclo celular que culmina con
la muerte celular.

El didlogo existente entre la glucdlisis y la sintesis de las poliaminas puede dar
lugar a nuevas formas de tratamiento mediante terapias combinadas dirigidas contra
estas rutas metabdlicas. Estas estrategias terapéuticas podrian ser efectivas en el
tratamiento de tumores que expresan N-Myc, como es el caso del neuroblastoma
pediatrico. Por tanto, el metabolismo de las poliaminas constituye un objeto de
estudio interesante para el desarrollo de nuevas terapias antitumorales y debe ser
considerado al hablar de reprogramacién metabdlica en el cancer.
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C03. Eltejido adiposo marron como estrategia terapéutica
contra los desordenes relacionados con la obesidad

Maria Calderon Dominguez

Facultad de Farmacia, Universidad CEU San Pablo, Madrid, Esparia

Maria Calderén es Licenciada en Biologia por la Universidad de Malaga (2009). Durante
el periodo de licenciatura fue alumna interna en el Departamento de Biologia Molecular y
Bioquimica (2006-2009). Entre los afios 2010 y 2012 trabajo en la Universidad de Virginia
(Estados Uniddos] estudiando el papel de StarD4 y StarD5 en el metabolismo del colesterol.
En 2013 obtuvo el titulo de Doctora en Biologia Celular y Molecular por la Universidad de
Malaga. Posteriormente realiz6 una estancia postdoctoral en la Universidad de Barcelona,
estudiando el papel del tejido adiposo como diana terapéutica en obesidad. Actualmente,
trabaja en la Universidad CEU San Pablo (Madrid) con la misma linea de investigacién de
estancia postdoctoral.

Resumen

La obesidad es una enfermedad que ha alcanzado el caracter de epidemia mundial
y estd asociada a una gran cantidad de patologias que pueden llegar a suponer un
problema grave para la salud: diabetes, enfermedades cardiovasculares, algunos
tipos de cancer, etc. El papel del tejido adiposo blanco en esta enfermedad ha sido
ampliamente estudiado, ya que el sindrome metabdlico esta intimamente relacionado
con el aumento de dicho tejido.

El tejido adiposo pardo, relegado a un segundo plano durante mucho tiempo, ha
sido objeto de estudio en los Ultimos anos, debido al descubrimiento de su actividad
termogénica, su alta capacidad de oxidacién de sustratos y la disminucion de sus
niveles en los pacientes con obesidad o diabetes. Estas caracteristicas convierten al
tejido adiposo pardo en una interesante diana terapéutica para tratar la obesidad,
ya sea mediante el aumento de su actividad o mediante el aumento de su masay
estado de diferenciacién.

La generacion de lineas inmortales de tejido adiposo pardo ha permitido com-
probar que este aumenta la oxidacion de &cidos grasos. Ademas, el trasplante de
este tejido en ratones obesos aumenta su capacidad de respiracién mitocondrial,
por lo que el aumento de tejido adiposo pardo en pacientes con obesidad puede
constituir un tratamiento efectivo para esta enfermedad.
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C04. Lainhibicion de la sintesis de acidos grasos
de novo induce la diferenciacion en neuroblastoma

Maria Victoria Ruiz Perez

Microbiology, Tumor and Cell Biology (MTC), Karolinska Institutet, Estocolmo, Suecia

Maria Victoria Ruiz Pérez es Licenciada en Biologia por la Universidad de Malaga (2008) v
doctora en Biologia Celular y Molecular por la misma Universidad (2013). Desde enero de
2015, es investigadora postdoctoral en el Departamento de Microbiologia, Biologia Celular
v Tumoral del Instituto Karolinska, en Suecia. Su investigacidn gira en torno al estudio del
metabolismo tumoral, con especial énfasis en el metabolismo lipidico v su control por el
gen MYC.

Resumen

El neuroblastoma es el tumor sélido no encefélico mas frecuente en nifios. La mitad
de estos tumores estan presentes desde el nacimiento y se diagnostican mayorita-
riamente en nifos menores de 5 anos. En Espaia, se registran unos 100 casos de
neuroblastomas al afio, la mayoria en nifios. La causa del tumor se desconoce en
la actualidad y es objeto de estudio de muchos grupos de investigacion, aunque la
genética tiene un peso importante en su desarrollo.

Més del 25% de los nifios con neuroblastoma presentan aberraciones en el gen
MYCN, un protooncogén que codifica la proteina N-Myc, un factor de transcripcion.
N-Myc participa en vias de sefalizaciéon que promueven el crecimiento celular, la
proliferaciéon y el metabolismo de células progenitoras en diferentes érganos y te-
jidos en desarrollo. La desregulacion de su sefalizacion puede ser la causa principal
del neuroblastoma y otros canceres que ocurren en edad adulta. Por tanto, MYCN
puede constituir una diana terapéutica para el tratamiento de estos tumores.

Existen estudios recientes que demuestran que la sintesis de novo de acidos
grasos se encuentra activada en las células tumorales del neuroblastoma. En el
estudio presentado en este workshop, se utilizaron 5 inhibidores de acidos grasos
diferentes que redujeron la expresién de MYCN. La inhibicion de la sintesis de acidos
grasos cambio la morfologia de la mitocondria y redujo su metabolismo, aumentando
la glucolisis como forma de compensacion. Ademas, la retirada de lipidos exdgenos
indujo la diferenciacién de células neuronales, debido al aumento de la fosforilacion
de ERK1/2. Por tanto, estos inhibidores de la sintesis de acidos grasos actdan des-
regulando la expresiéon de MYCN e induciendo la diferenciacién neuronal de una
forma especificamente relacionada con el metabolismo de los lipidos, mostrando
efectos antitumorales prometedores in vivo.
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C05. La proteina transportadora de colesterol STARD5S
como nueva diana en las células madre tumorales
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Daniel Rodriguez Agudo es Licenciado en Biologia por la Universidad de Malaga y Doctor
en Ciencias Biolégicas por la misma Universidad (2003). En 2003, comenzo su estancia
postdoctoral en el Departamento de Medicina Interna de la Virginia Commonwealth Univer-
sity, en Virginia, EE. UU. Estando en dicha Universidad, en 2008, consigui¢ una beca de la
Sociedad Americana del Corazon y se convirtié en profesor asociado. Desde ese momento,
también dirige su propio grupo de investigacion, centrado en el papel de los transportado-
res de colesterol y su papel en determinados tipos de patologias, como el cancer de colon.

Resumen

El metabolismo del colesterol puede estar intimamente relacionado con el cancer. El
aumento de SREBP-2, un factor de transcripcion que favorece la sintesis de proteinas
como la HMG-CoA reductasa, es una senal oncogénica. El 27-hidroxicolesterol (27-
HC) se une al receptor de estrégeno y provoca crecimiento tumoral en cancer de
mama. En general, los niveles de colesterol son altos en cancer, aunque es un factor
que varia de un paciente a otro dependiendo de su estilo de vida.

STARDS es un transportador que pertenece a la familia de proteinas con dominio
START (de transferencia de lipidos relacionado con StAR). Esta proteina une colesterol
y lo transloca a la membrana plasmaética, evitando asi su acumulacién intracelular. En
macrofagos, se expresa constitutivamente y se encuentra en el citoplasma, aunque
su expresion se induce por situaciones de estrés. La tapsigargina, que estabiliza el
ARNmM de STARDS5, aumenta alin mas la cantidad de colesterol en la membrana. En
respuesta al estrés, aumenta la expresién de STARDS vy la sintesis de colesterol en
el RE. En los tumores, se da un aumento tanto de los niveles de STARD5 como de
otros transportadores de colesterol.

Utilizando la tecnologia de edicion génica CRISPR/CasS, el grupo de Daniel Ro-
driguez generd ratones STARDS -/-. En ellos, disminuye el colesterol de la membrana
plasmatica, el flujo de colesterol en macrofagos y el transporte reverso de colesterol
por macréfagos, y aumentan los lipidos neutrales. En el 70% de los tumores, se pro-
duce un aumento de la expresion de STARDS5, incluidos los tumores de colon, lo cual
puede observarse en los esferoides ricos en células troncales de cancer de colon,
independientemente de su variante genética y estatus tumoral. En los tumores de
higado, también aumenta STARDS5, posiblemente, de forma especifica, y a-FP. Ante un
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knock-down de STARDS, se forman menos esferoides en células HT-29 y el colesterol
de sumembrana plasmatica se reduce, por lo que se vuelve mas fluida y disminuye
la actividad de factores de crecimiento en los esferoides. Como consecuencia, el
colesterol se acumula en otros compartimentos. Si vuelve a expresarse STARD5, se
recuperan los esferoides. En tumores de colon, el knock-down de STARD5 conduce
a una reduccién del 70% del tamano del tumor. Ademas, eliminar el gen de STARD5S
vuelve a las células de cancer de colon mas susceptibles a los quimioterapéuticos. En
definitiva, los inhibidores de STARDS constituyen buenos agentes quimioterapéuticos
porque reducen el colesterol de la membrana plasmatica, inhiben a las colonosferas
y carecen de toxicidad sobre las células madre normales del colon.
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C06. Lipemia postprandial e hipoxia tisular

Pedro Valdivieso Felices
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Pedro Manuel Valdivielso Felices se licencio en Medicina v trabaja actualmente en el Hospital
Universitario Virgen de la Victoria de Malaga. Es catedratico del Departamento de Medicinay
Dermatologia en la Universidad de Malaga. También pertenece al Instituto de Investigacion
Biomeédica de Malaga (IBIMA), dirigiendo el grupo “Arterioesclerosis, Prevencion Cardiovas-
cular y Metabolismo”

Resumen

La enfermedad arterial periférica (PAD) es una forma de arteriosclerosis. El riesgo
de sufrir PAD se puede evaluar mediante el indice tobillo-brazo y se observa que
una mayor presién en los tobillos que en los brazos produce un dolor al caminar que
desaparece tras 1-2 minutos de descanso. Esta enfermedad es comun en individuos
que presentan diabetes. La mayoria de las enfermedades arteriales periféricas son
asintomaticas.

La arteriosclerosis guarda una estrecha relacion con los niveles de lipemia
postprandial. En los pacientes de diabetes tipo Il, se da un aumento de ApoB48 en
plasma, en situacion de ayuno y postprandial, por lo que existe una relacién entre
la ApoB48 y la PAD.

Investigando la relacién entre PAD y diabetes, se encontroé que la lipoproteina
lipasa (LPL) toma &cidos grasos de vesiculas de grasa en un complejo proceso. La
LPL es inhibida por ANGPTL4; cuando se produce esta inhibicién, se da una menor
captacion de acidos grasos. Los pacientes con PAD, aunque sean asintomaticos,
sufren de cierta isquemia y, por tanto, de hipoxia, lo que conduce a la activacion
del factor inducible por hipoxia (HIF-a), que aumenta la expresion de ANGPTL4.
Esto conduce al bloqueo de la LPL, de forma que aumenta la lipemia postprandial,
detectada mediante el marcador ApoB48. Como consecuencia del bloqueo de LPL,
se produce un cierre de las arterias en los pacientes con PAD. Para revertir estos
efectos, es necesario realizar una revascularizacion, de forma que se potencia la
actividad de LPL y bajan los niveles de triglicéridos libres y de ANGPTLA4.
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C07. Descifrando la disfunciéon neuronal y glial
en la enfermedad de Alzheimer: de los mecanismos
alas oportunidades terapéuticas

Antonia Gutiérrez Pérez
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Antonia Gutiérrez Pérez es Doctora en Ciencias Bioldgicas por la Universidad de Malaga (1991)
v realizo su especializacion postdoctoral durante tres anos en Estados Unidos, periodo tras
el cual regreso a la Universidad de Malaga con un contrato de reincorporacion, consiguiendo
plaza como profesora titular un afio después (1995). Es catedratica de Biologia Celular en
la Universidad de Malaga desde el ario 2011. Desde 2003, dirige un grupo de investigacion
biomeédica sobre la enfermedad de Alzheimer y desde 2007, es investigadora principal de
una unidad de trabajo del Centro de Investigaciéon Biomédica en Red sobre Enfermedades
Neurodegenerativas (CIBERNED). Asimismo, es Investigadora Responsable del Grupo Neu-
roAD de la Junta de Andalucia (CTS-950), que forma parte de IBIMA, asi como miembro de
diferentes asociaciones relacionadas con la neurociencia y revisor cientifico para numerosas
revistas internacionales del area.

Resumen

El Alzheimer es la enfermedad neurodegenerativa causante de demencia mas pre-
valente en la actualidad, que supone un gran impacto econémico y social, debido a
la inexistencia de buenas herramientas diagnosticas y de un tratamiento efectivo.
La hipdtesis amiloide situa al f-amiloide (AB) como agente iniciador de la patologia,
pero los sucesivos fracasos en el desarrollo de tratamientos basados en esta diana
han provocado la busqueda de nuevos enfoques terapéuticos, por ejemplo, en la
respuesta inflamatoria que se da por parte de la astroglia y la microglia, que con-
tribuye a la pérdida sinaptica y neuronal.

En contraposicion a la hipdtesis de agregacién de AR, en los ultimos afos, ha
cobrado fuerza la hipdtesis de la neuroinflamacion para explicar la neurodegeneracion.
En una situacion de inflamacién crénica, se acaban produciendo citoquinas proin-
flamatorias que dan lugar a la muerte neuronal, al menos, en los modelos animales
estudiados. El grupo de Antonia desarrollé un modelo de ratén que reproducia de la
forma mas fielmente posible la enfermedad con el objetivo de estudiar el proceso de
neuroinflamacién, identificar nuevos biomarcadores y evaluar nuevos tratamientos.

La microglia se activa durante el transcurso de la enfermedad, adquiriendo un
fenotipo patolégico disfuncional. Cuando se forman las placas amiloides, la microglia
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parece formar una barrera que las rodea para proteger al parénquima cerebral de
la toxicidad, funcién que se pierde conforme la enfermedad progresa. Esto da lugar
al crecimiento de las placas y, finalmente, a la muerte neuronal. El hipocampo es
el area mas afectada por la enfermedad, razén por la que los pacientes presentan
pérdidas de memoria. Los estudios de este grupo han concluido que la gran acti-
vacién microglial observada en los modelos animales no se corresponde con los
resultados observados en humano, donde la activacién de la microglia observada
en cerebros post mortem es muy baja. Ademas, las células microgliales observadas
presentan caracteristicas patoldgicas. En los casos mas severos, las placas amiloides
ni siquiera estan cubiertas por microglia. El uso de farmacos antiinflamatorios en
estos casos es inutil, ya que las dianas de estos farmacos ni siquiera estan presentes
en el parénquima.
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C08. Laincorporacion mediada por exosomas de triptasa
de los mastocitos al nucleo de las células de melanoma
regula la expresion de microARN, el corte de las histonas
v la proliferacion

Gunnar Pejler

Departamento de Biogquimica Médica y Microbiologfa, Universidad de Uppsala, Suecia

Gunar Pejler, es investigador en la Universidad de Uppsala en Suecia, en el Departamento
de Bioquimica Clinica y Microbiologia, donde dirige un grupo de investigacién cuyo campo
de estudio es el papel de los mastocitos en diversas enfermedades inflamatorias, asi como
los mecanismos de formacion de los granulos de secrecion de los mastocitos y la funcion
de los componentes de dichos granulos, en particular, proteasas y proteoglicanos.

Resumen

En los procesos alérgicos, se da la degranulacién de los granulocitos. Los mastocitos
estan llenos de lisosomas de secrecion y cuando se produce su liberacion, salen de
su interior sustancias inflamatorias que pueden dar lugar a un shock anafilactico.
Estos granulos acumulan aminas biogénicas (incluidas poliaminas), citoquinas, en-
zimas lisosomales, proteasas especificas, proteasas no especificas, proteoglucanos,
etc. Una de las enzimas encontradas en los granulos es la triptasa, una proteina
tetramérica con cuatro sitios activos en el poro central que requiere heparina para
su activacion. La triptasa es resistente a los inhibidores fisiolégicos de proteasas por
tener los centros activos en el poro central de la proteina.

Los mastocitos se asocian a muchas enfermedades, aunque también pueden
desempeiiar funciones protectoras en situaciones patoldgicas. En pacientes de
cancer, los niveles de mastocitos aumentan, acumulandose en el estroma del tumor
y en el propio tumor. Hay estudios que indican que afectan al desarrollo de este,
pero no existe una asociacion clara a un buen o mal pronéstico. Para comprobar
el papel de las proteasas de los mastocitos, este grupo generd un modelo de ratén
KO sin quimasa, triptasa ni carboxipeptidasa A3 y comprobaron el efecto de estas
alteraciones en el melanoma pulmonar, observandose mas puntos afectados en los
ratones KO que en los wild-type, ademas de alteraciones genéticas relacionadas con
el melanoma. Por tanto, la funcién de las proteasas en este modelo es protectora.

Para comprobar el efecto de la triptasa sobre la expresién de genes de mela-
noma, cultivaron triptasa humana purificada con células de melanoma humanay
observaron que el nimero de células de melanoma disminuia tras la incubacion. La
triptasa se introducia en las células de melanoma por endocitosis y se translocaba al
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nucleo, produciendo la regulacién negativa de dos oncogenes: SNORASOE y EGR1.
Comprobaron, ademas, que la triptasa incorporada procedia de exosomas secretados
por las propias células de melanoma. A estos exosomas, que contienen ADN en su
superficie, se une la triptasa que se libera de los mastocitos cuando estos degranulan.
De esta forma, son los propios exosomas liberados por las células de melanoma los
que vuelven a entrar en ellas ya cargados de triptasa, demostrandose una vez mas
la funcion protectora de esta enzima.
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C09. Landscape de la regulacion de las células
endoteliales en la hipertension arterial pulmonar

Armando Reyes-Palomares

European Molecular Biology Laboratory, unidad SBC, Heidelberg, Alemania

Armando Reyes-Palomares es Licenciado en Biologia y Doctor en Ciencias por la Universidad
de Malaga (2014) con una tesis centrada en el desarrollo de modelos de redes para analizar
las relaciones genéticas y fenotipicas en enfermedades raras. Ha realizado estancias pre-
doctorales en The Max Delbruick Center for Molecular Medicine (Berlin, Alemania) y en el
Biomedicum (Helsinki, Finlandia]. En 2015, se incorpor6 como investigador postdoctoral
en el European Molecular Biology Laboratory (Heidelberg, Alemania), becado por la Funda-
cion Ramon Areces. Actualmente, su investigacion se centra en generar nuevos métodos
de analisis epigenéticos para estudiar cambios en la regulacion de genes en enfermedades
como laleucemia o la hipertension pulmonar arterial.

Resumen

La hipertensién arterial pulmonar (PAH) es una enfermedad cardiovascular rara
caracterizada por anormalidades estructurales en las arterias de los pulmones
provocadas por un exceso de proliferaciéon de las células vasculares e inflamacién.
Estas alteraciones provocan un aumento de la presién sanguinea en las arterias
pulmonares, generando una patologia de prondstico pobre.

El objetivo del investigador Armando Reyes-Palomares y su grupo consistia en
estudiar los perfiles epigenéticos de las células endoteliales afectadas de las arte-
rias pulmonares (sPAECs) en un grupo de pacientes que padecen PAH, asi como en
un control de individuos sanos. Realizaron también una aproximacién multi-omica
para integrar diversos fenotipos moleculares tales como la modificacion de his-
tonas (H3K27ac, H3Kame 3, H3Kmel), la expresién génica (mediante RNA-seq) y
las interacciones de la cromatina. Esta integracién multinivel permitié descubrir
dominios de la cromatina que estan completamente potenciados o inhibidos en la
PAH, incluyendo la regulacién de varios genes relacionados con la remodelacién
vascular. Estos dominios reguladores de la cromatina supusieron la base para la
construccion de una red comprensible de regulacion génica que permitiera entender
los mecanismos moleculares y las vias responsables de los cambios en las sSPAECs
durante la progresién de la enfermedad.

Los resultados presentados sugieren que se dan cambios epigenéticos en las
actividades de los factores de transcripcidén y que ocurre una reorganizacién de
la cromatina causada por el dafio que provoca la hipertensién. Teniendo esto en
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cuenta, Armando mostré como las marcas de la cromatina pueden utilizarse para
estudiar cémo diferentes programas de factores de transcripcion activan genes que
se encuentran reprimidos con el fin de producir una respuesta de PAH diferencial
ante un estimulo.
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C10. Lareprogramacion de la expresion
de transposones en cancer

Manuel Gonzalo Claros Diaz

Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Mélaga, Espana

Manuel Gonzalo Claros Diaz es Doctor en Ciencias, Bioquimica y Biologia Molecular por la
Universidad Autéonoma de Madrid vy, actualmente, Catedratico del Departamento de Biologia
Molecular y Bioquimica en la Facultad de Ciencias de la Universidad de Malaga.

Resumen

Los transposones son elementos moéviles muy abundantes en el genoma humano.
En ocasiones, pueden saltary situarse dentro o cerca de un gen, por lo que la des-
regulacién del movimiento de los transposones supone un problema de inestabilidad
genomica. Cuando una célula se transforma en tumoral, la represién de los trans-
posones disminuye, con lo que aumenta esta inestabilidad gendmica.

Empleando una linea celular con un transposén muy expresado en muchos can-
ceres, Manuel Gonzalo analizé la expresion en cancer de pulmén de células pequenas
(SCLC) y en adenocarcinoma pulmonar, comparando tejidos sanos y tumorales del
mismo paciente, utilizando un algoritmo informatico basado en “RepEnrich”.

En primer lugar, observaron que el transposén no presentaba una regulacion
disminuida en SCLC. Al comparar la expresion en células de adenocarcinoma con
células normales, observaron que habia tres transposones algo mas expresados en
células normales y claramente regulados negativamente en adenocarcinoma pulmonar.
Comparando la expresion en ambos canceres, se observoé que la reprogramacion es
mayor en SCLC que en adenocarcinoma pulmonar, destacando la expresion diferen-
cial de dos transposones: LTR7B y LTROC. Ademas, se encontré que los dos Unicos
transposones reprimidos en ambos canceres son LTR18B y MER126, que podrian
constituir marcadores tumorales.

Al estudiar el cancer de prostata, se encontraron 5 transposones sobreexpresados,
uno de ellos (HERV) asociado al proceso carcinogénico. El transposén LINE-1, muy
expresado en muchos canceres humanos y previamente relacionado con el cancer
de prostata, se encuentra reprimido en SLCL y sobreexpresado en adenocarcinoma
pulmonary en células escamosas.

Por tanto, la reprogramacion de los transposones es muy heterogénea y no
puede explicar la inestabilidad genémica en el cancer. Los transposones son ele-
mentos altamente regulados en el cancer, pero el conocimiento de la magnitud de
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esta reprogramacion es aun dependiente de un algoritmo bioinformatico, dada su
naturaleza repetitiva. Ademas, es el entorno genémico de los transposones el impulsor
de la reprogramacion de su expresion, y no los propios transposones.
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C11. Laimplicacion del metabolismo del cancer de mama
triple negativo en la respuesta a la terapia neoadyuvante

Aurelio Moya Garcia

Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Mélaga, Espana

Aurelio Moya Garcia es Licenciado en Quimica por la Universidad de Malaga (2001), donde
también obtuvo el grado de Doctor en Biologia Molecular (2007). Ha sido investigador post-
doctoral del Centro de Investigacion Biomédica de Enfermedades Raras (CIBERER) hasta
2017 v ha realizado una estancia postdoctoral en el University College London, desde 2014
a 2016. Su investigacion se centra en usar el modelado de redes para encontrar alteraciones
genomicas en enfermedades raras.

Resumen

En tumores muy agresivos, puede no haber respuesta a la quimioterapia normal. Para tratar
estos tumores, es necesaria otra solucién; por ejemplo, la quimioterapia neoadyuvante,
que consiste en la administracion de agentes terapéuticos antes del tratamiento normal.
Esta terapia se utiliza en algunos canceres de mama. Las células de cancer de mama
modifican su metabolismo celular para responder a las necesidades de supervivencia,
proliferacién e invasion, y esta reprogramacion influye en la respuesta a la quimioterapia.
La terapia neoadyuvante no solo es Util para aumentar el nimero de pacientes que pueden
ser tratados con las terapias clasicas; también lo es para investigar la sensibilidad y la
resistencia a agentes terapéuticos. Las células tumorales inducen estrés oxidativo en los
tumores, pero también lo sufren, por lo que necesitan protegerse a si mismas de él. Este
fenémeno es aprovechado en el tratamiento neoadyuvante de algunos canceres de mama.

Las alteraciones gendmicas en diferentes células del cuerpo dan lugar a la formacion
de gran variedad de tipos de cancery todos los tumores tienen una patologia y una
biologia diferentes. El proyecto Pan-Cancer analiza las similitudes y diferencias en las
alteraciones genéticas y celulares de los distintos tipos de cancer, de forma que se haga
posible encontrar estrategias de tratamiento especificas para cada uno de ellos. La bio-
logia de sistemas estudia los sistemas bioldgicos como un conjunto y busca determinar
las interacciones dinamicas entre los componentes de éstos. En terapia neoadyuvante,
se utiliza para ayudar a encontrar las estrategias terapéuticas dptimas en cada caso,
teniendo siempre presente el hecho de que los genes no estan solos, sino agrupados y
asociados bajo una misma condicién patologica. Se pueden encontrar lazos de conexion
entre los modulos topoldgico, funcional y patoldgico, y analizando estos tres aspectos,
es mas probable encontrar una terapia que pueda resultar efectiva.
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C12. Lamedicina de sistemas aplicada a la identificacion
de asociaciones genotipo-fenotipo en pacientes con
enfermedades genéticas raras

Juan Antonio Garcia Ranea

Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Mélaga, Espana

Juan Antonio Garcia Ranea es Doctor en Ciencias Biologicas por el Centro Nacional de Bio-
tecnologia (2001). Sus estudios postdoctorales los realizo en el University College of London
desde 2001 a 2007 (Senior Research Fellow). Actualmente, forma parte del Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular en la Universidad de Malaga como profesor titular. Su
linea de investigacion se centra en la biologia molecular de sistemas, concretamente en el
estudios de las variaciones genémicas y genéticas de diferentes patologias entre las que se
encuentran diversos tipos de enfermedades raras.

Resumen

Los progresos realizados en los ultimos afios en el campo de la genética y el descenso
paulatino del precio de la secuenciacién de genomas han dado lugar al comienzo de
una nueva era en la biologia, conocida como era post-gendmica, a pesar de que las
interacciones caracterizadas experimentalmente rondan el 10%, quedando adn un 90%
por definir. Al realizar diagndsticos clinicos sobre determinadas patologias, es necesario
tener en cuenta que solo se conoce una pequefia parte subyacente de éstas. Esto es
algo particularmente relevante en las enfermedades raras, en las que la identificacién
de regiones gendmicas afectadas y la asociacién a fenotipos patoldgicos es compleja.

Una forma de abordar este tipo de problemas es analizar como interaccionan
los elementos de las redes génicas entre ellos, de forma que se pueda predecir la
funcion de cada uno de ellos y llevar a cabo predicciones. La biologia de sistemas,
a diferencia de las aproximaciones reduccionistas de la biologia molecular clasica,
propone un enfoque holistico para entender los procesos bioldgicos, alejado de la
vision “un gen-una funcion”.

Ante la gran cantidad de datos existente en la medicina gendémica, es fundamental
el paso de extraccion e interpretacion de éstos en el camino al entendimiento de los
sistemas de estudio. Para llevar a cabo esta tarea, el grupo de Juan Antonio Garcia
Ranea, en su estudio de enfermedades raras, utiliza informacién procedente de DE-
CHIPER (Database of genomiC varlation and Phenotype in Humans using Ensembl
Resources) para construir redes que permitan establecer sistemas de prediccion
para asociar alteraciones genotipicas a los fenotipos patologicos.
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C13. ¢Pueden los estandares ayudar al desarrollo
de la metaboléomica?

Ismael Navas Delgado

Lenguajes y Sistemas Computacionales, Departamento de Lenguajes y Ciencias
de la Computacion, Universidad de Malaga, Espaia

Ismael Navas Delgado terminé su Doctorado en Ciencias de la Computacion en la Universidad
de Malaga en 2009. Es un investigador cuyos intereses principales son la Web Semantica,
la Integracion de Datos, los Datos Vinculados y las aplicaciones Big Data a las ciencias de
la vida. Ha intervenido en proyectos sobre analisis de Big Data, asi como en el diserio de
una plataforma para la Exploracién de Datos Vinculados en Biologia de Sistemas, entre
muchos otros proyectos.

Resumen

Ante la gran cantidad de datos y recursos existentes en la web relacionados con
el metabolismo hoy en dia, es comun preguntarse qué fuentes utilizar a la hora de
comenzar un trabajo en este campo. Para tomar esta decisién, es necesario co-
menzar por la exploracién de las distintas bases de datos para intentar encontrar
la informacion que pueda resultar de mayor utilidad para el propédsito del estudio,
siguiendo los enlaces a las bases de datos que son de interés para la investigacion.
Una vez se han encontrado las fuentes y datos de utilidad, es importante saber uti-
lizar y analizar tales datos, y para ello, existen estandares relacionados con distintas
vias, pero al realizar una busqueda de bases de datos en un navegador como Google,
se pueden encontrar estandares diferentes que incluyen elementos que no permi-
ten la comparacién entre ellos. La solucién a esto para por la colaboracién de las
distintas bases de datos y el uso de una misma nomenclatura, y ya existen algunas
propuestas en este sentido para estandarizar el acceso o la descarga de informacién
en las bases de datos. Biopax, por ejemplo, es una herramienta estandar que integra
informacién procedente de distintas bases de datos, siendo estas mismas las que
traducen su informacién para que Biopax pueda utilizarla. Al trabajar con bases de
datos que han traducido su informacién a Biopax, se garantiza una pérdida minima
de informacidn; sin embargo, al utilizar bases de datos que no emplean el formato
de Biopax, se puede perder gran cantidad de informacién y desvirtuarse por com-
pleto el estudio. Por tanto, es necesario el trabajo conjunto de los propietarios de
las distintas bases de datos para alcanzar una unificacién que facilite el trabajo a
los investigadores y permita realizar investigaciones mas productivas con la gran
cantidad de datos almacenados en la web.
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C14. Aeroplisinina-1: una vision integradora

Beatriz Martinez Poveda

Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Malaga

Beatriz Martinez Poveda es Licenciada en Biologia por la Universidad de Malaga (2002) v
doctora por la misma Universidad (2007), con un trabajo centrado en la caracterizacion de
componentes naturales con potencial antiangiogénico. Realizé una estancia postdoctoral
en el Instituto de Investigaciones Biomeédicas (Madrid], centrandose en el estudio de la
hipoxia y las terapias antiangiogénicas, usando para ello técnicas de imagen in vivo. En
2009, comenzo una segunda estancia postdoctoral en el Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares (Madrid), trabajando en la caracterizacién molecular de enfermedades
cardiovasculares, con contribuciones significativas en el campo de la estenosis y la calcifi-
cacion de la valvula aortica, aterosclerosis y en la no compactacion del ventriculo izquierdo.
Desde el 2015 a 2018, la Doctora Martinez Poveda ha trabajado como profesora sustituta
interina en el Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica en la Universidad de Malaga,
y como investigadora postdoctoral en proyectos relacionados con la angiogénesis tumoral
v lainflamacion. En la actualidad es profesora ayudante doctor.

Resumen

La aeroplisinina-1 es un compuesto procedente de una esponja marina (Aplysina aero-
phoba) del mar Mediterraneo. En esta especie, presenta una actividad protectora,y en
humanos, se ha demostrado que tiene una actividad pleiotrépica, incluyendo actividad
antitumoral, angiogénica, antibidtica y antiinflamatoria. In vitro, previene la formacion de
estructuras tubulares, es decir, inhibe la angiogénesis. In vivo, a bajas concentraciones, se
ha visto que inhibe la angiogénesis, mientras que, a altas concentraciones, induce la apop-
tosis de las células endoteliales por la via intrinseca, ya que inhibe la fosforilacién de AKT
y la de Erk en las células endoteliales. Su actividad antiinflamatoria se debe a la inhibicion
que produce de moléculas proinflamatorias, como TSP-1, COX-2 y MCP1, entre otras.

La via de sefializacion de NF-kB participa en proliferacion, angiogénesis, infla-
macién y apoptosis, por lo que es interesante comprobar si existe algun efecto de la
aeroplisinina-1 sobre esta via. En este sentido, se observé que el compuesto podria
inhibir NF-kB interviniendo a nivel de receptor o en la translocacién al nucleo.

Debido al crosstalk que existe entre la via de NF-kB y AKT, descrito en el pro-
ceso de angiogénesis y en arteriosclerosis y otras enfermedades, la aeroplisinina-1
podria constituir un buen tratamiento para la arteriosclerosis y otras enfermedades
relacionadas con el endotelio por su actividad antiangiogénica y antiinflamatoria, en
las dosis adecuadas para no activar la apoptosis.
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C15. El papel de la oxidacion de los cuerpos cetonicos
en la linfangiogénesis y su posible relevancia en
ellinfedema

Melissa Garcia Caballero

Laboratorio de Angiogénesis y Metabolismo Vascular, VIB-KU Leuven Center for Cancer
Biology (CCB), Departamento de Oncologia, KU Leuven, Bélgica

Melissa Garcia-Caballero es Licenciada en Biologia por la Universidad de Malaga v doctora
por la misma Universidad (2013]). Tras una primera estancia postdoctoral como contrada
Marie Curie en el grupo de la doctora Agnes Noél (Liege University, Bélgica), se encuentra en
estos momentos realizando su segunda estancia postdoctoral en el grupo del doctor Peter
Carmeliet (VIB, Lovaina, Bélgica), estudiando la relacion entre el metabolismo y el proceso
de linfangiogénesis.

Resumen

Los vasos linfaticos estan formados por células endoteliales linfaticas y son muy
importantes en funciones tales como la homeostasis, el transporte de liquidos o la
inflamacion. Por tanto, tanto el exceso como el defecto de linfangiogénesis estan
relacionados con la aparicién de distintas patologias. El exceso de vasos linfaticos
esta relacionado con procesos metastasicos e inflamatorios, y el defecto, con el
linfedema, un edema producido por la obstruccién de los vasos linfaticos. El proceso
de linfangiogénesis era, hasta hace poco, totalmente desconocido.

Los vasos linfaticos tienen la via glucolitica disminuida y, por el contrario, presentan
una alta oxidacion lipidica. El factor de transcripcion Prox1 induce la expresién de la
carnitina palmitoiltransferasa-1, lo cual da lugar a la metabolizacion, en la mitocondria,
de acidos grasos a acetil-CoA, un intermediario clave en la diferenciacion de células
endoteliales. La suplementacion con acetato, una fuente alternativa de acetil-CoA,
potencia la linfangiogénesis in vivo, por lo que presenta un gran potencial para el
tratamiento del lindefema.

Una alternativa al acetil-CoA distinta al acetato son los cuerpos ceténicos, como
el B-hidroxibutirato, metabolizado rapidamente a acetil-CoA en las células endote-
liales linfaticas. La concentracién de cuerpos cetonicos es mayor en la linfa que en
el plasma sanguineo; en una dieta normal, esta concentracion es de 0,5 mM. Con las
dietas cetogénicas, que consisten en una alta ingesta de lipidos y pocos carbohidratos,
se puede aumentar esta concentracion. Esto puede potenciar la linfangiogénesis sin
provocar ningun efecto colateral en la angiogénesis, por lo que es una dieta segura
que puede utilizarse en algunos tratamientos.
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El silenciamiento de la 3-oxoacido CoA-transferasa 1 (OXCT1), una enzima clave
en la oxidacién de cuerpos cetdnicos, mediante pequenos ARN muestra una reduc-
cion de la proliferacion de células endoteliales linfaticas mediante la reduccién de la
respiracion basal y la funciéon mitocondrial de produccion de ATP. Ademas, el silen-
ciamiento afecta al reabastecimiento de acidos tricarboxilicos, reduce la expresién
de marcadores linfaticos y pone de manifiesto cambios epigenéticos: no afecta a la
acetilacion, pero si aumenta la metilacién de las histonas. La reduccién de los niveles
de a-cetoglutarato, un intermediario del ciclo de los acidos tricarboxilicos, provoca
la inhibicion de las demetilasas, por lo que las histonas permanecen metiladas, lo
cual esta asociado a la represion transcripcional.

En modelos raton con linfedema en la cola alimentados con dieta cetogénica, se
observo una mejora de la funcion linfatica y de la capacidad de drenaje. Por tanto, la
dieta cetogénica es una potencial estrategia de tratamiento para los pacientes con
linfedema, ya sea hereditario o adquirido.
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C16. Adaptacion metabdlica del tumor a la hipoxia
inducida por la terapia antiangiogénica

Nor Eddine Sounni

PhD, LBTD, GIGA-Cancer, ULiege, Bélgica

El Doctor Nor Eddine Sounni es Investigador principal del FR.S (Fonds de la Recherche Scien-
tifique]-FNRS v del Departamento de Ciencias Preclinicas y GIGA Cancer, en la Universidad
de Lieja, Bélgica. Recibio su Doctorado en Ciencias Biomédicas (Universidad de Lieja], en
el laboratorio de Agnes Noel y Jean-Michel Foidart en 2004. Complet6 su beca postdoctoral
2005-2007 en Biologia del Cancer en la Universidad de California, San Francisco, en €l la-
boratorio de Lisa Coussens, donde estuvo investigando el papel de la matriz extracelular y
las MMP en la permeabilidad de los vasos y el suministro de farmacos en tumores solidos.
En 2005, el Doctor Sounni recibio el prestigioso premio internacional Henny C. Dirven de
la Universidad de Leiden, Paises Bajos, por su trabajo sobre el papel de las MMP en la pro-
gresion del cancer de mama. En 2008, se unio al Laboratorio del Profesor Alex Strongin en
el Instituto Burnham de Investigacion Médica, La Jolla, California, donde investigé el papel
de las proteasas de la superficie celular en la migracidn de células cancerigenas. Desde
que se unio a la Universidad de Lieja, en 2009, el doctor Sounni centra su investigacion en
el metabolismo de la biologia vascular y la biologia vascular del microambiente tumoral.

Resumen

El tratamiento del cancer con antiangiogénicos, como sunitinub y sorafenib, puede
verse frustrado ante la capacidad de los tumores para adaptarse a las condiciones
de hipoxia que se producen en tal situacion. Tras el tratamiento antiangiogénico,
muchas vias metabdlicas se encuentran reguladas positivamente; es el caso de las
enzimas lipogénicas, cuya actividad se ve aumentada. Cuando se reduce la hipoxia
después del tratamiento y se produce la reoxigenacién del tumor, aumenta la
actividad de la sintasa de acidos grasos (FASN) y se producen mas acidos grasos
poliinsaturados y monoinsaturados. La inhibicién de FASN, con la consiguiente
disminucién de la produccion de acidos grasos, potencia el efecto de los inhibi-
dores de la angiogénesis.

El transporte de lipidos y su desaturacion tienen un papel importante en el
impulso de la agresividad del tumor tras el tratamiento. La actividad de la pro-
teina 4 de unién a acidos grasos (FAB4) y de la estearoil-CoA desaturasa 1 (SDC)
aumenta en los vasos sanguineos cerrados que forman parte del microambiente
tumoral tras el tratamiento antiangiogénico, y se correlacionan con un aumento de
la agresividad tumoral. Por tanto, la combinacion de inhibidores de FABP4 y SCD1
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con tratamientos antiangiogénicos puede constituir una estrategia terapéutica
efectiva para evitar la angiogénesis y la metastasis que puede producirse tras los
tratamientos antiangiogénicos.
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C17. Autoensamblaje de conjugados de farmacos
para el tratamiento contra el cancer

Daniele Passarella

Departamento de Quimica, Universita degli Studi di Milano, Italia

Daniele Passarella es Graduado en Quimica por la Universidad de Milan (1986]) y Doctor por
esa misma Universidad (1991). En 1992, realizd una estancia postdoctoral bajo la super-
vision de J. Bosch, en la Universidad de Barcelona. Desde 2006, es Associate Professor de
Quimica Organica en la Universidad de Milan. Su investigacion se basa en la preparacion
de compuestos heterociclicos y de origen natural con interés bioldgico.

Resumen

Los conjugados de autoensamblaje para el tratamiento del cancer estan compuestos
por una molécula transportadora unida a un farmaco mediante algun tipo de enlace.
Cuando se rompe este enlace, se puede conseguir la liberacién del farmaco en el
lugar deseado. Por ejemplo, cuando este enlace es un puente disulfuro, el glutation
produce su reduccién y la consiguiente liberacion del farmaco.

Utilizando un compuesto lipofilico como molécula transportadora, se puede
conseguir el autoensamblaje de la nanoparticula agua; el conjugado obtenido se
puede internalizary el formaco puede ser liberado en el interior celular. Para estudiar
la dindmica de internalizacion, se utilizé un fluoréforo y se construyeron heterona-
noparticulas, utilizando dos farmacos y comprobando el efecto que se producia en
las células tumorales. Al combinar ciclopamina y paclitaxel, se observé una modifi-
cacién de la ruta hedgehog. Combinando esteroides con doxorrubicina para tratar
células resistentes a doxorrubicina, se demostré la eficiencia de la nanoparticula,
obteniéndose una reduccién del tumor y una menor toxicidad de la doxorrubicina.
En las células tumorales tratadas con estas nanoparticulas, la disfuncién fue mayor
que en las tratadas Unicamente con doxorrubicina. Esto se debe a que los esteroides
reducen la actividad del transportador que expulsa la doxorrubicina, por lo que esta
puede permanecer en el interior celular y dirigirse a su diana terapéutica.

El éxito de estos experimentos demuestra que este campo puede ofrecer nuevas
posibilidades interesantes para el tratamiento del cancer. Los conjugados no solo
pueden incluir varios farmacos y liberarlos de forma selectiva en el interior celular,
sino mejorar la biocompatibilidad de los medicamentos y hacerlos accesibles a un
mayor numero de pacientes.
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C18. Desarrollo de inhibidores de quinasas y PFKFB3

Andrej Bohac

Departamento de Quimica Orgénica, Comenius University, Bratislava, Eslovaquia

Andrej Bohac es profesor universitario e investigador en Eslovaquia. Estudié Quimica Orga-
nica y Bioorganica en Comenius University, en Bratislava (1983-1987). En 1993 finaliz6 su
tesis doctoral, por la misma Universidad. Durante el periodo de 1993 a 1996, estuvo como
investigador postdoctoral bajo la supervision de los profesores C. Ganter y D.Seebach en
el Federal Institute of Technology (ETH) en Zurich. Desde 2003, es Associate Professor en
Comenius University, donde imparte asignaturas de quimica médica, sintesis estereoselec-
tiva y quimica organica. Su investigacion esta orientada a la busqueda y descubrimiento de
farmacos contra el cancer, concretamente en el desarrollo de inhibidores de angiogénesis y
compuestos que tienen como diana la resistencia a farmacos de células troncales del cancer.

Resumen

La inhibicion de la angiogénesis esta siendo objeto de estudio en muchos grupos de
investigacion de quimica médica. La primera diana encontrada en este campo fue
el receptor tirosina quinasa 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEG-
FR2 TK), el principal receptor implicado en angiogénesis, que cuenta con actividad
enzimatica en su porcién intracelular.

Los dominios tirosina-quinasa de VEGFR2 cuentan con un loop de activacion
y uno catalitico, y son varias las moléculas organicas que compiten por el sitio de
union a ATP. La fosforilacién de un residuo de tirosina es lo que provoca el cambio
conformacional necesario para que el sitio activo sea accesible. La posicién de la
triada de aminoacidos Asp-Phe-Gly determina la actividad catalitica del receptor.

El grupo de Andrej Bohac ha desarrollado mas de 35 inhibidores de VEGFR2
TK con actividad antitumoral a concentracién nanomolar. Ademas, han desarrollado
inhibidores de la 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3 (PFKFB3), una
enzima clave en la reprogramacion metabdlica. Interferir en este nivel de regula-
cion puede ser una estrategia terapéutica interesante, afectando al abastecimiento
energético de las células tumorales y provocando su muerte.
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C19. Una estrategia fructifera para la busqueda
de nuevos inhibidores de la angiogénesis

Ana Rodriguez Quesada

Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Mélaga, Espana

Ana R. Quesada se gradu6 en Quimica en la Universidad de Granada (Espafa) en 1982 y
obtuvo su Doctorado en Quimica por la Universidad de Malaga en 1987. Fue cientifica visi-
tante en la Universidad de Bristol (Reino Unido] en 1987 y en la UWM (Wisconsin, EEUU)
en 1991. Después de trabajar siete afios en departamentos de investigacion de companias
farmaceéuticas (Pharmacia, Antibidticos Farma/Farmitalia), se traslado a la Universidad de
Malaga en 1994, donde ocupa desde 2009 un puesto de catedratica en el Departamento
de Biologia Molecular y Bioquimica. Su principal interés investigador radica en la busqueda
y caracterizacion de nuevos candidatos a medicamentos anti-angiogénicos.

Resumen

La angiogénesis, la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura
preexistente, es un mecanismo principal de vascularizacién durante el desarrollo
embrionario, el crecimiento, la regeneracion, la curacién de heridas y algunos pro-
cesos fisioldgicos como la formacién del cuerpo luteo y el endometrio. Las células
endoteliales son importantes en angiogénesis porque permiten la formacién de
nuevos vasos sanguineos.

La angiogénesis anormal también esta involucrada en una serie de procesos
patoldgicos tales como el crecimiento tumoral, la metastasis, la retinopatia diabé-
tica, la degeneracién macular relacionada con la edad, la psoriasis o la artritis, entre
otros. Por esta razon, la inhibicién de la angiogénesis ha atraido una gran atencion
en el campo de la investigacién farmacoldgica.

Ana Rodriguez Quesada y su grupo se dedican a la busqueda de nuevos mo-
duladores de la angiogénesis, algunos de ellos derivados de organismos marinos o
plantas medicinales y otros de origen sintético. Para probar estos compuestos, han
desarrollado una serie de procedimientos experimentales que incluyen ensayos in
vitro que recrean diferentes etapas del proceso angiogénico (como el ensayo de herida
o el ensayo de migracién) y ensayos in vivo para evaluar la actividad inhibidora de la
angiogénesis de estos compuestos (como el ensayo con membrana corioalantoica).
De esta forma, han descubierto varios compuestos con notable actividad antian-
giogénica, como el dimetilfumarato, la aeroplisinina-1, la hipericina, la aloe-emodina,
el toluquinol y la homocisteina. Los farmacos antiangiogénicos que se utilizan para
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el cancer, ademas, pueden usarse en el tratamiento de otras enfermedades, como

la psoriasis, por lo que la investigacion en este campo puede ofrecer soluciones a
distintas patologias.
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C20. La medicina de precision aplicada al diagnéstico,
prondstico y prediccion de cancer colorrectal asociado
ala obesidad

Manuel Macias Gonzalez

UGC Endocrinologia y Nutricién del Hospital Universitario Virgen de la Victoria. IMABIS,
Mélaga, Espana

Manuel Macias Gonzalez se licencio en Biologia y en Quimica por la Universidad de Granada
en 1993 v 1995, respectivamente. Hizo su tesis doctoral en la misma universidad, la cual le
concedio el premio extraordinario de tesis doctoral en Bioquimica y Biologia Molecular. Llevo
a cabo una investigacion postdoctoral en el Departamento de Quimica-Fisiolégica, Facultad
de Medicina, Universidad de Dlisseldorf (Alemania). También trabajé en el Departamento
de Nutricion Clinica de la Universidad de Kuopio (Finlandia). En la actualidad, forma parte
del IBIMA en el Complejo Hospitalario de Malaga (Virgen de la Victoria).

Resumen

La obesidad constituye la segunda causa de cancer después del tabaco. Es una enfer-
medad de caracter epidémico y multifactorial, relacionada tanto con el medio ambiente
como con la genética. Un indice de masa corporal mayor a 25 se considera obesidad
y supone un riesgo para la salud. La obesidad esta relacionada con la aparicién de, al
menos, 11 tipos de cancer. Un ejemplo de la asociacion entre obesidad y cancer se
encuentra en la relacién entre las células tumorales de cancer de colon y las células
del tejido adiposo, el cual tiene la capacidad de inactivar agentes quimioterapéuticos
para el tratamiento del cdncer y provocar un estado de no respuesta en el paciente.

Analizando el metiloma de pacientes con obesidad, se observé que la metilacion
de algunas regiones del ADN es mayor que en los individuos con un peso normal. El
aumento del tejido adiposo no es la consecuencia de las metilaciones, sino su causa.
En cancer colorrectal humano, la metilacion del ADN esta asociada al silenciamiento
de ZNF543. Los cambios en la metilacion del ADN debido al aumento de la adiposidad
han permitido conocer factores epigenéticos y epitranscriptémicos muy Utiles para
la busqueda de biomarcadores con capacidad de predeciry prevenir con precision el
cancer asociado a la obesidad. Este es el fundamento del proyecto EPIONCOBESITY,
del que Manuel Macias es autor.

En esta area, existe un interés creciente por la prediccién de la predisposicion a pa-
decer cancer, debido al importante papel de la prevencion en cuanto a esta enfermedad.
Ademas, el aumento de literatura cientifica relacionada con ello pone sobre la mesa la
posibilidad de explotacion terapéutica de esta herramienta en el tratamiento del cancer.
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C21. El gen supresor tumoral Wilms: nuevas funciones
mas alla del desarrollo embrionario

Ramoén Muiioz Chapuli

Departamento de Biologia Animal, Facultad de Ciencias, Universidad de Malaga, Espafa

Ramon Muiioz-Chapuli estudio la licenciatura de Biologia en la Universidad de Granada y
se doctoro en Ciencias Biologicas por la Universidad de Malaga en 1982. En 1986, se con-
virtié en Profesor Titular de la misma Universidad y desde 1999 es Catedratico e la misma
Universidad. Dirige el grupo de investigacion “Desarrollo y Enfermedad Cardiovascular” Su
linea de investigacion se centra en el sistema cardiovascular de vertebrados, pero también
esta muy interesado en las relaciones entre desarrollo y evolucion, y como alteraciones de
procesos de desarrollo pueden ser la base de innovaciones evolutivas.

Resumen

El gen supresor tumoral Wilms (WT1) codifica un factor de transcripcion que con-
tiene 4 dedos de zinc tipo C2H2 que participa en la regulacién transripcional, el
metabolismo del ARN y las interacciones proteina-proteina. 25 afios después de su
descubrimiento, se conocid su implicacion en la transicion epitelio mesénquima. En
condiciones normales, WT1 esta implicado en el desarrollo de numerosos érganos,
incluyendo el higado, el corazén y los pulmones, entre otros.

Estudios recientes sugieren que WT1 podria jugar un papel fisioldgico importante
en la vida adulta, ya que es esencial para mantener la expresion de la E-cadherina,
esencial para mantener unido el tejido exocrino, y la citoarquitectura. La delecion
de WTI conlleva la atrofia del pancreas exocrino, por lo que se esta investigando en
la actualidad su papel en la homeostasis del pancreas y su regeneracién, buscando
aspectos relevantes desde el punto de vista clinico.

La delecion de WT1 da lugar también a malformaciones en el corazén y altera-
ciones en el electrocardiograma tanto en embriones como en adultos. El proximo
proyecto dirigido por Ramén Mufioz Chapuli, de hecho, consistird en estudiar la
expresion de WTL en el miocardio embrionario adulto, con el fin de determinar su
implicacién en el funcionamiento correcto del corazén y su relacién con distintas
enfermedades cardiacas.
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C22. Labase embrionica de la remodelacion ventricular:
perfil metabdlico del corazon infartado

José Maria Pérez Pomares

Departamento de Biologia Animal, Facultad de Ciencias, Universidad de Malaga, Espafa

José Maria Pérez Pomares es Licenciado en Biologia y Doctor en Ciencias Biolégicas por la
Universidad de Malaga (2000). Realiz6 una estancia postdoctoral en el departamento de
Anatomia y Biologia Celular de la Medical University of South California, Charleston, USA
(2000-2002). Fue técnico de apoyo a la investigacion entre 2002 y 2004, profesor ayudante
hasta 2010 y profesor titular desde entonces en la Universidad de Malaga hasta 2018, afio en
que se ha incorporado a su nueva plaza de catedratico. En 2010, fue nombrado colaborador
cientifico del Centro Nacional de Investigacion Cardiovascular (CNIC) en Madrid. Dirige el
grupo “Desarrollo Cardiovascular y Angiogénesis”.

Resumen

Las enfermedades cardiovasculares constituyen en la actualidad la principal causa
de muerte en el mundo, por encima de otras enfermedades como el cancer. La
enfermedad cardiovascular mas prevalente es la cardiopatia coronaria (CAD) o ar-
teriopatia coronaria, en la que la grasa y otras sustancias se acumulan en las paredes
de las arterias coronarias, formando placas que producen un estrechamiento de
los vasos sanguineos y una disminucion del flujo sanguineo en el corazén. La CAD
es una enfermedad multifactorial, con factores de riesgo ambientales importantes,
pero muy relacionada con el estilo de vida de los individuos.

Los objetivos del estudio de José Maria Pérez Pomares consistian en inducir la
diferenciacién de células madre pluripotentes humanas (hPSC) en pro-epicardios y
comprobar las propiedades funcionales de las células derivadas de hPSC en dichas
estructuras frente a las células de epicardio. Al realizar este estudio experimental,
se observé que las hPSC se diferenciaban en células de epicardio en respuesta a la
adicion de proteina morfogénica del hueso 4 (BMP4) y de acido retinoico (RA). La
expresion de WT1 es una sefial para la diferenciacién de hPSC en células epicardicas,
que expresan genes como TBX18, TCF21, RALDHZ2 o COUP-TFII. La expresién de
este Ultimo gen sugiere que las células obtenidas podrian ser incluso mas primitivas
que las células epicardicas. Ademas, se observé que la diferenciacién pro-epicar-
dicay epicardica progresan a expensas del potencial de diferenciacion miocardida
y, por ultimo, que las células pro-epicardicas y epicardicas derivadas de las hPSC
muestran las propiedades funcionales (adhesion, expansion, capacidad invasiva) que
su equivalente in vivo.
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C23. Diferenciacion de las células madre
embrionarias humanas hacia las células cardiacacas
del polo venoso/flujo cardiaco

Juan Antonio Guadix Dominguez

Departamento de Biologia Animal, Facultad de Ciencias, Universidad de Malaga, Espafa

Juan Antonio Guadix Dominguez, es licenciado en Biologia por la Universidad de Malaga
(2004) v Doctor en Ciencias Biologicas por la misma Universidad (2010). Realizd una estancia
postdoctoral en el Leiden University Medical Center desde enero de 2013 a diciembre de 2014
v desde enero de 2015 es investigador postdoctoral en el grupo “Desarrollo v enfermedades
cardiovasculares” en el centro Bionand de la Universidad de Malaga.

Resumen

El desarrollo del corazén da lugar a tres capas: endocardio, epicardio y miocardio. El
pro-epicardio puede diferenciarse en células vasculares coronarias, células madre
cardiacas, células musculares lisas, células endoteliales y otros tipos celulares, por
lo que la funcién del epicardio es muy importante después de producirse un dafo
cardiaco. Cuando este dafo ocurre, muchas células cardiacas mueren o se convierten
en fibroblastos, pero las células cardiacas no pueden regenerarse. Por ello, el fallo
cardiaco es algo bastante comun después de un ataque al corazdén, ya que mueren
demasiadas células y el corazén no puede volver a realizar su funcién normal. Para
el tratamiento de las personas que viven con este dafo, es crucial la busqueda de
nuevas estrategias que permitan la regeneracién del tejido cardiaco. Una posibilidad
en este sentido consiste en el uso de hPSC para inducir la diferenciacién pro-epi-
cardica. Las hPSC se pueden diferenciar en células parecidas a las de epicardio en
respuesta a BMP4 y RA.

GFP es uno de los genes mas importantes en la diferenciacién cardiaca de
las células madre embrionarias (hESC). Para estudiar la regulaciéon de esta dife-
renciacién, se utilizé la linea celular NKX2-5(eGFP/w). Las células se trataron con
diferentes cdcteles de factores de crecimiento durante varios dias y se analizaron
los resultados mediante inmunohistoquimica, g-PCR y co-cultivos. Se observo que
en los cuerpos embrioides derivados de las hESC habia aumentado la expresion de
genes como RALDHZ2, COUP-TFII, WT1, TBX5, PDGFRA y de E-cadherina respecto
a la diferenciacién miocardica normal. Todos estos marcadores son caracteristicos
del desarrollo del flujo cardiaco del corazén. La expresion de WTI es una sefal para
la diferenciacion de hPSC en células epicardicas, lo que sugiere que estas células
tendrian un fenotipo pro-epicardico o epicardico in vitro. En definitiva, los resultados
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de este estudio muestran que las células NKX2-5(eGFP/w) pueden diferenciarse
en progenitores epicardicos embrionarios con un tratamiento de BMP4 + RA. Esto
demuestra que dicha linea celular puede diferenciarse de forma especifica en células
del mesodermo lateral similares a progenitores epicardicos.
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C24. Reprogramacion metabdlica en el cancer:
¢Quimera o Belerofon?

José Manuel Matés Sanchez

Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Mélaga, Espana

José Manuel Matés Sanchez es licenciado en Ciencias Quimicas y doctor en Quimica por
la Universidad de Malaga. Actualmente, es catedratico de Bioquimica en el Departamento
de Biologia Molecular y Bioquimica en la Universidad de Malaga.

Resumen

En la mitologia griega, Quimera era un monstruo hibrido que algunas descripciones
afirman que contaba con tres cabezas, y que el héroe Belerofén derroté quemando
sus dérganos vitales con la punta de su lanza. El cdncer puede entenderse como una
quimera, un cuerpo con multiples cabezas, cada una de ellas simbolizando el cancer
de cada paciente, y muy dificil de derrotar atacando a cada cabeza una por una. La
gran diferencia que puede existir entre los tumores de cada individuo.

Algunas de las caracteristicas fundamentales en el desarrollo del cancer son el
estrés metabdlico y el factor genético, que consiste en una balanza entre la expre-
sién de oncogenes y genes supresores tumorales, todos ellos modificados en gran
medida por el metabolismo. Dos vias esenciales en la reprogramacion metabdlica
del cancer son la glucdlisis y la fosforilacién oxidativa. En esta Ultima, es relevante el
papel de la enzima glutaminasa, debido a la alta demanda de glutamina como donador
de nitrégeno por parte de las células tumorales para la sintesis de macromoléculas.

La glutamina es el sustrato anaerdbico del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, capaz
de producir una gran cantidad de energia, y es también sustrato del metabolismo
reductor para la produccién de citrato. En individuos sanos, hay érganos tipicamente
productores de glutamina y otros tipicamente consumidores. En pacientes de can-
cer, se da un enorme desequilibrio entre la produccion y el consumo de glutamina,
resultando en una elevacion de los niveles de glutamina. La glutaminasa cataliza la
hidrolisis de glutamina para introducirla en un flujo glucolitico aberrante, constitu-
yendo la glutamina una fuente de energia anaplerética no derivada de la glucosa.

Existen dos isoformas de glutaminasa: GLS, regulada por el protooncogén c-Myc,
y GLS2, regulada por el gen supresor tumoral TP53. Por tanto, el control de la ex-
presién de ambas es una herramienta Util para influir en la reprogramacién tumoral.
Por ejemplo, en el cancer de higado asociado a c-Myc, la inhibicién de la glutaminasa
es una estrategia terapéutica que proporciona buenos resultados.
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Debido al estilo de vida actual y al envejecimiento de la poblacion, el cancer es
una enfermedad que parece no haber mostrado todavia todas sus cabezas. En un
futuro, es posible que existan tantos canceres como individuos, por lo que la medicina
personalizada parece la Unica solucion efectiva ante este panorama. Teniendo en
cuenta la heterogeneidad tumoral, la combinacién de distintas técnicas de diagnostico
y experimentales es fundamental en la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas
efectivas para el tratamiento del cancer.



SESION DE POSTER

Los posteres expuestos a continuacion pertenecen al grupo de investigacion de
angiogénesis vy cancer liderado por Ana R. Quesada v Miguel Angel Medina, Catedraticos
de Bioquimica y Biologia Molecular, en el Departamento de Biologia Molecular y
Bioquimica de la Universidad de Malaga. La busqueda de compuestos moduladores

de la actividad angiogénica es un campo emergente que atrae el interés de muchos
laboratorios, debido a su gran potencial terapéutico. El desarrollo de agentes
antiangiogénicos se convierte asi en una estrategia fundamental para el disefio de
terapias efectivas para el tratamiento del cancer y otras enfermedades dependientes
de angiogénesis. En este sentido, este grupo participa activamente en la identificacion
de nuevos moduladores naturales de la actividad angiogénica y en la investigacion de
sus efectos especificos sobre las diferentes etapas del proceso angiogénico. Ademas,
en colaboracion con empresas externas, participa en la busqueda de farmacos
antitumorales, centrando su investigacién en la implementacion de ensayos in vivo e
in vitro capaces de permitir la identificacién de sustancias antiangiogénicas. Tras esta
primera seleccion, se realiza un rastreo secundario a partir del cual se valora su interés
clinico v comercial y se procede, finalmente, al desarrollo de patentes, como punto de
partida para el disefio clinico de farmacos apropiados.
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PO1. GR-24,un analogo de la estrigolactona, induce
cambios en el citoesqueleto de células endoteliales
e inhibe la angiogénesis in vitro e in vivo

Paloma Carrillo, M2 Carmen Ocaiia, Beatriz Martinez-Poveda,
Miguel Angel Medina, Ana R. Quesada

Paloma Carrillo, licenciada en Biologia por la Universidad de Malaga y con Master en Biologia
Celular en la misma Universidad, forma parte actualmente del grupo de investigacion de
angiogénesis liderado por Miguel Angel Medina y Ana R. Quesada en el Departamento de
Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad de Malaga. Su labor investigadora relativa
a su tesis doctoral se centra en testar compuestos con actividad anti-angiogénica, como el
GR-24, del cual se presentaron algunos resultados en este poster.

Resumen

Muchas fitohormonas han mostrado un gran potencial en la prevencion y terapia
contra el cancer. Las estrigolactonas son hormonas vegetales derivadas de los caro-
tenoides que estan implicadas en la inhibicion de la ramificacién de la raiz y el brote,
promueven la germinacién de plantas pardsitas e intervienen en el establecimiento
de simbiosis con micorrizas arbusculares. Se ha descrito la capacidad antitumoral
de diferentes analogos de estrigolactonas, entre ellos, GR- 24, frente a diferentes
Ineas celulares tumorales in vitro y en modelos xenograficos. En este estudio, se ha
evaluado la capacidad citotdxica y anti-angiogénica de GR-24, tanto in vitro como
in vivo. In vitro, GR-24 presenta una IC50 (la mitad de la maxima concentracion
inhibitoria) entre 50 y 90 pM en diversas lineas celulares tumorales y endoteliales.
Ademas, afecta a pasos clave del proceso angiogénico, como son la proliferacion,
diferenciacién, migracion y capacidad de degradacién de la matriz extracelular de
células endoteliales, a concentraciones menores que su IC50. En los ensayos in vivo,
GR-24 muestra un gran efecto inhibidor sobre la formacién de vasos sanguineos en
la membrana corioalantoica de pollo y sobre la formacién de vasos intersegmentales
en embriones de Danio rerio. En conjunto, estos resultados sugieren que GR-24
puede ser un nuevo compuesto prometedor en la terapia antiangiogénica y otras
enfermedades dependientes de angiogénesis.
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PO02. Actividad biolégica de derivados del toluquinol

José Antonio Torres-Vargas, Paloma Carrillo, Ivan Cheng-Sanchez,
Miguel Angel Medina, Francisco Sarabia, Ana R. Quesada

José Antonio Torres-Vargas, Graduado en Bioquimica por la Universidad de Malaga y con
Master en Biologia Celular en la misma universidad, se encuentra realizando su tesis doctoral
en el grupo de investigacion liderado por Miguel Angel Medina v Ana R. Quesada.

Resumen

La angiogénesis, uno de los sellos distintivos del cancer, es un proceso esencial
para la progresién y metastasis tumoral. Actualmente, se sabe que el toluquinol,
una metil-hidroquinona producida por un hongo marino, es un potente compuesto
antitumoral y antiangiogénico. En este estudio, se ha evaluado, in vitro, la actividad
citotdxica y el potencial antiangiogénico de diferentes derivados del toluquinol. Para
ello, se han llevado a cabo ensayos de proliferacion celular (método MTT) utilizando
lineas celulares endoteliales y tumorales, con el fin de determinar los valores de
IC50y la capacidad de los compuestos estudiados de interferir en diferentes pasos
de la angiogénesis: su habilidad de inhibir la formacién de estructuras tipo tubular
sobre la Matrigel y de disminuir el potencial migratorio de las células endoteliales.
Los resultados muestran que los compuestos estudiados producian cambios signi-
ficativos en la toxicidad frente al cancery las células endoteliales, ademas de afectar
a la actividad antiangiogénica in vitro, en comparacién con el compuesto original.
Esto sugiere que la modificacion estructural del toluquinol podria ayudar a conse-
guir farmacos candidatos para el tratamiento de enfermedades dependientes de
angiogénesis con actividad biolégica mejorada y citotoxicidad reducida.
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P03. Incorporacion de glucosa y palmitato en lalinea
celular de cancer de mama MDA-MB-231

M2 Carmen Ocaiia, Paloma Carrillo, Beatriz Martinez-Poveda, Ana R. Quesada,
Miguel Angel Medina

M# Carmen Ocania, tras licenciarse en Biologia y realizar el Master en Biologia Celular y
Molecular en la Universidad de Malaga, se encuentra trabajando en su tesis doctoral en el
grupo de investigacion dirigido por Miguel Angel Medina v Ana R. Quesada. Su investigacién
se centra en el estudio del metabolismo de células endoteliales en el microambiente tumoral,
asicomo en los posibles efectos de compuestos antiangiogénicos en el metabolismo v de
compuestos moduladores del metabolismo en la angiogénesis.

Resumen

En el trabajo presentado en este workshop, M* Carmen estudia estudia cémo
varia la incorporacién de glutamato, glutamina y glucosa en células de la linea de
cancer de mama MDA-MB-231 en distintas combinaciones y concentraciones de
tales compuestos, todos ellos utilizados como combustibles metabdlicos. El diserio
experimental realizé acorde a los experimentos Seahorse que se utilizaron para
las mediciones, puesto que miden acidificacién, y es importante medir de forma
inmediata las concentraciones de cido lactico producidas.

Se observé que el palmitato no afecta a la incorporacion de glucosa ni de glu-
tamina, pero la incorporacion de palmitato aumenta en presencia de glucosa y se
ve inhibida por la presencia de 2-deoxiglucosa. Esto da a entender que la glucosa
debe ser metabolizada para producir un aumento en la incorporacién de palmitato.
El palmitato incorporado por las células MDA-MB-231 no es oxidado y no produce
lactato, y, finalmente, la presencia de glucosa no afecta a la incorporacion de palmi-
tato en otras lineas celulares. Por tanto, el metabolismo del palmitato puede estar
regulado de manera diferente en MDA-MB-231.



El siguiente bloque de posteres pertenece al grupo de investigacion liderado por Javier
Marquegz, licenciado en Ciencias Quimicas y Doctorado en Bioquimica por la Universidad
de Malaga. Desde 2002, es Catedratico de Bioquimica y Biologia Molecular en la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Malaga, ademas de investigador principal del grupo
Canceromics. Este grupo tiene 4 lineas de investigacion acerca de la biologia molecular,
genomica y protedmica del cancer y de la transmision glutamatérgica y la expresion

de glutaminasa en mamiferos, tanto en tejidos sanos como en situaciones patolégicas
como el cancer o enfermedades neurodegenerativas. El grupo de Javier Marquez ha
producido un importante volumen de publicaciones desde el afio 2000, llegando a

ser algunos de sus miembros los primeros investigadores andaluces en publicar en la
revista Nature Medicine, la mas prestigiosa en la categoria de investigacién en medicina
anivel mundial. Ademas, forma parte como investigador principal junto a su grupo de
investigacion del area de Oncologia del Instituto de Investigacién Biomédica de Malaga
(IBIMA), el cual se encuentra en continua colaboracién con otros grupos de investigacion
de Neurociencias del IBIMA.
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P04. Laexpresion de isoenzimas de la glutaminasa regula
el estrés oxidativo en células procedentes de glioma

Juan de los Santos Jiménez, Nieves Urbano Polo, Ana Pefialver,
José A. Campos-Sandoval, Javier Marquez, José M. Matés

Resumen

La glutamina tiene un papel esencial en el metabolismo de las células cancerosas
por su versatilidad metabdlica. Puede utilizarse para la produccién de energia o
como fuente de carbono y nitrégeno para la produccion de biomasa. La glutaminasa
cataliza la conversion de glutamina en glutamato y amonio, y existen 4 isoenzimas
codificadas por 2 genes distintos que se regulan de forma diferente: uno de ellos
por el oncogén c-Myc y otro por el gen supresor de tumores TP53.

En el estudio presentado, se ha evaluado el papel de la glutaminasa en el equilibrio
redox de las células procedentes de glioma mediante siete ensayos realizados en
estas células y en células wild type: peroxidacion de lipidos, oxidacién de proteinas,
capacidad antioxidante total, actividad superdxido dismutasa, actividad catalasa,
actividad glutation reductasa y niveles totales de glutation.

Se encontraron diferencias significativas en la peroxidacion de lipidos, en la ca-
pacidad antioxidante total y en la actividad de la superdxido-dismutasa, la catalasa,
la glutatién reductasa y la glutatiéon peroxidasa. Estos resultados muestran que el
estado redox y el sistema de defensa de enzimas antioxidantes son dependientes de
la expresion de las isoenzimas de glutaminasa en las células procedentes de glioma.
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P05. Laisoforma GLS2 de la glutaminasa en el cancer:
localizacion subcelular e implicacion en la reversion
del cancer

David Caro Vazquez, Marina Garcia Frutos, Mercedes Martin Rufian,
Ana Penalver Alonso, Maria C. Gomez Garcia, Laura Castilla Ruiz,
Javier Marquez Gomez

David Caro Vazquez y Martina Garcia Frutos son Graduados en Bioquimica y con Master en
Biotecnologia Avanzada en la Universidad de Malaga y forman parte del grupo Canceromics
dirigido por Javier Marquez.

Resumen

La glutaminasa (GA) cataliza el primer paso en la glutamindlisis mitocondrial y tiene
un papel clave en la reprogramacion metabdlica del cancer. Presenta dos isoformas
en humanos, GLS y GLS2, que difieren en expresién, regulacion y en las funciones
opuestas que cumplen durante la tumorigénesis; mientras que GLS se asocia con
crecimiento celulary proliferacion, GLS2 parece estar implicada en la diferenciacion
y supresion tumoral, aunque aln no se conocen los mecanismos moleculares subya-
centes. En este trabajo, se ha iniciado la caracterizacién funcional de las isoformas de
GLS2 en lineas celulares humanas de cancer, junto con el estudio de su localizacién
subcelular, sus cambios en el ciclo celular y en perfiles proteémicos nucleares. En
concreto, en este trabajo se han centrado en una isoforma de GLS2 llamada GAB,
sobreexpresada en una linea celular de glioblastoma humano (T98G). Se concluyd
que GLS2 podria ser considerada una proteina multifacética, con localizaciones
nuclear y mitocondrial y con papel antiproliferativo (ya que la regulacion positiva
de GLS2 estaba asociada al arresto del ciclo celular en fase G2/M), lo que podria ser
independiente o no de su actividad enzimatica.



A continuacion, se presentan los posteres expuestos por el grupo de Ramoén Murioz
Chapuli y José Maria Pérez Pomares. Ramoén Mutioz Chapuli es Catedratico de Biologia
Animal e investigador en el campo de la Biologia del Desarrollo Cardiovascular,

siendo sus areas de especializacion el desarrollo cardiaco, la vasculogénesis, la
angiogenesis, la diferenciacion celular en el mesodermo embrionario, la evolucion y
el desarrollo. Actualmente, forma parte del Departamento de Biologia Animal y del
grupo de Investigacion “Desarrollo Cardiovascular y Angiogénesis’, centrado en las
bases del desarrollo de las enfermedades cardiovasculares y en identificar nuevos
marcadores diagnosticos y pronoésticos, dianas terapéuticas y terapias avanzadas para
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares. José Maria Pérez Pomares es Doctor
en Ciencias Bioldgicas por la Universidad de Malaga y tras acabar su tesis, comenzoé a
investigar el desarrollo embrionario del corazon de los vertebrados y su relacion con las
enfermedades del sistema cardiovascular. En la actualidad es Catedratico de Biologia
Animal e investigador principal, junto a Ramon, del grupo de investigacion “Desarrollo
Cardiovascular y Angiogénesis”.
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P06. WT1estaimplicado en el desarrollo del pancreas
v en la homeostasis pancreatica en adultos

Laura Ariza, Rita Carmona, Beatriz Aguilera, Ana Cafiete, Ramoén Muioz-Chapuli

Laura Ariza es Investigadora Predoctoral en el grupo “Desarrollo Cardiovascular y Angioge-
nesis” y presenta en este poster los resultados de sus ultimos experimentos relacionados
con su tesis doctoral.

Resumen

Existe una poblacion celular especifica en el higado, las células hepaticas estrelladas
(HSC), que se origina en el desarrollo a partir de una transicién epitelio-mesénqui-
ma del mesotelio embrionario. En este trabajo, se queria comprobar si el origen
embrionario de las células pancreaticas estrelladas (PSC) era el mismo que el de
una poblacién de células estromales que comparten muchas caracteristicas con las
HSCy que desempeiian papeles esenciales en condiciones fisiologicas y patolégicas.

Puesto que el gen supresor de tumores Wilms (WT1) estd altamente expresa-
do en el mesotelio adulto y embrionario, para marcar el linaje celular derivado del
mesotelio en el pancreas usaron dos modelos de ratones murinos, uno de expresion
constitutiva de WTL1 y otro de expresién inducible mediante tamoxifeno. También
suprimieron de forma condicional WT1 en el mesotelio de ratones adultos. Los re-
sultados muestran que el mesotelio pancreatico embrionario genera células mesen-
quimales que contribuyen al estroma pancreatico, incluyendo la mayor parte de las
PSC. La supresion sistematica de WT1 en ratones adultos genera una atrofia severa
del pancreas. Ademas, sorprendentemente, la regulacién de WTI se vio disminuida en
las PSC adultas en un modelo de pancreatitis inducido mediante ceruleina. Se puede
concluir, por tanto, que la sefializacion dependiente de WT1 parece ser necesaria
para la homeostasis pancreatica, actuando ésta desde el mesotelio embrionario.
WT1 también juega un papel importante en la activacién de las PSC, participando
en la reparacién pancreatica tras producirse algin dafo.



Libro de actas del Workshop Internacional

290 “Metabolic Reprogramming as a Target for Cancer and Other Diseases”

P07. FSP1/S100A4 permite distinguir poblaciones
de miocardio y endotelio cardiaco

Sara Cano-Ballesteros, Juan Antonio Guadix, José M. Pérez Pomares

Sara Cano-Ballesteros es licenciada en Biologia por la Universidad de Malaga v, actual-
mente, Investigadora Predoctoral en el grupo de investigacion “Desarrollo Cardiovascular
v Angiogénesis”.

Resumen

El polipéptido SIOOA4, Metastasina (Mtsl) o proteina especifica de Fibroblasto 1
(Fspl) pertenece a la familia S100 de las proteinas de union a calcio. Estas proteinas
estan involucradas en una gran variedad de procesos biolégicos, tales como proli-
feracion, migracion e invasion, inflamacién y diferenciacion. En concreto, SIOOA4
se expresa en diferentes tipos celulares como fibroblastos, macréfagos, monocitos
y leucocitos polimorfonucleares, ademas de estar presente también en varios tipos
de células cardiacas embrionarias. Respecto a esta Ultima localizacion, se utilizé un
modelo transgénico de ratdn para determinar si SIOOA4 es necesario para que se
dé un correcto desarrollo de los tejidos del corazén. En este modelo, la expresion
de la proteina GFP esta controlada por el promotor SI00A4, permitiendo detectar
la localizacion del polipéptido. Tal y como se esperaba, los resultados mostraron la
deteccion de SI00A4 en estructuras del sistema de conduccién cardiaco, incluyendo
el nodo atrioventriculary las fibras de Purkinje. Ademas, pudieron comprobar que
las valvulas venosas estan formadas por células endoteliales que expresan el poli-
péptido, y que algunas de estas células cardiacas de las valvulas proceden de células
circulantes de la médula dsea.
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PO08. El patron coronario embrionario aviar requiere
la contribucion de diferentes poblaciones celulares
endoteliales y endocardicas

Paul Palmquist-Gomes

Investigador Predoctoral en el grupo “Desarrollo cardiovascular y angiogénesis” v presenta en
este poster uno de sus ultimos trabajos publicados, en la revista Developmental Dynamics.

Resumen

Los vasos sanguineos coronarios irrigan el musculo cardiaco y son fundamentales
para el correcto funcionamiento del corazén en embriones tardios y en adulto. A
pesar de su importancia en el desarrollo y en la clinica, su origen embrionario y la
regulacién de la formacién de los patrones todavia no se conocen. Existen estudios
que establecen un solo origen celular para el endotelio coronario, pero las investi-
gaciones mas recientes sugieren que debe haber méas de un tipo celular involucrado
en su desarrollo. En este trabajo, se ha utilizado el modelo embrionario aviar para
estudiar el desarrollo coronario, con el objetivo de responder a esta cuestion.

Gracias a tres técnicas experimentales diferentes (quimeras codorniz-pollo,
inyecciones intravasculares de lectina e injertos de fibrina recombinante), se obtu-
vieron resultados que muestran que hay, al menos, cuatro poblaciones endoteliales
que se coordinan para dar lugar a la vascularizacién coronaria: (I) el endocardio
del seno venoso, (Il) el endocardio ventricular, (Ill) derivados del septo transverso/
proepicardio y (IV) derivados del tracto de salida distal. Este proceso requiere, ade-
mas, la activacién de los mecanismos de angiogénesis y vasculogénesis durante las
fases tempranas del desarrollo coronario.
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P09. Composicion celular y molecular
del nicho pre-coronario: interacciones
neurovasculares y neurotrofinas

Cristina Pogontke, Juan Antonio Guadix, José M. Pérez-Pomares

Cristina Pogontke, licenciada en Biologia y con Master en Biologia Evolutiva por la Universidad
de Malaga, se encuentra realizando su tesis doctoral en el grupo de investigacion “Desarrollo
Cardiovascular y Angiogénesis”. Su investigacion se centra en el estudio de los mecanismaos
que controlan la capacidad regenerativa del corazon en mamiferos y las moléculas impli-
cadas, tanto en condiciones normales como de dafio y muerte celular.

Resumen

En los Ultimos afios, se ha descrito un tipo de células madre/progenitoras cardiacas
residentes capaces de diferenciarse en diversos tipos de células cardiovasculares. Sin
embargo, se desconoce si estas células derivan de una o varios linajes de desarrollo y si
son verdaderas células madre cardiacas que se hospedan en nichos reales (microam-
biente especifico que ayuda a que las células madre mantengan sus propiedades y que
regula su diferenciacién bajo ciertas condiciones). Este grupo sugiere que algunas de
las células residentes intersticiales son células madre mesenquimales cardiacas y que
el intersticio cardiaco, el espacio intercelular entre las fibras de cardiomiocitos, podria
actuar como un nicho real para estas células, donde los vasos sanguineos coronarios y
los nervios cardiacos periféricos podrian ser candidatos adecuados para actuar como
estructuras de soporte bioldgico del nicho, dada su intensa interaccién a través de
diversas moléculas como las neurotrofinas. Algunas de estas supuestas células madre
se caracterizan por la expresién de marcadores como c-Kit, Bmi-1 o Sca-1, la capacidad
de autorenovacién, formacion de cardioesfera y diferenciacion clonal hacia tipos celu-
lares cardiovasculares (células endoteliales, células musculares lisas y cardiomiocitos).

En este trabajo, se ha estudiado, por un lado, el origen embrionario de células que
expresan dichos marcadores (procedentes del proepicardio o de la médula ésea de
modelos murinos adultos) y sus relaciones con células endoteliales (CD31+), musculo
liso (@SMA+), fibroblastos (FSP1+) y células nerviosas (Il Tubulina+), tanto in vivo como
in vitro (cardioesferas), y por otro lado, el sistema de sefalizacién paracrina implicada
en el mantenimiento del supuesto nicho intersticial cardiaco, centrandose en buscar
receptores de neurotrofinas. Los resultados obtenidos apuntan a que las células que
expresan Sca-1y Bmi-1 proceden al linaje proepicardial, mientras que aquellas que expre-
san c-Kit y Sca-1 tienen un origen epicardial. Por otro lado, el receptor de neurotrofinas
TrkB es expresado por las fibras nerviosas, cardiomiocitos, células endoteliales y células
proepicardicas derivadas del intersticio tanto en embriones como en ratones adultos.
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P10. Aproximacion bioinformatica para descifrar
las bases genéticas de enfermedades metabdlicas

Elena Rojano-Rivera, F. Moreno-Jabato, P. Seoane, J.R. Perkins, J. A. G. Ranea

Elena Rojano-Rivera y F.-Moreno Jabato pertenecen al grupo de investigacion en bioinforma-
tica liderado por Juan Antonio Garcia Ranea, profesor titular del Departamento de Biologia
Molecular y Bioquimica de la Universidad de Malaga. Elena se encuentra finalizando su
tesis doctoral, centrada en el desarrollo de herramientas de caracterizacion de polimorfis-
mos de un unico nucleotido (SNP) en regiones gendmicas no codificantes y el analisis de
asociaciones entre ontologias de fenotipos humanos (HPO) y regiones genémicas concretas
a través del andlisis de redes. Fernando es Graduado en Ingenieria de la Salud y trabaja en
la aplicacion de estudios de similitud semantica al mismo modelo de red de relaciones
fenotipo-genotipo con el que trabaja Elena.

Resumen

En este pdster, se presenta un sistema de prediccién desarrollado por este
grupo que utiliza asociaciones HPO-loci previamente descritas para predecir qué
regiones gendmicas estan asociadas a una lista de HPO determinados clinicamente.
En este trabajo, se analizaron dos enfermedades, el sindrome de deficiencia de MCT8
y MCT8-like, que presentaban fenotipos similares y distintas expresiones génicas,
y buscaron las asociaciones entre las caracteristicas patolégicas de la enfermedad
con los loci mutados. Encontraron varias regiones asociadas al fenotipo patoldgico
y escogieron las tres con mayor significancia. Estas asociaciones fenotipo-region
gendmica permitiran futuras predicciones en ambas direcciones. Aunque el método
es computacional, es necesario realizar una validacion clinica del mismo para com-
probar si las regiones realmente afectadas coinciden con las predichas.

Una vez validado, el software de prediccion podria ser Gtil para determinar
regiones gendémicas especificas de un perfil fenotipico. Ademas, pretenden elaborar
una pagina web para permitir a las comunidades cientifica y clinica el uso del siste-
ma de prediccion, contribuyendo asi a la transferencia del conocimiento cientifico.
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P11. Reprogramacion metabdlica y ecofenotipos
estructurales en sistemas evolutivos tumorales

Jose J. Serrano, Miguel Angel Medina, Raul Montaiiez

Jose J. Serrano es Licenciado en Biologia por la Universidad de Malaga y Master de Biologia
Celular y Molecular en dicha universidad. Su investigacion se centra en la comprension
de las dinamicas ecolégicas y en las relaciones de informacion estructural en tumores,
basandose en herramientas de biologia sintética y enfoques computacionales.

Resumen

Los tumores albergan una intrincada red dinamica de ecosistemas organizados. Se
conoce que el comportamiento celular colectivo es una estrategia comun durante la
invasién y la metéstasis. Esta cooperatividad entre subclones celulares puede suponer
un acoplamiento metabdlico asociado al proceso carcinogénico. Sin embargo, ain
no esta claro cémo contribuyen a estos procesos las diferentes subpoblaciones ce
células cancerigenas y estromales. Debido a la enorme cantidad de subpoblaciones
celulares diferentes implicadas y a la falta de herramientas adecuadas para inves-
tigar estas relaciones directamente en muestras de pacientes, en este estudio, se
aplicaron modelos matematicos y tedricos para intentar descifrar la dindmica entre
subpoblaciones que subyace a estos procesos. Siguiendo el modelo de la medicina
Hamiltoniana, se utilizaron los modelos de cooperacién e interaccién entre microor-
ganismos para compararlos con aquellos de las células tumorales, ademas de recurrir
también al modelado matematico, con el fin de crear un modelo conceptual aplicable
a los tumores. Asi, se demostré que el comportamiento de las subpoblaciones celu-
lares implicadas en un tumor es similar al que desempenan las bacterias mutualistas.

El estudio continta con prometedores avances, con el objetivo de comprobar
estos modelos en experimentos in vitro en cultivos celulares y de identificar per-
files de expresion de genes metabdlicos claves en la migracion y metastasis, tanto
individuales como colectivos. Como objetivo final, se propone la creacion de un
“perfil genético de migracién” especifico de las células en el frente de propagacion.
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P12. RPath: una aplicacion web para la exploracion
de vias metabdlicas

Antonio Benitez-Hidalgo, César Lobato-Fernandez, Maria José Muioz-Gonzalez,
Daniel Torres- Ramirez, Ismael Navas-Delgado and José F. Aldana-Montes

Antonio Benitez-Hidalgo forma parte del grupo de investigacion Khaos, cuya actividad se
centra en el desarrollo de Middleware Semantico, y cuenta con una amplia experiencia en
tecnologias de Web Semantica, Integracion de Datos y de Aplicaciones y Bases de Datos.

Resumen

Existen mas de 300 bases de datos biologicos y cada una de ellas utiliza sus propios
métodos de nomenclatura y almacenamiento de la informacion, lo que complica
la integracion de esta a la hora de realizar un trabajo de investigacién y limita la
experiencia del usuario. Ademas, las vias metabdlicas almacenadas en las bases de
datos, hasta hace poco tiempo, solo podian ser interpretadas de forma manual y no
computacional, lo cual dificulta el hallazgo de interacciones entre sus componentes.
El estandar BioPAX, que traduce las vias metabdlicas a un lenguaje OWL que pueden
interpretar los ordenadores, es la base para la construccién de la herramienta RPath.

RPath es una aplicacion web desarrollada en R que permite buscar, analizar y
visualizar las vias metabdlicas de forma accesible e intuitiva para el usuario. Se trata
de un proyecto de caracter open source, por lo que se encuentra accesible en la
web a todos los usuarios que deseen utilizarlo.
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P13. Identificacion de elementos moviles expresados
en cancer de pulmoéon

Macarena Arroyo Varela, Rocio Bautista Moreno, Rafael Larrosa Jiménez,
José Luis De La Cruz Rios, Manuel Angel Cobo Dols y Manuel Gonzalo Claros Diaz

Macarena Arroyo Varela es médico en el Departamento de Neumologia del Hospital Regional
Universitario de Malaga. El trabajo presentado se ha realizado en colaboracién con la linea
de investigacion liderada por el Catedratico Manuel Gonzalo Claros.

Resumen

Los elementos moviles, que incluyen transposones de ADN y ARN, son secuencias que
pueden moverse de forma auténoma de un lugar a otro del genoma. La activacion de
elementos mdviles se ha descrito en numerosas enfermedades, incluyendo el cancer.

En este estudio, se han utilizado lecturas de RNA-seq de tejido tumoral de
pulmén y tejido sano adyacente y se ha desarrollado un flujo de trabajo bioinfor-
matico para cuantificar la expresién diferencial de transposones. Se identificaron
18 transposones con expresion diferencial en adenocarcinomay 71 en cancer de
pulmon de células pequefias, siendo 13 los transposones comunes a ambos tipos de
cancer. Sorprendentemente, solo 2 de ellos estaban sobreexpresados en el tejido
canceroso; los demas, se encontraban menos expresados que en el tejido sano. Esto
puede resultar Util para el desarrollo de futuros métodos de diagnéstico y prondstico.
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P14. Interferir la interrupcion génica debida
a transposones en pacientes con cancer de pulmoén
utilizando datos de secuenciacion de ARN

Carmen Maria Lépez, Macarena Arroyo, Rocio Bautista, Rafael Larrosa,
M. Gonzalo Claros

Carmen Maria Lopez colabora en la linea de investigacion liderada por el Catedratico Manuel
Gonzalo Claros.

Resumen

En los Ultimos anos, la presencia de secuencias repetitivas en el genomay, en con-
creto, de transposones, han ganado bastante popularidad debido a su implicacién
en multiples enfermedades, como en el cancer, ya que parecen estar implicados
en algunas alteraciones, incluyendo la interrupcion génicay la aparicién de nuevos
transcritos de fusion TE-gen. Los métodos mas comunes para detectar estos eventos
de transposiciéon son la RT-PCR y la secuenciacién del ADN. Sin embargo, utilizar
técnicas de secuenciacion del ARN presenta a priori mas ventajas, ya que, ademas
de su rentabilidad coste-eficacia, permite la expresién de genes concomitantes, la
deteccion de genes de fusidn, aberraciones en el splicing alterantivo y presencia
de virus patogénicos. Este grupo de investigacién ha empleado herramientas bioin-
formaticas conocidas para analizar la expresion diferencial de genes y transposones
(basandose en bases de datos como RepEnrich, RepBase y de elementos retrovirales).
Con esto, quieren extender el workflow resultante para la identificacién de eventos
de transposicién. Para ello, estan probando dos nuevas herramientas bioinformaticas
publicadas en 2017, LIONS y TETools, con el deseo de identificar transposones expre-
sados diferencialmente en pacientes con cancer de pulmén, junto con su posicién en
el genoma. Ademas, como objetivo futuro, pretenden identificar las putativas fusiones
quiméricas en estos pacientes (con la ayuda del software STAR-fusion) y, quiza, los
cambios inesperados de expresion génica provocado por los transposones. Otra
meta planteada consiste en encontrar biomarcadores diagndsticos o pronésticos,
o desarrollar una terapia futura para tratar a otros pacientes de cancer de pulmon.
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P15. Las estrategias de edicion génica revelan
degeneracion microglial en la enfermedad de Alzheimer

Juan Antonio Garcia Leodn, Francisco Ruiz-Contreras, Javier Vitorica,
Antonia Gutiérrez

Juan Antonio Garcia-Leon, Doctor en Biologia, actualmente trabaja como investigador post-
doctoral en el grupo Neuropatologia de la Enfermedad de Alzheimer (NeuroAD), dirigido por
Antonia Gutiérrez, en la Universidad de Malaga. La experiencia adquirida durante su estancia
postdoctoral en la Universidad de Leuven (Bélgica) ha permitido a este grupo iniciar una
linea de trabajo utilizando modelos in vitro, células iPS derivadas de pacientes y tecnologia
de edicion génica CRISPR-Cas9 enfocada en la modulacion de la enfermedad de Alzheimer.

Resumen

La enfermedad del Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa crénica que
conlleva la pérdida cognitiva debido a la disfuncién sinaptica y la muerte neuronal. En
la actualidad, no existe cura para esta patologia y por ello, es necesario alcanzar una
mayor compresion del proceso patolégico de la enfermedad. Lo que si se conoce es el
hecho de que la microglia juega un papel clave en la patogénesis del Alzheimer; mien-
tras que en modelos murinos, su activacién implica un papel neurotéxico, en pacientes
con esta enfermedad, existe degeneracién microglial hipocampal, lo que lo cual puede
deberse a la hiperfosforilacion de la proteina tau. Con estos antecedentes, este grupo
de investigacion se propuso elucidar los mecanismos moleculares que conducen a la
disfunciéon microglial en los pacientes de Alzheimer. Para ello, estudiaron rutas espe-
cificas relacionadas con la microglia que estuviesen implicadas en la degeneracion
microglial que se da en pacientes de Alzheimer, llevando a cabo knock-out génicos
mediante CRISPR-Cas9; ademas, evaluaron la funcionalidad de las células modificadas
(proliferacion, activaciéon y degeneracion de la microglia) mediante una combinacion
de ensayos experimentales (capacidad fagocitica, proliferaciéon y supervivencia).
Como perspectiva futura, y una vez identificadas las rutas moleculares implicadas en
la degeneracion microglial del hipocampo de pacientes con Alzheimer, estos avances
podrian dar lugar a la identificacién de nuevas dianas moleculares terapéuticas.
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P16. Patologia amiloide en el hipocampo de los pacientes
con enfermedad de Alzheimer y en ratones transgénicos

C. Nuiiez-Diaz, E. Sdnchez-Mejias, R. Sdnchez-Varo, V. Navarro,
A. Gomez-Arboledas, J. Fernandez-Valenzuela, M. Vizuete, J.C. Davila,
J. Vitorica, A. Gutiérrez

Cristina Nufiegz, tras licenciarse en Biologia vy realizar una estancia de investigacion en la
Universidad de California, esta actualmente trabajando en su tesis doctoral en el grupo
NeuroAD. Su tesis esta enfocada en la identificacion de caracteristicas patogénicas de las
placas amiloides en el Alzheimer, tanto en modelos transgénicos como en muestras de
pacientes.

Resumen

Los depdsitos de B-amiloide (AB) y la activacion glial suponen dos de los procesos
patoldgicos tipicos de la enfermedad de Alzhéimer (AD). La relacién entre ambos
procesos durante toda la progresion de la enfermedad no esta clara. En este estudio,
se examinaron la patologia amiloide y la microglia asociada a las placas en muestras
de hipocampo de cerebro humano post mortem y en ratones transgénicos APP/PSL.
Asi, llegaron a la conclusién de que las placas amiloides son estructuras dinamicas
que varian sus propiedades segun la progresion de la enfermedad, provocando dafios
sinapticos y neuronales. La microglia puede modular la liberacién de oligémeros de
AP al parénquima cerebral o bien promover la acumulacion de estos oligémeros para
formar placas. Ademas, sugieren que los depdsitos de amiloides extracelulares tanto
en los ratones transgénicos como en los pacientes puedan tener un origen distinto,
lo que aporta una vision novedosa a la hora de estudiar la enfermedad.
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P17. Las respuestas de la microglia
en la enfermedad de Alzheimer

M. Mejias-Ortega, E. Sinchez-Mejias, V. Navarro, J. C. Davila, J. Vitorica,
A. Gutiérrez

Marina Mejias Ortega es Graduada en Bioquimica por la Universidad de Malaga e investiga-
dora en el grupo NeuroAD.

Resumen

La neuroinflamacién constituye, al igual que la acumulacién de beta-amiloide y tau,
un sello distintivo de la enfermedad de Alzheimer, y ha sido postulada como un
factor critico en la progresion de la enfermedad desde que se identificaron diversos
factores de riesgo severos relacionados con la funcién microglial y el sistema inmune
que incrementan el riesgo de desarrollar la patologia.

En este trabajo, se han evaluado, mediante técnicas de inmunohistoquimica y
RT-gPCR, las respuestas microgliales en diferentes areas del cerebro de pacientes
de la enfermedad de Alzheimery se han comparado los resultados con los previa-
mente obtenidos en relacion con el modelo amiloidogénico APP/PSL. La corteza
frontal de los pacientes parece mostrar una activacion microglial generalizada, muy
similar a la observada en el modelo transgénico y a diferencia de lo que ocurre en
las células microgliales del hipocampo, que cursan con una leve activacién y pre-
sentan una morfologia degenerativa y senescente. Estos resultados pueden ayudar
al entendimiento de los mecanismos inmunoldgicos subyacentes en la progresién
de la enfermedad de Alzheimer y marcar el camino hacia potenciales terapias para
restaurar la funcion cognitiva en pacientes de la enfermedad.
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P18. Descifrando la contribucion patolégica de A} y tau
al Alzheimer en modelos transgénicos de AP y tau

J. J. Fernandez-Valenzuela, R. Sanchez-Varo, V. Navarro, S. Jiménez,
E. Sanchez-Mejias, C. Nuiiez-Diaz, A. Gomez-Arboledas, M. Vizuete, J. C. Davila,
J. Vitorica, A. Gutiérrez

Juan José Fernandez es licenciado en Biologia y esta realizando su tesis doctoral en el grupo
NeuroAD. Su investigacion se centra en determinar la contribucion diferencial de la pato-
logia tau y amiloide a la enfermedad de Alzheimer utilizando diversos modelos animales
transgénicos APP/PS1y Tau. En este trabajo, presenta los resultados obtenidos hasta ahora.

Resumen

Los depdsitos extracelulares de AB y los ovillos intraneuronales de tau hiperfosfo-
rilada son las principales caracteristicas patolégicas del Alzheimer. La coexistencia
de ambos lleva a la disfuncién sinaptica, pérdida neuronal y deterioro cognitivo. Por
lo tanto, con el fin de aclarar los efectos de A y de tau por separado, comparan,
mediante técnicas moleculares e inmuno- histoquimicas, modelos animales que
presenten una patologia o la otra.

Los resultados mostraron que la acumulacién de ambas proteinas aumenta con
la edad, aunque con distintos patrones de agregacién/localizacién dentro del hipo-
campo. Ademas de observarse una mayor activacion glial en los modelos de AP que
en los de Tau, la microglia y los astrocitos reactivos también parecen asociarse mas
a las placas que a los ovillos. No obstante, la afectacion a los sistemas de transporte
es comun a ambas patologias, asi como el dafo sindptico que causa la misma. La
diferencia mas significativa es que la afectacién pre-sinaptica y que lleva a la dege-
neracién estd mucho mas asociada al A que a fosfo-Tau. Finalmente, proponen la
estabilizacion de los microtubulos como “método” de rescate de la memoria, puesto
que reduce la carga amiloidea en los modelos APP/PSL.
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