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RESUMEN

Los condrosarcomas son tumores de origen mesenquimal con un
elevado grado de agresividad debido a la resistencia inherente a la
quimioterapia y a la radioterapia. La Unica opcidn en la actualidad es la
cirugia radical, habitualmente responsable de una elevada morbilidad
debido a que suele ser muy mutilante. Estos hechos obligan a la
blusqueda de alternativas terapéuticas que proporcionen soluciones a
esta patologia.

Las estatinas, inhibidores de la enzima hidroxi-metil-glutaril-
Coenzima A reductasa, son farmacos utilizados habitualmente para el
tratamiento de los elevados niveles de colesterol plasmatico. Sin
embargo, cada vez existen mas evidencias de su utilidad como farmacos
utiles en el tratamiento de numerosas neoplasias.

En el presente trabajo que se presenta como Tesis Doctoral se ha
estudiado el efecto in vitro de las estatinas sobre la viabilidad celular, la
induccion de apoptosis celular y las modificaciones en la prenilacién de
la proteina RhoA en lineas celulares de condrosarcoma. Hemos
observado que las estatinas lipofilicas inducen un descenso de la
viabilidad celular, una induccién de muerte celular por apoptosis, con
alteracion concomitante en la prenilacién de la proteina RhoA, que se
encuentran downstream en la via del mevalonato.

Aunque se trata de un estudio in vitro, este trabajo abre una via
prometedora para el tratamiento de estos tumores tan agresivos. Sin
embargo, aun deben ser confirmados estos resultados en el animal de

experimentacion para, posteriormente, plantear un ensayo en humanos.



SUMMARY

Chondrosarcomas are tumours of mesenchymal origin with a high
degree of aggressiveness due to the inherent resistance to
chemotherapy and radiotherapy. The only option today is radical
surgery, usually responsible for high morbidity because it can be very
crippling. These facts push the search for therapeutic alternatives that
provide solutions to this disease.

Statins, inhibitors of the enzyme hydroxy-methyl-glutaryl-
Coenzyme A reductase, are drugs commonly used to treat high levels of
plasma cholesterol. However, there is increasing evidence of its
usefulness as drugs useful in the treatment of humerous malignancies.

In this work presented as Doctoral Thesis, it has been studied the
in vitro effect of statins on cell viability, induction of apoptosis and
changes in the prenylation of RhoA protein in chondrosarcoma cell lines.
We observed that lipophilic statins induce a decrease of cell viability,
induction of apoptotic cell death, with concomitant alterations in protein
prenylation of RhoA, located downstream in the mevalonate pathway.

Although this is an in vitro study, this work opens a promising
avenue for the treatment of these tumours so aggressive. However,
these results must be first confirmed in animal models, and then, to

propose a human trial.
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Introduccioén

1. CONDROSARCOMAS

1.1. Introduccion

El condrosarcoma es un tumor maligno que forma parte del grupo de
tumores de origen mesenquimal denominados sarcomas. Es un tumor de
crecimiento lento proveniente del tejido cartilaginoso. Supone en torno al
25% de los tumores dseos primarios. Como se ha dicho anteriormente, se
origina a partir del cartilago y se diagnostica en pacientes de 40 a 60 afios
de edad, siendo raro encontrarlo en pacientes menores de 20 afos, en
menos del 4% de los casos. El tumor primario se suele localizar
habitualmente en la cintura escapular (15%), en la parte proximal del
fémur (20%) o en la pelvis (30%). En el esternén y en la escapula se
considera que es el tumor maligno mas frecuente que se encuentra en estas
localizaciones anatémicas (Forscher, 2000).

Es un tumor relativamente poco frecuente. Su incidencia es dificil
estimar, calculdandose una incidencia anual del 3.6% de todos los tumores
O0seos primarios en E.E.U.U. (Jemal, 2006). En nuestro entorno, en las Islas
Canarias, en el registro publicado en 2007 se observaron 39 casos en
varones y 22 casos en mujeres, lo cual representa una incidencia
estandarizada por edad de 0,9 y 0,6 casos por 100.000 habitantes

respectivamente (Curado, 2007).

1.2. Clasificacion

El término condrosarcoma engloba a un grupo heterogéneo de
tumores de estirpe cartilaginosa en el que, en mas del 90% de los casos

son denominados condrosarcomas convencionales. El 90% de los
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Introduccioén

condrosarcomas convencionales, en relacién con el grado de malignidad,
son de grado bajo o intermedio (grados 1 o 2). En estos casos el
comportamiento clinico es de crecimiento muy lento con reducido potencial
metastasico. Por el contrario, el 10% de los condrosarcomas convencionales
tienen mayor agresividad clinica, se denominan grado 3, y tienden a la
metastatizacion.

Los condrosarcomas pueden ser igualmente clasificados dependiendo
de que sean primarios, si se desarrollan de novo, o secundarios si se
desarrollan a partir de lesiones previas, tales como los encondromas o los
osteocondromas. Acorde a su localizacién, los condrosarcomas se
consideran centrales, si se originan dentro de la cavidad medular, y se
denominan periféricos si nacen desde la superficie del hueso. En este
sentido, los condrosarcomas primarios suelen ser casi siempre centrales y
los secundarios pueden ser tanto centrales como periféricos (Dorfman,
1998).

Ademas de los condrosarcomas convencionales hay otras variantes
histoldgicas mucho menos frecuentes. Asi, destacan los condrosarcomas
desdiferenciados, que son tumores inicialmente de bajo grado, pero con
gran capacidad para transformarse en sarcomas de alto grado. Es muy
frecuente que puedan tener caracteristicas histoldgicas propias de otros
tumores como pueden ser del osteosarcoma, del fibrosarcoma o del fibro-
histiocitoma  maligno. También podemos encontrarnos con el
condrosarcoma mesenquimal, de alto grado de malignidad, en el que se
observan lesiones solidas con elevada celularidad a base de células
mesenquimales primitivas y con caracteristicas histoldgicas muy similares al

sarcoma de Ewing, de origen neuroectodérmico. En el caso del

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 7




Introduccioén

condrosarcoma _de células claras, las células tumorales contienen
abundante glucégeno, que es lo que le da esa apariencia clara al
citoplasma, es un tumor de bajo grado de malignidad que suele afectar a
las epifisis de los huesos largos. Por ultimo, se distingue el condrosarcoma
mixoide, el cual es un tumor que, aunque es de crecimiento lento, tiene
tendencia a recurrir localmente y a metastatizar. Histoldgicamente se

caracteriza por su degeneracion mixoide (Unni, 1998).

1.3. Diagnéstico

El diagndstico se basa en los hallazgos radioldgicos y en la biopsia, ya
gue los datos clinicos son inespecificos. El sintoma mas frecuente es el dolor
en el 95% de los casos, siendo de caracter insidioso, progresivo y con
empeoramiento nocturno. En ocasiones se encuentra una masa palpable y
fracturas patoldgicas en un porcentaje variable de casos (Hudson y col.,

1990; Murphey vy col., 1998).

1.3.1. Radiologia. Desde el punto de vista del diagndstico por

imagen, podemos observar en la imagen radioldgica convencional lesiones
con un patrén mixto de caracter litico y
esclerotico (Figura 1). Estas imagenes
esclerdticas, presentes en el 60-78% de las
lesiones, se producen por la mineralizacion de
la matriz condral. Estos hallazgos radioldgicos
suelen reflejar los hallazgos histopatoldgicos vy

siguen en ocasiones patrones tipicos, como el

descrito como lesidbn en “anillo y arco”,
Figura 1. Imagen radio-opaca de aspecto moteado
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correspondiente a la mineralizacion de la matriz condroide (osificacion

endocondral).

Los hallazgos de la radiologia simple deben evaluarse en mayor
profundidad durante el estadiaje con la T.A.C. o la R.M.N. Con la
tomografia podemos detectar areas de mineralizacién de la matriz
condroide del tumor (Murphey, 2003). La imagen obtenida mediante la
resonancia es sin duda el mejor método de diagndstico por imagen, ya
gue nos va a permitir evaluar la extension a médula dsea del
condrosarcoma intramedular. En este caso, aparecen dichas areas como
zonas con una intensidad de sefial baja a intermedia en T1. Por otro lado,
los componentes no mineralizados del tumor presentan una sefial de alta
intensidad en T2, correspondiente al alto contenido acuoso, mientras que
las zonas de mineralizacion de la matriz tienen una sefial de intensidad baja

en todas las secuencias (Varma y col., 1992).

Por ultimo, la tomografia de emision de positrones (P.E.T.) nos
puede ayudar en la evaluacion del grado de malignidad in vivo usando la
F.D.G. (analogo de glucosa). Ello es debido a que a mayor grado de
desdiferenciacion celular (y por tanto de malignidad), el grado de captacion
de F.D.G. por parte de las células tumorales también es mayor (Brenner y

col., 2004).
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1.3.2. Histopatologia. Desde el punto de vista macroscépico,

en la evaluacién histopatoldgica del condrosarcoma podemos encontrar una
estructura lobular que focalmente puede penetrar en la cortical ésea y en

los tejidos blandos anexos (Figura 2).

Respecto a su aspecto, se observan zonas traslicidas que
corresponden con areas ricas en contenido acuoso, mientras que las de la
matriz mineralizada son de apariencia granular. La osificacion endocondral
alrededor de los ldbulos de cartilago hialino son los que caracterizan el
patrén radioldgico caracteristico de anillo y arco. Los tumores de alto grado
tienen areas mas grandes no calcificadas. El hallazgo mas significativo que
diferencia el condrosarcomas intramedular del encondroma es la relacion
del tejido condroide con el hueso que le rodea; donde el atrapamiento y la
destruccion del tejido o6seo trabecular es la clave para establecer el

diagndstico de condrosarcoma (Dorfman, 1998).

Figura 2. Tumor lobulado de
aspecto opalescente y
consistencia eldstica que puede
presentar calcificaciones

A nivel microscoépico, determinados hallazgos permiten evaluar el
grado de malignidad del tumor. Asi, se puede distinguir:
e Grado 1 (bajo): Se observan pocas células multinucleadas,

habitualmente binucleadas, con nucleos pequefios y densos, vy
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algunos un poco alargados. El estroma es de predominio
condroide.

* Grado 2 (intermedio): La relacidon entre el nimero de células
y la cantidad de matriz condral es favorable a la primera. Estas

células son frecuentemente bi- y multinucleadas, pudiendo

existir focos necréticos (Figura 3).

Figura 3. Tejido
sarcomatoso constituido
por cartilago hialino

* Grado 3 (alto): En este caso hay mayor celularidad que en el
grado anterior. Los condrocitos estan agregados en grumos, y
es frecuente y extenso el grado de necrosis. El polimorfismo
nuclear es mayor que en el grado anterior, siendo estos
nucleos tipicamente vesiculares, y usualmente de 5 a 10 veces
mas grande de lo normal. La matriz extracelular es escasa o

incluso ausente (Murphey, 2003).

1.4. Tratamiento

1.4.1. Cirugia. En la actualidad sélo se acepta el tratamiento
guirtrgico como la Unica posibilidad de cura. Sin embargo, sigue siendo un
tema de controversia qué tipo de abordaje quirdrgico es el apropiado. En

los condrosarcomas de grado intermedio y alto, el tratamiento de eleccién
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es la reseccidén quirdrgica en bloque con margenes anchos, aunque, como
se puede comprender, conlleva una elevada morbilidad ya que suelen ser
tumores de gran tamano. Por otro lado, desde el punto de vista técnico
puede ser muy dificil la reconstruccion atendiendo a la zona donde asiente
el tumor primario. Por el contrario, los tumores de bajo grado de malignidad
la técnica de curetaje asociado a terapia local adyuvante, bien sea
criocirugia o bien fenolizaciéon y relleno de la cavidad con injerto 6seo ha
dado buenos resultados clinicos.

En los pacientes que presentan condrosarcomas de grado intermedio
y alto no resecables, pero con consistencia mucosa, existe la opcidon de
eliminarlo mediante succiéon del tumor como tratamiento paliativo del dolor
(Gelderblom y col., 2008).

Respecto a la tasa de recurrencia local, se puede decir que es baja en
los tumores de bajo grado de malignidad, aunque, sin embargo, se han
dado casos de recurrencia después de 10 anos de haber sido resecados. No
existe consenso en relacidon a la frecuencia de las recidivas respecto a su
localizacidon topografica, pero si parece que la recidiva de los tumores de
bajo grado que asienta en los huesos largos conduce a una menor tasa que
cuando no la hay. De cualquier forma, el tratamiento de la recidiva local es
quirdrgico y similar a la cirugia del tumor primario (Chow, 2007).

En el caso de los condrosarcomas que asientan en el craneo se
suscita un grave problema, ya que no se puede realizar la reseccion
quirdrgica con amplios margenes. La mayoria de ellos asientan en el
cartilago de la sincondrosis esfeno-petro-clival, con afectacién del seno
cavernoso, del hueso petroso, del esfenoideo y del clivus. Estos pacientes

suelen padecer diplopia secundaria a la afectacién de los pares craneales III
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y VI, no halldndose en los estudios retrospectivos mayor eficacia en la
combinacién de la cirugia seguida de radioterapia adyuvante (Tzortzidis y
col., 2006).

1.4.2. Radioterapia. Normalmente, los condrosarcomas son
relativamente resistentes a la radioterapia. Sin embargo, puede ser usada
como tratamiento paliativo en los condrosarcomas mas radiosensibles,
especialmente en los tumores mesenquimales (Krochak y col., 1983). Como
norma, la radioterapia se usa en las siguientes situaciones: tras una
reseccion incompleta para conseguir un control local de la enfermedad; o
como tratamiento paliativo en los casos donde no esté indicada la cirugia.

La radioterapia convencional con fotones de alta energia puede

conseguir dosis de 60 Gy, pero esta contraindicada en condrosarcomas de
la base del craneo o del esqueleto axial, ya que podria danar el tejido

nervioso en proximidad. En estos casos se usa la radioterapia con protones,

ya que esta técnica produce sélo una pequefa deposicidon de energia en los
tejidos vecinos a la lesion. En estos casos, se puede lograr una tasa de
control local de la lesidn ente el 85 y 100%, con una toxicidad menor al

10%. Recientemente se ha usado también radioterapia con iones de carbdn

y otras particulas con carga consiguiendo niveles de control local similares a

la radioterapia con protones con una toxicidad incluso menor (Gelderblom y

col., 2008).

1.4.3. Quimioterapia. Por definicion, se considera que el

condrosarcoma es resistente a la quimioterapia. En esta pobre respuesta
terapéutica puede estar implicada la incrementada expresién por parte de

las células tumorales del gen de multi-resistencia 1 glicoproteina-P.
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Ademas, el aumento de la presidn intersticial, debido a la gran cantidad de
matriz extracelular, unido a la pobre o nula vascularizacién tumoral también

se han nombrado como posibles factores.

Existen pocos datos clinicos disponibles, que ademas son
contradictorios, en cuanto a la eficacia que tiene la quimioterapia
convencional como tratamiento adyuvante en los casos. Destacan quiza el
uso de nuevos compuestos y regimenes terapéuticos tales como el uso del
factor de crecimiento endotelial vascular, de la Apo2L/FNT, de la perifosfina/
dasatinib/apomab o bien de la combinacién de la gemcitabina con el

doxetacel en ensayos clinicos prospectivos (Gelderblom y col., 2008).

1.5. Pronodstico

Se estima una tasa acumulada de supervivencia en aquellos casos de

condrosarcoma no metastasico en torno al 70% a los 10 anos. Diversos

factores de riesgo influyen en esta tasa de supervivencia. Entre ellos
destacan la extension extracompartimental del tumor, asi como el
desarrollo de recidiva local. En este sentido se considera a la recidiva local
como un factor de mal prondstico en aquellos pacientes que presentan
metdastasis concomitantes, pero no en aquellos que no las tienen. También
influye como factor de riesgo para la recidiva local los margenes quirdrgicos
libres de tumor inadecuados y el tamafo tumoral mayor a los 10
centimetros. Otros factores que también se han relacionado con el
pronostico del condrosarcoma incluyen el alto grado histoldgico; la edad del
paciente; el hecho de ser diagnosticado por biopsia o bien ser diagnosticado
de forma no invasiva; y también el elevado indice de proliferacion celular

(MIB-1) también han mostrado correlacién con la recurrencia y la
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mortalidad (Bergh y col., 2001; Rizzo y col., 2001). Sin embargo, ni la
localizacidon anatémica, ni el tipo de cirugia ni la duracién de los sintomas

han mostrado ser factores prondsticos (Fiorenza y co., 2002).

1.6. Biologia Molecular

Desde el punto de vista de la investigacidén basica, los datos que nos
aporta la biologia molecular parecen darnos pistas de cudles son los
procesos que subyacen en esta patologia. Asi, la deteccién mediante
inmunohistoquimica de los distintos sub-tipos de coldgeno se ha implicado
tanto en la diferenciacién celular como en el prondstico. Los colagenos tipo
II y X y el proteoglicano agrecano representan un fenotipo neoplasico
maduro y por tanto conllevan buen prondstico. Por el contrario, el coldgeno
tipo I parece indicar una transicién a un tipo mas proliferativo con menor
diferenciacion y por tanto con peor prondstico (Aigner y col., 2002). Otros
autores han sugerido la sobre-expresion de la ciclo-oxigenasa 2 como factor
pronostico (Endo y col., 2006).

Recientemente se han encontrado varias vias oncogénicas implicadas
en el desarrollo del condrosarcoma:

e Activacion de la via Akt/protein-kinasa B (una protein kinasa
serina/treonina implicada en la inhibicién de la apoptosis y mediador
critico de la supervivencia celular), que se une a receptores de las
células de condrosarcoma.

* Activacion conjunta de las vias AKT y de la ERK 1 (Kinasa regulada
por la sefal extracelular) en células mesenquimales céndro-

progenitoras.
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» Activacion de la via de la Kinasa Jun N-terminal y la ERK en
condrosarcomas (Jang y col., 2005; Akiyama vy col., 2006;

Papachristou y col., 2006).

También se ha hallado correlacion entre la amplificacién del oncogen
c-Myc y la polisomia 8 con la progresion del condrosarcoma desdiferenciado
y la disminucion de la supervivencia de los pacientes que lo padecen. Se ha
hallado igualmente una relacion entre la pérdida del cromosoma 6 y la
ganancia del segmento 12ql12 con un alto grado histoldgico. Se han
encontrado en el 66% de los condrosarcomas alteraciones genéticas
frecuentemente implicadas, como son la pérdida de heterocigosis en las
posiciones 5q, 9p, 11p, 13q vy 19q, lo que demuestra una heterogenicidad
en los diferentes tipos de condrosarcoma (Morrison y col., 2005; Rozeman y
col., 2006; Papachristou y col., 2006).

Otros factores moleculares estdan también en estudio con la
esperanza de encontrar vias terapéuticas. En la tabla 1 se resumen los

factores mas importantes.
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Abordaje terapéutico

Inhibidores de la Akt y la

metionina

Carductina extracelular. Activa la proteina ERK
secretada Akt y le ERK 1/2

Hedgehog Estimula la expresion de los Inhibicion (ciclopamina,
receptores de la PTH vy la triparanol)
proliferacién de los condrocitos.

PDGFRf Receptor de la tirosina kinasas Inhibicion (mesilato de

imatinib)

Receptor estrogénico El estrogeno estimula la Inhibicion (tamoxifeno e
proliferacion de los condrocitos inhibidores de la
de la metéfisis aromatasa)

MMP-1 Degrada la matriz extracelular, MMP-1 siRNA
facilita la salida de las células
tumorales

HDAC Remodelacion de la cromatina Inhibicién (depsipéptido)

MTAP Rescate de adenina, sintesis de Anti-folatos

Osteoclastos

Resorcion osea

Bifosfonatos

(zolendronato, minodrato)

VEGF-A Angiogénesis Proteina relacionada con
el plasminégeno B, VEGF
antisentido.

P16™Mk4a Inhibidor  de la kinasa Re-expresién de la

dependiente de la ciclina p16kda

Tabla 1. Posibles vias moleculares que
condrosarcoma convencional.

representan nuevas opciones terapéuticas en el

ERK: Kinasa reguladora de la sefial extracelular; HDAC: histna deacetilasas; MMP: metaloproteinasa

de la matriz;

MTAP: fosforilasa de la metil-thio-adenosina;

PDGFR:

receptor del factor de

crecimiento derivado de las plaquetas; PTHrP: Proteina relacionada con la hormona paratifoidea;

siRNA: ARN pequefio inhibidor; VEGF: Factor de crecimiento vasculo-endotelial.
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2. ESTATINAS

2.1 Introduccion

El colesterol es un esterol esencial para la vida, ya que es necesario,
entre otras funciones, para crear la membrana plasmatica que regula la
entrada y salida de sustancias en las células. Es ademas precursor de
moléculas tan importantes como las hormonas esteroideas y los acidos
biliares. Sin embargo, por otro lado, los niveles elevados de colesterol
plasmatico es un reconocido factor de riesgo de numerosas enfermedades,
dentro de las que destacan las enfermedades cardiovasculares. Los niveles
plasmaticos de colesterol es el conjunto del colesterol que proviene de la
dieta, lo cual supone un tercio del total, y el colesterol que se sintetiza en el
higado, el cual supone mas de las dos terceras partes. Esta es la razén por
la que es necesario inhibir su biosintesis hepatica mediante diferentes
estrategias terapéuticas, entre las que se encuentra el uso de las estatinas.
Estas drogas son uno de los farmacos mas eficaces conocidos usados
clinicamente con el fin de reducir los niveles séricos de colesterol (Liao y

Laufs 2005).

COONa

Cerivastatina Fluvastatina Rosuvastatina Pitavastatina

HO,

Figura 4. Estructura
quimica de las estatinas

H4C

Lovastatina Simvastatina Pravastatina  (Tomado de Wong vy
col., Leukemia, 2002)
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2.2 Caracteristicas principales de las estatinas

2.2.1. Método de obtencion.

Desde el inicio de su uso, se pueden distinguir tres generaciones bien

diferenciadas de estatinas (Figura 4). En la primera generacién de

estatinas, algunas de ellas se obtuvieron mediante fermentacidon flungica.
Asi, la mevastatina fue la primera estatina aislada a partir del hongo
Penicillium citrinum (Endo y col., 1976). En el caso de la lovastatina, otra
estatina natural, la obtencidon se realizd a partir del hongo Aspergillus
terreus (Alberts y col., 1980).

La segunda generacién de estatinas se obtuvo a partir de la

modificacion quimica de la lovastatina. A este grupo pertenecen las
estatinas pravastatina y simvastatina.

Por ultimo, la tercera generacién de estatinas se obtiene de forma

sintética a partir de la mevastatina. Este es el caso de la fluvastatina,
atorvastatina, cerivastatina, pitavastatina y rosuvastatina. Estas estatinas
son las de mayor potencia. En la actualidad, son de uso clinico la
lovastatina, simvastatina, atorvastatina, pravastatina, fluvastatina,

rosuvastatina y pitavastatina.

2.2.2. Solubilidad.

Acorde a su solubilidad en agua, las estatinas se pueden diferenciar

en estatinas hidrofilicas: la pravastatina y la rosuvastatina; vy las estatinas

lipofilicas, como la lovastatina, la simvastatina, la atorvastatina y la
cerivastatina. En el caso de la fluvastatina la solubilidad posee

caracteristicas intermedias.
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2.2.3. Metabolismo de las estatinas.

a) Metabolismo hepatico. Las diferentes estatinas son
metabolizadas por diversos miembros de la familia de citocromos P450 (CYP
450). Asi, la lovastatina, simvastatina y atorvastatina son metabolizadas
por la isoenzima CYP3A4. Para la metabolizacién de la fluvastatina es
necesaria la colaboracion de diferentes sistemas enzimaticos, comenzando
por la enzima CYP2C9, ayudada por las enzimas CYP3A4 y CYP2C8. En el
caso de la rosuvastatina no podemos decir que sea metabolizada en sentido
estricto por este sistema enzimatico, pero, sin embargo, si que interacciona
con la enzima CYP2C9. Por ultimo, decir que la pravastatina, no sigue este
patrén de metabolizacién, sino que se transforma enzimaticamente en el
citosol hepatico.

Es importante el conocimiento de estas vias de metabolizacién ya que
son la base para conocer la interacciéon con otros farmacos que inhiben la
enzima CYP3A4, como por ejemplo los antibiéticos macrdlidos, los azoles,
los inhibidores de las proteasas, el verapamilo o la warfarina.

b) Excrecion: En lo que concierne a las vias de excrecion, existen
dos rutas de excrecién de las estatinas: la urinaria y la fecal, siendo esta

ultima la predominante (Tabla 2).

2.2.4. Mecanismo de accion.

Las estatinas pueden ser administrados como compuestos activos o

como formas pro-farmacos. Dentro del primer grupo (compuestos activos)

tenemos la atorvastatina, la cerivastatina (ya retirada del mercado), la
fluvastatina y la pravastatina. Estas estatinas se administran como

compuestos en forma acida. Sin embargo, dentro de las formas
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profarmacos estan la lovastatina y la simvastatina, que se suministran
como lactonas, y han de ser hidrolizadas enzimaticamente para producir las
formas activas.

En relacion a las células diana sobre las que operan la enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima a (HMG-CoA) reductasa, decir que como
norma general son los hepatocitos. En estas células las estatinas inhiben a
la reductasa de forma competitiva, mediante una unién reversible en el
lugar activo de la enzima. Gracias a esta unidon se produce un cambio en la
estructura de la enzima conduciendo a una disminucion intracelular del
producto inmediato de la reaccién (mevalonato) y de los productos que se
sintetizan a continuacién, incluidos los lipidos isoprenoides, moléculas
responsables de multiples funciones celulares esenciales gracias a los
procesos de isoprenilacién proteica (Alegret y Silvestre, 2006).

El valor de la constante de Michaelis-Menten (Km) para la estatinas, o
lo que es lo mismo, la concentracidon de sustrato con la cual la velocidad de
reacciéon enzimatica alcanza un valor igual a la mitad de la velocidad
maxima, se encuentra en el rango nanomolar. Es por ello, por lo que estas
drogas reemplazan eficientemente al sustrato natural (la HMG-CoA), el cual
se une en condiciones fisiolégicas con la reductasa en el rango de
concentraciones micromolares (Moghadasian, 1999). Desde el punto de
vista clinico, el rango terapéutico de estas drogas varia entre 10-80 mg/dia,

segun el tipo de estatina que se use.
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2.2.5. Permeabilidad de las estatinas.

Todas las estatinas tienen su diana tisular en el higado. Sin embargo,
el grado de inhibicién de la enzima HMG-CoA reductasa en otros tejidos no
hepaticos varia en funcién de su permeabilidad tisular y metabolismo.

Las estatinas lipofilicas, como son la lovastatina, la simvastatina y la
atorvastatina, atraviesan con facilidad las membranas celulares por difusion
pasiva, por lo que son potentes inhibidores de la enzima HMG-CoA
reductasa en gran cantidad de tejidos. Sin embargo, las estatinas
hidrofilicas, como es el caso de la pravastatina y de la rosuvastatina, son
relativamente impermeables a estas membranas, razéon por lo que son mas
selectivas desde el punto de vista tisular que las anteriores. En general sus

acciones estan limitadas al higado.

2.3 Biosintesis del colesterol

El colesterol desempefia funciones muy importantes en el ser vivo ya
que forma parte de las membranas celulares y es el precursor de los acidos
biliares y de las hormonas esteroideas. Las células de los mamiferos,
utilizan el colesterol que se genera a través de las vias enddgenas vy

exogenas. A través de la ruta exdgena, el colesterol se incorpora a las

células gracias a las lipoproteinas, especialmente la LDL (lipoproteina de
baja densidad). Esta molécula es introducida en la célula mediante un
mecanismo de endocitosis (Brown y Goldstein, 1986), siendo a
continuacion degradadas las lipoproteinas en el interior de los lisosomas vy el
colesterol reciclado.

Cuando no hay LDL plasmatica, se pone en marcha un proceso de

sintesis celular a través de las propias rutas enddégenas que posee la célula
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(Goldstein y Brown, 1984; Goldstein y Brown, 1990). Existe una conexién
entre ambas vias, de tal forma que esta via mantiene altos los niveles de
HMG-CoA reductasa mientras que el exceso de LDL plasmatica vy de
colesterol reducen la actividad de la HMG-CoA reductasa.

En las células eucariotas el proceso de biosintesis del colesterol se
lleva a cabo en diferentes compartimentos celulares. Asi, formacion del
HMG-CoA a partir del acetil-CoA se produce en el citosol y en los
peroxisomas gracias a la accién de la HMG-CoA sintasa. La reduccion del
HMG-CoA hacia mevalonato tiene lugar en el reticulo endoplasmico y en los
peroxisomas, catalizado por la accion de la enzima HMG-CoA reductasa. Y
es éste el paso limitante en la sintesis del colesterol. En la figura 5 se
resume la via de sintesis del colesterol, denominada via del mevalonato. Se
inicia con el acetil-CoA y durante todo el proceso se genera, ademas del
colesterol, varios subproductos de gran importancia. Entre ellos destacan el
dolicol, involucrado en los procesos de glicosilacién proteica; la ubiquinona,
esencial durante la respiracion mitocondrial y la peroxidacién lipidica; la
isopentenil adenina, la cual es esencial durante la modificacién de ciertos
RNAt; y por ultimo, pero no por ello menos importante, los lipidos
isoprenoides farnesil pirofosfato (FPP) y geranilgeranil pirofosfato (GGPP).
Estos dos dultimos lipidos son claves para que se pueda producir la

isoprenilacion de las proteinas (Goldstein y Brown, 1990).

2.4 Isoprenilacion proteica

En la via del mevalonato se forman dos intermediarios de gran valor

bioldgico. Uno de ellos tiene 15 carbonos, el farnesil pirofosfato (FPP), y el
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otro, denominado geranilgeranil pirofosfato (GGPP), tiene 20 carbonos. Se
entiende por isoprenilacién proteica a aquel proceso mediante el cual se
modifican diversas proteinas tras la adicién de los lipidos isoprenoides,
como es el caso del FFPP o del GGPP. En este proceso se produce una
modificacion post-traslacional de estas proteinas tras la formacion de
enlaces tio-éter entre la cisteina de las proteinas y los grupos isoprenilos.
Para ello, las enzimas prenil transferasas se unen a cisteinas en la posicidén
carboxi-terminal y catalizan la unién covalente de FPP, es el caso de la
farnesiltranferasa (FTasa) en un proceso denominado farnesilacion; y de
GGPP, en el caso de la geranilgeraniltransferasa I (GGTasa I) en el proceso

denominado geranilgeranilacion.

Acetil-CoA + AcetoAcetil-CoA

__________ > HMG-CoA
(-) sintasa
\ 4

HMG-CoA

HMG-CoA
reductasa

v
Isopentenil-PP ..cccoooiniiiniinni » Isopentenil-PP
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....oneeeeeen ) Proteinas geranilgeraniladas
- (Rho, Rac, cdc42)
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Farnes"-PP ........ N ................................... Jrorereranannnnnad Proteinas farnesiladas
1 |
I |
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Dolicol
Grupo Heme
Ubiquinona

Figura 5. Biosintesis del colesterol.

de

Numerosas son las proteinas que son modificadas mediante este proceso

isoprenilacion y se sabe que éstas juegan un papel critico en procesos

intimamente relacionados con la actividad celular. Asi, las proteinas Ras y Rho
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son, entre otras, los mayores sustratos para la isoprenilacién con FPP y GGPP
para poder unirse a la membrana y con ello completar su actividad bioldgica

(Maltese, 1990; Seabra, 1998; Morgan y col., 2003).

2.5 Proteinas RhoGTPasas

Las RhoGTPasas son un conjunto de proteinas englobadas dentro de
la superfamilia de proteinas Ras de 20-30 kDa que ejercen un elevado
numero de funciones celulares de gran importancia. Entre ellas, se ha
demostrado el papel de Rho en la remodelacién del citoesqueleto celular.
También se ha descrito su actividad en el transporte de membrana, en la
activacién transcripcional y en el control del crecimiento celular (Van Aelst y
D'Souza-Schorey, 1997). Se ha relacionado su actividad con el tamafo
celular; con la proliferaciéon y con la tasa apoptosis/supervivencia; con la
citoarquitectura, la polaridad celular o la adhesidon celular (Van Aelst y
D'Souza-Schorey, 1997; Schmitz y col., 2000; Aznar y Lacal, 2001a; Aznar
y Lacal, 2001b). Son de destacar igualmente sus acciones sobre la
progresiéon del ciclo celular; sobre la capacidad para evitar la induccion de
muerte celular por apoptosis; sobre el papel que juega en la formaciéon de
nuevos vasos sanguineos; y, finalmente, sobre la capacidad de las células
para desplazarse, invadir y generar fendmenos metastasicos, pilares
esenciales en el fenotipo agresivo tumoral.

Las RhoGTPasas se expresan en todas las especies, y esta formada
por 22 miembros integrantes de la familia de proteinas Rho, subdivididos a
su vez en seis grupos (Wennerberg y Der, 2004): a) Rho (RhoA, RhoB,

RhoC); b) Rac (Racl, Rac2, Rac3, RhoG); c) Cdc42 (Cdc42, TC10, TCL,
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Chp, Wrch-1); d) Rnd (Rnd1, Rnd2, Rnd3/RhoE); e) RhoBTB (RhoBTBI1,
RhoBTB2); f) Miro (Miro-1y Miro-2).

Destacan por sus peculiaridades las subfamilias RhoBTB y Miro ya
gue las proteinas son mas grandes que las habituales pequenas GTPasas.
Ademas, se piensa que la subfamilia Miro podria estar relacionada con la
regulacion transcripcional y durante la endocitosis (Aspenstrom y col.,
2004). También se sabe que los miembros de esta subfamilia pueden
participar en los fendmenos de apoptosis (Fransson y col., 2003).

Desde el punto de vista estructural y funcional, las proteinas Rho
estan presentes en dos estados: un estado activo, unidas a GTP, y uno
inactivo, unidas a GDP. Cuando el GTP se une a las proteinas Rho se
produce un cambio en la estructura proteica que permite procesar la
informacidn y propagar la sefial al interior de la célula. Entre los efectores
downstream a Rho (Figura 6), destaca la familia de proteinas MAP quinasa,
la quinasa dependiente de Rho (ROCK), la fosfatidilinositol 5-quinasa (PIP

5-K) y Dia y la proteina quinasa N (PKN) (Bishop y Hall, 2000).

@ GAPs ® %
Rho Rho

GEFs

Q
&

Forma inactiva Forma activa

MAPK
Rho quinasa
FAK

Transduccioén de senal

Cmmmm———

Respuesta celular

Figura 6. Transduccion de la sefial a través de las proteinas Rho-GTP.
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Las proteinas Rho cambian ciclicamente entre sus formas activas e
inactivas (Schmitz y col., 2000), siendo catalizadas estas reacciones por las
proteinas "guanine-nucleotide-exchange factors” (GEFs); por las “GTPase-
activating proteins® (GAPs) y por las proteinas "guanine-nucleotide-

dissociation inhibitors” (GDIs).

3. APOPTOSIS

3.1. Introduccion. El equilibrio poblacional entre las células que

se forman y las que mueren es esencial para mantener el estado de salud
de un organismo vivo en su totalidad. La supervivencia celular viene, por
tanto, determinada por aquellos factores promotores de la formacién de
nuevas células y por el freno controlado de la muerte celular. Diversas
razones hacen que este equilibrio se pueda romper y con ello condicionar
diferentes estados patoldgicos. Asi, en muchas enfermedades humanas se
describen alteraciones en la supervivencia celular que favorecen la génesis
de diversas enfermedades, entre las que destacan el cancer, las infecciones
virales, las enfermedades autoinmunes, o] los desordenes
neurodegenerativos (Thompson, 1995).

En el caso concreto que nos ocupa, es decir, en los procesos tumorales
malignos, estas células pierden el control fisioldgico y se vuelven resistentes
a las indicaciones que les conducen a la muerte de forma natural; estimulan
la formacion ilimitada de nuevas células; promueven un crecimiento
desmesurado del tejido tumoral, en el que, ademas, se impulsa en exceso
la formacién de nuevos vasos sanguineos y todo ello, en conjunto,

desencadena un proceso denominado enfermedad metastasica, en la que el
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tumor original invade y coloniza otros tejidos a distancia, siendo esta
habitualmente la causa de muerte del paciente que porta este tumor
(Tarnok y cols., 2006).

Es por ello facil de entender que tratar al tumor implica ocuparse de
todos y cada uno de estos eventos. Sin embargo, si fuésemos capaces de
disefiar un tratamiento encaminado concretamente a promover la muerte
de las células tumorales estariamos dando un paso muy importante para
corregir el proceso natural de la biologia tumoral.

Se reconocen desde hace mucho tiempo dos mecanismos basicos bien
diferenciados capaces de inducir la muerte celular, que se denominan
muerte por necrosis y muerte por apoptosis. Ambos tipos tienen unas
diferencias bien definidas. En el caso de la muerte inducida por necrosis la
célula sufre una serie danos a través de un proceso no ordenado en el que
se produce un descenso en los niveles energéticos, expresados por los
valores de la concentraciéon de ATP; a continuacion la célula se vuelve
tumefacta; sufre un proceso de lisis acompafiado de un incremento del
contenido intracelular y de una respuesta pro-inflamatoria del tejido afecto
(Eguchi y cols., 1997; Wyllie, 1980). Por el contrario, en la apoptosis la
muerte celular se lleva a cabo a través de una serie de acontecimientos
programados y perfectamente regulados, dependientes de la energia vy
encaminados a evitar la superpoblacién celular y a que las células dafadas
puedan pasar a las siguientes generaciones con el material celular dafiado
(Gerschenson y Rotello, 1992). Diversas situaciones, tanto fisioldgicas como
patoldgicas, inducen apoptosis, destacando las especies reactivas del
oxigeno y los agentes genotdxicos (Radford, 1986; Wood y Youle, 1994;

Nagata, 1997).

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 29




Introduccioén

3.2. Cambios Morfologicos. En la apoptosis no existe un cuadro

inflamatorio asociado. Los datos mas significativos son la compactacién
nuclear precoz y la condensacion citoplasmatica. Posteriormente, el nucleo
se rompe en varios pedazos. Las células se rompen en cuerpos apoptéticos,
que poseen un componente nuclear en su interior, mientras que los
organulos citoplasmaticos aparecen indemnes. Estos cuerpos suelen ser
fagocitados por los macréfagos con intencién de eliminarlos. Este tipo de
muerte celular ocurre en células individuales de una manera asincrénica, lo
cual lo diferencia de la necrosis. En la Tabla 3 se resumen las diferencias
morfoldgicas basicas entre la necrosis y la apoptosis. Sin embargo, a pesar
de lo dicho, normalmente la necrosis y la apoptosis coexisten muchas veces

tras el dafio celular (O'Brien y cols, 2000).

Caracteristicas Necrosis Apoptosis

Tipo de muerte Catastrofica Programada

Modo Pasivo Activo (ATP dependiente)
Volumen celular Aumenta Disminuye

Densidad celular Disminuye Aumenta

Lisis de la m. plasmatica Al principio Al final

Hidrolisis del ADN Al final Temprana

Organulos Lisados Compactos

Respuesta inflamatoria Si No

Tabla 3. Diferencias generales entre apoptosis y necrosis.
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3.3. Vias de seiializacion de la apoptosis.

El proceso de apoptosis se puede desencadenar a través de multiples
vias de sefalizacion. La apoptosis estd controlada por diversas seiales
celulares implicadas en la regulacion del destino celular, bien sea hacia la
muerte o hacia la supervivencia celular.

3.3.1. Vias implicadas en la transducciéon de seiial.

En esta via estan implicados receptores que al activarse conducen a la

muerte celular y es por lo que se les denominan receptores de muerte

celular. Estan encargados de detectar sefales que provienen del entorno
extracelular y transmitirlos al interior celular a través de una sefal pro-
apoptotica. En general este tipo de receptores pertenecen a la superfamilia
de receptores TNF (Tumor Necrosis Factor). Otros receptores involucrados
en la apoptosis son los relacionados con Fas/Apol, cuya activacion, cuando
se le une en su dominio extracelular su correspondiente ligando, conduce a

la activacidon de su dominio intracelular (denominado dominio de muerte) y

este dominio interacciona con determinadas proteinas citoplasmaticas
necesarias para la transduccion de la seial a través de las caspasas.

Otra via de transduccion de sefial es a través de los cambios en la
concentracién del calcio idnico. En los casos dependientes del Ca®' se
produciria una activaciéon de las endonucleasa Ca®*-dependientes implicadas
en la degradacién de la histona H1.

En otros casos, la PKC (Protein Kinasa C) puede activar o prevenir la
apoptosis, al igual que le ocurre al AMPc, dependiendo del modelo
apoptotico que se estudie.

La ceramida, molécula resultante de la hidrdlisis de la esfingomielina,

es un iniciador de la apoptosis cuando interviene TNF, a través de la
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induccion del factor de transcripcién c-Jun, via Ras.

Determinadas CDKs (Cyclin Dependent Kinases) pueden promover la
apoptosis, como es el caso de la ciclina B y E en la apoptosis inducida por
dafio del ADN, y de la ciclina A, inducida por el factor de transcripcién Myc.

Las proteinas Ras, miembros de la superfamilia de GTPasas
promotoras de muerte celular o supervivencia dependiendo de las
moléculas que participen en cada caso. Puede inducir muerte celular si se
activa la proteina Raf a través de la via ERK; o puede promover la
supervivencia celular si se activa PI3K.

3.3. 2. Factores de transcripcion implicados.

El factor de transcripciéon AP-1 (Activating Protein-1) esta formado por
homo- o heterodimeros de las proteinas nucleares Fos (c-Fos, Fos B, Fral y
Fra2), Jun (c-Jun, JunB y JunD) y proteinas con cremallera de leucina bZIP
(ATF-2, ATF3/LRF1, B-ATF). En algunos casos se necesita AP-1 para
provocar apoptosis; sin embargo, en otros casos no es necesario.

El factor de transcripcién NFxB (Nuclear Factor kappaB) pasa del
citoplasma al nucleo uniéndose al ADN a través de las secuencias kB v,
dependiendo del estimulo y de la linea celular que se considere, generara
una respuesta protectora o promotora de la apoptosis.

Las proteinas Myc son una familia de proteinas nucleares que controlan

diversas funciones celulares. Se han descrito tres miembros: c-myc, N-myc
y L-myc. La sobreexpresion de c-myc confiere susceptibilidad a las células
tumorales para entrar en apoptosis. Por otro lado, su anulacién las hace
mas resistentes a morir por apoptosis. La entrada en apoptosis mediada por

c-myc esta mediada por las proteinas bcl-2 y p53.
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La proteina p53 es una proteina fosforilada involucrada en dos

funciones celulares importantes: la decisién de que la célula entre en
apoptosis o progrese a través del ciclo celular; y tomar parte en la
reparacion del ADN. De forma genérica, p53 evalta los dafios en el ADN vy
decide si se debe parar el ciclo celular para reparar los dafios, en caso de
gue sean leves. En caso de que este dano sea mas grave, p53 actia como

un factor protector induciendo a la célula a que entre en apoptosis.
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Planteamiento y Objetivos

1.- PLANTEAMIENTO

El uso de las estatinas como farmacos reductores de los niveles de
colesterol plasmatico ha supuesto una importante disminucién en la tasa
de mortalidad secundaria a las alteraciones cardiovasculares que produce
este desarreglo metabdlico. Sin embargo, en los estudios epidemioldgicos
encaminados para evaluar la disminucion de la tasa de mortalidad
secundaria a enfermedades cardiovasculares debido al subsecuente
descenso de los niveles de colesterol provocado por las estatinas se pudo
comprobar que el descenso en la mortalidad fue superior al esperable por
el simple hecho de disminuir la concentracidn de colesterol plasmatico.
Se observd, que ademads de la reduccién de este lipido, los pacientes
sujeto de evaluacion en estos estudios morian menos por cancer.

Por otro lado, sabemos que los condrosarcomas son tumores
sélidos extremadamente agresivos y con escasas o nulas opciones
terapéuticas, quedando circunscritas practicamente a la cirugia, ya que
son normalmente radio- y quimio-resistentes.

Por ello, nos preguntamos que si las estatinas, poseedores de esta
capacidad antitumoral ya probada en otras estirpes tumorales, podria ser
de utilidad en el tratamiento de los condrosarcomas, ya que estos
tumores son tan resistentes a la quimioterapia. En base a este

planteamiento, nos hemos propuesto los siguientes objetivos.
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2.- OBJETIVOS

2.1.- Objetivo general:

Evaluar la posible accidon antitumoral de las estatinas in vitro en los

condrosarcomas de rata y humano

2.2.- Objetivos especificos:

1. Determinar el efecto de las estatinas sobre la viabilidad celular
de las lineas de condrosarcoma humano y de rata al ser
comparada con células control fibrobldstico y condroblastico no
tumoral.

2. Demostrar que las estatinas ejercen su efecto deletéreo sobre
los condrosarcomas a través de la muerte celular programada
(apoptosis).

3. Comprobar que la alteracién en la isoprenilacién de la proteina
RhoA estd presente en la accion de las estatinas sobre las
células de condrosarcoma.

4. Comprobar que el efecto sobre la viabilidad celular, la apoptosis
y la implicacion de RhoA sobre estas lineas celulares esta
vehiculizado por la via del mevalonato.

5. Disecar la via del mevalonato para determinar qué
intermediarios de esta via estdn involucrados en los efectos
observados.

6. Definir si las acciones de las estatinas sobre estas células es por
igual en las dos subfamilias de estos farmacos o, por el
contrario, el grado de lipo o hidrofilicidad juega algun papel

diferencial.
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Material y Métodos
1. MATERIALES

Los anticuerpos anti-RhoA , IgG anti-conejo ligado a peroxidasa de
rabano y el IgG de cabra anti-ratén se obtuvieron de la empresa Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA); la inmunoglobulina anti-ratén
conjugada con peroxidasa se obtuvo de Dako (Glostrup, Dinamarca). El
anticuerpo anti-tubulina (T3526) se obtuvo de Sigma-Aldrich. Los
farmacos simvastatina, fluvastatina, lovastatina, atorvastatina vy
pravastatina fueron obtenidos de diversas casas comerciales (Tabla 4).
Los lipidos isoprenoides FPP (F6892), GGPP (G6025) y los demas

reactivos fueron obtenidos de Sigma.

2. CELULAS Y CULTIVOS CELULARES

Las lineas celulares de condrosarcoma de rata LTC y C422 fueron
generosamente cedidas por el Dr. Jeff Stevens, del Iowa Hospitals &
Clinics (Universidad de Iowa City, IA, E.E.U.U.). La linea celular de
condrosarcoma humano SW1353 y la linea de fibroblastos inmortalizados
NIH3T3 (controles) fueron compradas a la ATCC (American Type Culture
Collection). Estas lineas celulares se cultivaron en RPMI 1640,
suplementado con FBS al 10%, 2 mM de glutamina, 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Las lineas celulares fueron
cultivadas a 379 C en una atmdsfera humidificada con CO, al 5%.
Utilizamos también como células control, junto a las NIH3T3, a
condroblastos primarios obtenidos en nuestro laboratorio, siguiendo el

siguiente procedimiento:
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2.1. Cultivo primario de condroblastos.

Los condroblastos primarios se obtuvieron de ratas de la cepa
Sprague-Dawley recién nacidas (entre 3 y 4 dias de edad). En primer
lugar, tras anestesiar a los animales, se aisld la regién costal,
obteniéndose varios fragmentos de cartilago costal. Dichos fragmentos
fueron primero troceados <con el  bisturi en fragmentos de
aproximadamente 4 mm? y luego digeridos secuencialmente con
colagenasa tipo IA al 0,2% (Sigma) y con tripsina al 0,2% en el
incubador a 379 C y CO, al 5% durante 20, 40 y 90 minutos. De la
tercera digestién, las células obtenidas se cultivaron en placas de cultivo
de 60 mm con medio de cultivo o-MEM (Cambrex BioScience),
suplementado con desoxirribonucleédtidos, ribonucleétidos, ultra-
glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, 250
Mg/ml de fungizona y FBS al 10%. El medio de cultivo se cambid
inicialmente a las 72 horas y luego cada 48 horas hasta que el cultivo
alcanzé la confluencia de la placa. A continuacion, estas células,
consideradas como el primer pase celular, fueron subcultivadas usando
tripsina al 0,05% y EDTA al 0,01% (Cambrex) en placas de 60 mm. Los
experimentos que mas tarde se detallaran se realizaron con células en el

segundo pase celular.

2.2 Tratamientos.

Las concentraciones de las estatinas usadas en este estudio vienen
reflejadas en la Tabla 4). Las concentraciones de los lipidos isoprenoides
FPP y GGPP fueron de 5 uM, mientras que la del mevalonato fue de 200
MM. Los inhibidores de la farnesil transferasa (FTI 277) y de la

geranilgeraniltransferasa (GGTI 298) se usaron a concentraciones de 20
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MM y 50 pM, respectivamente. El resto de los tratamientos serdn

detallados a lo largo de la tesis.

FARMACO CASA COMERCIAL DOSIS

Atorvastatina Sigma-Aldrich 0,06/0,6/1/2/6/10/20/100 uM
Fluvastatina Alexis-Biochemicals 0,06/0,6/1/2/6/10/20/100 uM
Lovastatina Enzo Life Sciences 0,06/0,6/1/2/6/10/20/100 uM
Pravastatina Sigma-Aldrich 0,06/0,6/1/2/6/10/20/100 uM
Simvastatina Merck-Millipore 0,06/0,6/1/2/6/10/20/100 uM

Tabla 4. Relacién de estatinas usadas, casas comerciales y dosis usadas en estos
experimentos.

3. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

El estudio de la viabilidad celular se realizé6 cuantificando el
proceso de reduccidén de la sal de tetrazolio de MTT [3-(4,5-metiltiazol-
2il-)-2,5 difeniltetrazolium bromuro] a nivel mitocondrial, segun el
método clasico descrito por Mosmann (Mosmann, 1983). En primer lugar
se cultivaron las lineas celulares LTC, C422, SW1353, NIH3T3 y los
condroblastos primarios a una concentracién de 5 x 103 células en cada
pocillo para las células de condrosarcoma; 35 x 10? células en cada
pocillo para las células NIH3T3; y 75 x 103 células en cada pocillo para
condroblastos primarios. Estas células fueron resuspendidas en 200 pl
de medio de cultivo suplementado con FBS al 10% vy fueron incubadas
durante 24 horas en placas de 96 pocillos. Pasado este tiempo, se afiadio
medio de cultivo fresco y el farmaco correspondiente. Tras acabar el

tiempo de tratamiento, se retird el medio, se afiadié 200 pl de medio de
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MTT a una concentracién de 0,5 mg/ml disuelto en el medio de cultivo
con FBS y se incubd durante 4 horas a 37° C en oscuridad para permitir
su reduccién por las células metabdlicamente activas. A continuacién, se
aspird el medio y se solubilizé el precipitado de formazan tras anadir SDS
al 20% en HCL 0,02N durante un tiempo comprendido entre 12 y 16
horas. La medicion se realizé mediante la cuantificacién de la absorbancia
a una densidad Optica de 562nm con un lector de microplacas ELX800
(Bio-TEK Instruments, Inc). Los datos obtenidos se presentaron las
medias + SEM de los porcentajes sobre el control no tratado (sélo
vehiculo) de «cada concentracion empleada en 3 experimentos

independientes.

4. ESTUDIO DE LA APOPTOSIS

Se estudiaron los cambios relacionado con la muerte celular por
apoptosis en las lineas celulares LTC y SW1353 mediante tres enfoques
técnicos:

1.- Mediante el marcaje de los nucleos apoptoéticos usando la
técnica de DAPI.

2.- Estudiando la fragmentacidon internucleosomal del ADN
mediante la técnica de DNA laddering (escalera de ADN).

3.- Mediante la citometria de flujo con el doble marcaje de
anexina V y ioduro de propidio.

4.1. Técnica de DAPI.

Se estudié la muerte celular inducida por mecanismos apoptéticos
evaluando las modificaciones en la forma celular, especialmente en sus

estructuras nucleares, en las lineas celulares tras tefirlas con DAPI. En
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primer lugar, las células fueron sembradas durante un dia antes del inicio
del tratamiento en placas de 6 pocillos. Tras ser tratadas durante 24
horas, se lavaron las células con PBS y se fijaron durante treinta minutos
con paraformaldehido al 4% disuelto en PBS. A continuacion, y tras un
segundo lavado con PBS, se tiferon los nucleos con el reactivo DAPI
(4 ,6-diaminodiino-2-fenilindol, Sigma) a una concentracion de 1 pg/ml
en condiciones de oscuridad, durante un tiempo de 30 minutos.
Seguidamente, de cada experimento se tomaron 10 ul, se colocaron en
un porta, se fotografiaron en un microscopio de fluorescencia de UV de
banda estrecha (Olympus BX50F4) y a continuacion se cuantificaron las
células apoptdticas. Estas se reconocian por sus nucleos fragmentados,
evaluandose de 30 a 35 células por campo en 10 a 14 campos elegidos
aleatoriamente. De esta forma se cuantificaban qué porcentaje de células
apoptoticas se observaban en cada experimento sobre un total de 500
células evaluadas en cada situacion experimental. Tras realizar el contaje
en todas las situaciones, se obtenia la media + SEM de los datos

obtenidos en 2 o 3 experimentos independientes.

4.2. Estudio de la fragmentaciéon del ADN.

Se estudiaron los cambios en la respuesta apoptética en las lineas
LTC y SW1353 mediante la fragmentacién del ADN tras cultivar las
células a una densidad 2 x 10° células por pocillo durante 72 horas en
platos de 6 pocillos. A continuacidon las células fueron tratadas con las
estatinas asociadas o no con mevalonato (200 uM), FPP (5 uM), GGPP (5
MM) o ambos lipidos isoprenoides durante 24 y 48 horas. Los inhibidores
de las prenil transferasas se administraron durante 1 dia a las siguientes

dosis: FTI-277 (20 uM), GGTI-298 (50 uM), o la combinacién de ambos.
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Luego, se peletearon las células, se lisaron en 200 ul de tampdn (10 mM
de Tris/HCI pH 8.0, 1mM de EDTA y 0.2% de Triton X-100);
centrifugdndose por ultimo a 12.000 x g durante 20 minutos. Las
muestras obtenidas se incubaron con 5 mg/ml de RNasa (Sigma),
durante 1 hora a 37° C y durante otra hora también a 37° C con 20
mg/ml de Proteinasa K (Sigma). Los pasos siguientes fueron extracciones
repetidas con fenol y precipitacién de las muestras con 2 volimenes de
etanol absoluto a -20° C durante al menos 12 horas. EIl ADN obtenido
tras centrifugacién a 12.000 x g, se lavo con 70% etanol y se volvid a
sedimentar y resuspender con 50 pl del tampdén TE (10 mM Tris-HCI a
pH 8.0 y 1mM EDTA). Este ADN se analizé en gel de agarosa al 1%,
teflido con bromuro de etidio y visualizado con luz UV (Bio Imaging
System-Syngene). Las bandas de la escalera de ADN se analizaron
densitométricamente mediante el software de dominio publico Scion

Image Beta 4.02 para Windows.

4.3. Citometria de flujo con el doble marcaje de anexina V y
ioduro de propidio.

En esta técnica, se detecta en primer lugar la anexina V, que es
una proteina-dependiente del calcio, de 35-36 kDa, wunida a
fosfoproteinas y con alta afinidad por la fosfatidilserina fosfolipidica,
acoplandose a esta ultima en aquellas que expongan esta proteina en el
mecanismo membranal de flip-flop. La anexina V-FITC se emplea para
detectar apoptosis temprana conjuntamente con el ioduro de propidio
(IP, Anexina V-FITC+/IP-). Cuando las células son Anexina V-FITC'/IP*,

estamos ante un proceso de apoptosis tardio/proceso necroético. Sin
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embargo, cuando las células son Anexina V-FITC/IP", las células son
viables.

Para este experimento, se estudiaron los cambios en la distribucion
del perfil del ciclo celular en las lineas LTC y SW1353 usando el kit
AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit (Ref.: 556547, Becton Dickinson
Pharmigen). Estas células fueron sembradas durante 72 horas en placas
de 6 pocillos. Luego, se trataron con las estatinas, a las dosis
establecidas, solas o combinadas con mevalonato (200 pM), FPP (5 pM),
GGPP (5 pM), ambos lipidos isoprenoides, FTI-277 (20 uM), GGTI-298
(50 uM) o ambos inhibidores de las prenil-transferasas durante 24 y 48
horas.

Luego, tras aspirar el medio se afiadiéo 100 ul del tampdn con 4 pl
de Anexina V-FITC y 10 pl de IP a temperatura ambiente y en la
oscuridad durante 15 minutos.

Seguidamente, las células fueron resuspendidas con 400 ul del
mismo tampodn, en oscuridad; y, por ultimo, se realizé el analisis con el
citdmetro de flujo FACSCalibur (Beckton Dickinson, San José, CA) y los
datos de los histogramas generados se cuantificaron con el software Cell
Quest (Beckton Dickinson, San José, CA).

Para poder diferenciar la apoptosis de la necrosis y evaluar la
cantidad de células viables durante los experimentos, se cuantificaron los
resultados mediante la siguiente férmula:

% células Anexina V-FITC" IP"

IP”
siendo IP la suma de las células viables (Anexina V-FITC IP’) y de las

células que presentan apoptosis temprana (Anexina V-FITC* IPY).
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5. ESTUDIO DE LA EXPRESION PROTEICA

5.1. Obtencién de lisados totales: preparacion para medir la

proteina RhoA.

Siguiendo el método descrito por Stamatakis (Stamatakis et al
2002) se sembraron células LTC y SW1353 durante 24 horas en placas
de 60 mm. Cuando estaban a un 70-80% de subconfluencia fueron
tratadas con las estatinas con o sin mevalonato (200 pM) y los lipidos
isoprenoides: FPP (5 uM), GGPP (5 pM), o la combinacién de ambos a
37° C. A continuacion, las células fueron tratadas con el buffer de lisis en
PBS frio. Esta suspension se centrifugd durante 10 minutos a 1.000 g. A
continuacion se aspird el sobrenadante y se volvido a resuspender con
200 pl del tampoén de lisis frio (Tris 1M pH 7,5, EGTA 0,1 mM, EDTA 0,1
M, B-Mercaptoetanol 0,1mM, 2 /ml de cada uno de los inhibidores de
proteasas (Sigma) leupeptina, aprotinina, pepstatina, PMSF 100 mM,
SDS 0,5%). Seguidamente se homogeneizaron los lisados pasandolos de
10 a 15 veces a través de agujas de didmetro 25%% . Después de la
centrifugaciéon, se tomo el sobrenadante como el lisado total celular y se
conservoé a -80° C.

5.2. Obtencion de fracciones celulares: fraccionamiento

subcelular para la proteina RhoA.

Siguiendo el método ya citado de Stamatakis et al (2002), los
cultivos subconfluentes de LTC y SW1353 fueron sembrados durante 24
horas en placas de 60 mm vy tratadas con las estatinas solas o
combinadas con 200 uM de mevalonato. Luego las células fueron

tratadas con PBS frio y homogeneizados en tampdn de lisis (Tris 20 mM
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pH 7.5, MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 250 mM y DTT (Ditiotreitol)
0.1 mM conteniendo 2 pg/ml de cada uno de los inhibidores de proteasas
leupeptina, aprotinina, pepstatina). Por Ultimo, los lisados se
centrifugaron a 200.000 g durante 30 minutos a 4° C (Beckman TLA100
rotor). La fraccion membranal se obtuvo del sobrenadante de esta
centrifugacién y la fraccién citosdlica del pellet celular.

5.3. Cuantificacion de proteinas.

Siguiendo el método clasico de Bradford (Bradford 1976) se
determind la concentracién proteica con el kit de Bio-Rad (Protein Assay
Dye Reagent Concentrate Catalog Number 500-0006).

5.4. Ensayos de Western Blot.

Para el estudio proteico se hizo una electroforesis vertical (Mini-
Protean® 3 Cell, Bio-Rad) en geles de poliacrilamida-SDS al 15%. En
primer lugar, las proteinas fueron transferidas a las membranas PVDF
(Immuno-Blot® PVDF, Bio-Rad) mediante el equipo Mini-Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) durante 16 horas a 4° C. A
continuacion se tineron las membranas con rojo Ponceau con el fin de
confirmar la homogeneidad de la carga de proteinas en cada pocillo, asi
como la uniformidad de la transferencia antes de iniciar el proceso de
incubacidon con los anticuerpos: anticuerpo primario anti RhoA (dilucion
1:1000, 2 horas de incubacion a temperatura ambiente, Santa Cruz
Biotech). Tras estas incubacion, se realizaron de 1 a 3 lavados con el
tampdén TBST-T y se incubd con el anticuerpo secundario anti-ratén

(dilucién 1:6000, 40 minutos de incubacidn a temperatura ambiente,
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Dako). Las membranas se bloguearon a temperatura ambiente durante

una hora con leche desnatada al 10% disuelta en tampdn TBST-T.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores numéricos obtenidos se expresaron como media +
SEM, y fueron comparados los grupos tratados con los no tratados, asi
como los procedentes de las células tumorales contra las células que
sirvieron como controles. La significaciéon estadistica de las diferencias
observadas entre los grupos se evaludé usando el test del andlisis de la
varianza ANOVA, y, a continuacién, un analisis post hoc con el test de

Scheffé. Se asumid una diferencia significativa cuando p>0,05
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1.- ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

1.1.- La simvastatina tiene un efecto antiproliferativo en las
lineas de condrosarcoma de rata LTC y C422.

En las lineas celulares de condrosarcoma de rata LTC y C422
evaluamos la sensibilidad a la accion de la simvastatina en estas lineas,
en comparacion con las células controles (células NIH3T3 y cultivos
primarios de condroblastos). En primer lugar, el ensayo con MTT objetivo
una marcada disminucion de la viabilidad celular en las lineas tumorales
tras 24 y 48 horas de tratamiento con la simvastatina. Este efecto

antitumoral fue maximo a la concentraciéon de 10 pM de simvastatina

(Figura 7).
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Figura 7. Disminucién de la viabilidad celular en lineas celulares de condrosarcoma de
rata. Grafica comparativa de la actividad MTT en las lineas celulares LTC y C422. En todos
los ensayos la actividad se representa por la media + SEM de tres experimentos
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En estas lineas la acciébn supresora de la viabilidad celular fue
contrarrestada tras la adicion de 200 uM de mevalonato, indicativo de

que este efecto farmacolégico es dependiente de la via del mevalonato

(Figura 8).

— c422

2 IC., 0,95 uM
S 100+ ke

ot

K=

S 754 I
s

-

5 50+

@Q

>

e

2 254

=

(7]

C 0,1 1 10 + Mev
= LTC IC., 2,10 uM
= ,10 p
2 1004 - >0
=
(=]

[&]

4]

& 754 I
[=]

[7;]

BE

@ 504
[&]

=

[14]

>

S 25
Q

o

-

w

T T T 4 4

C 0.1 1 10 + Mev
Figura 8. Representacion de la viabilidad celular en lineas celulares de condrosarcoma

de rata LTC y C422. En ambos casos la disminucion de la viabilidad inducida por la

simvastatina pudo ser revertida casi en su totalidad tras afadir el mevalonato. Se
representa la media + SEM de tres experimentos
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Las concentraciones inhibitorias del crecimiento celular al 50%
(ICsp0) inducida por la simvastatina (Tabla 5) oscilaron entre el 0.74-2.60
UM, en el caso de la linea celular LTC, y de 1.64-1.29 uM para la linea
C422 (p<0.05, p<0.01), en comparacion con los condroblastos
primarios), y con los fibroblastos, respectivamente (Figuras 9 y 10). Sin
embargo, en caso de los fibroblastos NIH3T3 la viabilidad celular no se

modifico significativamente a dosis menores a 10 pM (p<0.05).

LTC 0,74-2,60
c422 1,29-1,64 Tabla 5. Valores de las ICsy de las lineas
tumorales LTC y C422 frente al control
NIH3T3 4.75 NIH3T3. Se representa la media + SEM de
’ tres experimentos
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Figura 9. Representacién gréafica de la viabilidad celular en lineas celulares de
condrosarcoma de rata LTC y C422 en comparacion con la de condroblastos primarios y
fibroblastos. La ICsq fue entre 3 y 6 veces menor en las células tumorales que en las no
transformadas. Se representa la media + SEM de tres experimentos
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Figura 10. Representacion grafica de la viabilidad celular en lineas celulares de
condrosarcoma de rata LTC y C422 en comparacion con la condroblastos primarios y
fibroblastos. La IC5q fue entre 3 y 6 veces menor en las células tumorales que en las no
transformadas. Se representa la media + SEM de tres experimentos

Cuando este mismo efecto se estudi6 en las células cartilaginosas no
transformadas, provenientes de los cartilagos costales de ratas neonatas, los
resultados obtenidos nos indicaron que el efecto antitumoral de la simvastatina
en el condrosarcoma parece que es selectivo en las células tumorales y no en
las sanas. Ello es debido a que la viabilidad no se afecté con los tratamientos
de simvastatina en los condroblastos normales a las concentraciones

farmacoldégicas usadas en las células tumorales.
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El efecto antitumoral de la simvastatina sobre los condrosarcomas fue
dosis- y tiempo-dependiente, descendiendo progresivamente la viabilidad con
la concentracién y el tiempo, siendo maximos a una dosis de 10 pM de

simvastatina y tras 72 horas de administracion del farmaco (Figura 11).
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Figura 11. La disminucion de la viabilidad en la linea celular de condrosarcoma de rata
LTC fue dependiente de la dosis administrada de simvastatina, siendo maxima a 10 pM. A
una dosis de 1 pM a las 72 horas la diferencia en la disminucion de la viabilidad fue
significativa respecto a los controles (33% superior respecto al control, p< 0,001). Se
representa la media + SEM de tres experimentos

El efecto antitumoral de la simvastatina fue dependiente de la via del
mevalonato. Cuando las células tumorales fueron co-tratadas con simvastatina
y con mevalonato, la reversion sobre la disminucién de la viabilidad fue
completa. Este efecto fue similar al obtenido tras la co-administracién de los
dos lipidos isoprenoides FPP y GGPP con la simvastatina. El grado de reversion
del efecto de la simvastatina, sin embargo, fue menor cuando sélo se co-
administr6 con FPP que cuando se hizo con GGPP, lo cual sugiere que la
afectacion de la viabilidad celular parece depender mas de los procesos de

geranilgeranilacion que de farnesilacion (Figura 12)
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Figura 12. La disminucion de la viabilidad en la linea celular de condrosarcoma de
rata LTC fue dependiente de la dosis administrada de simvastatina y del tiempo durante el
cual fueron tratadas. La reversion del proceso fue completa cuando se administro
conjuntamente con el mevalonato y parcial cuando se coadministré con los diferentes
lipidos isoprenoides. Se representa la media + SEM de tres experimentos
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1.2.- Las estatinas lipofilicas ejercen un efecto antiproliferativo
qgue es dependiente del tiempo y la dosis en las lineas SW1353.

En los gréaficos que se exponen a continuaciéon, se observa que el mismo
efecto observado en las lineas celulares de condrosarcoma de rata LTC y C422
también se reproduce en la linea celular de condrosarcoma humano SW1353, lo
cual indica que esta respuesta no depende de la especie tratada. En la Figura
13, se pueden observar los mismos resultados usando la simvastatina en la

linea humana, siendo esta respuesta tiempo y dosis dependiente.
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Figura 13. La disminucién de la viabilidad en la linea celular de condrosarcoma
humano SW1353 fue dependiente de la dosis administrada de simvastatina y del tiempo
durante el cual fueron tratadas. Se representa la media + SEM de tres experimentos

Lo siguiente que se estudio era si este efecto era clase-dependiente de la
familia de las estatinas y en qué medida. Para ello utilizamos diferentes
estatinas lipofilicas (lovastatina, atorvastatina y fluvastatina) e hidrofilicas
(pravastatina). Como se puede comprobar en las gréficas de la Figura 14, en
las que se representa la viabilidad celular tras ser tratadas con la lovastatina,
atorvastatina y fluvastatina, el perfil de la respuesta a estas tres drogas fue
similar al observado tras ser tratadas con simvastatina, siendo esta respuesta

tanto tiempo- como dosis-dependiente.
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(A)

(B)

(9

Figura 14. La disminucién de la viabilidad en la linea celular de condrosarcoma
humano SW1353 fue dependiente de la dosis administrada de lovastatina (A), de
atorvastatina (B) y de fluvastatina (C) del tiempo durante el cual fueron tratadas. Se
representa la media + SEM de tres experimentos
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Sin embargo, cuando se evalu6é el efecto de la pravastatina sobre la

viabilidad celular (Figura 15), se observ6 que no ejercia ningun tipo de efecto

a lo largo del tiempo que durd el experimento, ni con ninguna de las dosis

utilizadas. Estos resultados nos indican que la accion de las estatinas sobre la

viabilidad celular en los condrosarcomas tiene un efecto clase, pero sélo con las

estatinas lipofilicas, pero no con las hidrofilicas.
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Figura 15. La viabilidad en la linea celular de condrosarcoma humano SW1353 no se
afecté con ninguna dosis administrada de pravastatina durante todo el tiempo durante el
cual fueron tratadas. Se representa la media + SEM de tres experimentos

Las ICso de las diferentes estatinas al cabo de 72 horas queda reflejado

en la Tabla 6 y en la Figura 16. Se observa que, mientras las ICso de las

estatinas lipofilicas oscilaron entre 0,99-8,61 uM, en el caso de la estatina

hidrofilica (pravastatina) la 1Cso fue superior a 100 pM.

ESTATINA 1Cs0 (UM)

Pravastatina >100
Lovastatina 5,19
Fluvastatina 0,99
Atorvastatina 8,61
Simvastatina 1,53
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Tabla 6. Representacion de la sensibilidad
a las estatinas (ICs) en la linea de
condrosarcoma humano SW1353. El
condrosarcoma no fue sensible a la
pravastatina.
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Figura 16. Representacion de la sensibilidad a las estatinas (ICso) en la linea de
condrosarcoma humano SW1353. El condrosarcoma no fue sensible a la pravastatina. Se
representa la media + SEM de tres experimentos

1.3.- El mevalonato y el GGPP revierten la toxicidad inducida

por las estatinas en las lineas SW1353.

Al igual que ocurre con las lineas de condrosarcoma de rata LTC y C422,
el efecto antiproliferativo de las estatinas lipofilicas es dependiente de la via del
mevalonato. Como se puede observar en las graficas siguientes, la curva de
viabilidad se desplaza hacia la derecha tras la co-administraciéon de
mevalonato, de FPP y de GGPP. Este desplazamiento es maximo cuando se
administra junto a la estatina el mevalonato y el GGPP. Sin embargo, es
minima o inexistente cuando se afiade FPP. Estos datos no so6lo nos informan
de que el efecto antiproliferativo de las estatinas lipofilicas es dependiente de la
via del mevalonato, sino que, ademas, los fendmenos que acontecen dependen

de los procesos de geranilgeranilaciéon proteica (Figura 17, 18, 19 y 20).
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Figura 17. Representacion de la sensibilidad a la simvastatina en la linea de
condrosarcoma humano SW1353. El proceso es dependiente de la via del mevalonato. Se
representa la media + SEM de tres experimentos
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Figura 18. Representaciéon de la sensibilidad a la lovastatina en la linea de
condrosarcoma humano SW1353. El proceso es dependiente de la via del mevalonato. Se
representa la media + SEM de tres experimentos
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Figura 19. Representacion de la sensibilidad a la atorvastatina en la linea de
condrosarcoma humano SW1353. El proceso es dependiente de la via del mevalonato. Se
representa la media + SEM de tres experimentos
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Figura 20. Representacion de la sensibilidad a la fluvastatina en la linea de
condrosarcoma humano SW1353. El proceso es dependiente de la via del mevalonato. Se
representa la media + SEM de tres experimentos
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2.- ENSAYO DE APOPTOSIS

2.1.- Modificaciones morfoldgicas en las lineas LTC y C422.

El tratamiento con la simvastatina (10 uM) durante 48 horas provoco en
las dos lineas de condrosarcoma de rata (LTC y C422) alteraciones morfoldgicas
propias de alteracion de la viabilidad dependiente de un proceso de apoptosis.
Asi, se observé que estas células presentaban un aspecto redondeado y
encogido. Ademas, cuando las placas de cultivo se agitaban suavemente, estas
células redondeadas fueron incapaces de mantenerse adheridas al sustrato del
plato de cultivo y se desprendian del mismo, indicando con ello que el
tratamiento farmacolégico, ademas, afectaba a la capacidad de adhesion
celular. Estas modificaciones morfolégicas se contrarrestaron tras la co-
administracion de la simvastatina con mevalonato (200 uM) (Figura 21),

indicando de nuevo que el efecto de la estatina es dependientes de esta via

metabdlica.

Control Simv 10 uM Simv 10 pM + Mev

Figura 21. El tratamiento con simvastatina de las lineas LTC y C422 provocé cambios
morfoldgicos caracteristicos de apoptosis, que fueron revertidos en su totalidad con la co-
administracion del mevalonato
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2.2.- Estudio mediante marcaje con DAPI.

Cuando las células LTC y C422 fueron tratadas con 10 uM de
simvastatina el porcentaje de células con nucleos fragmentados y con
cromatina condensada, indicadores de la existencia de un proceso apoptético,
debidas al marcaje con DAPI, mostré un aumento del nUmero de respecto a la
situacion control (Figura 22). Mientras en el grupo control se observé un 2,5%
de células positivas para DAPI, en el grupo tratado el porcentaje ascendié hasta
un 25% (10 veces mas), siendo este incremento significativo desde el punto de
vista estadistico (Tabla 7, p<0.01). Tras la co-administraciéon con 200 uM de
mevalonato, este efecto revirtié, siendo la diferencia sélo de 0,8 veces menor,
no siendo estadisticamente significativa. Cuando se utiliz6 como control la
accion del quimioterapico etopodsido a dosis de 5 y 10 uM, el porcentaje de
células apoptoticas fue superior al encontrado en la situacion control (1,36
veces y 2,64 veces, respectivamente, siendo en estos casos las diferencias
significativas, con p < 0,02). Sin embargo, el efecto del quimioterapico a estas
dosis no superd a la producida por la simvastatina a una dosis de 10 uM. A la

dosis de 5 uM de etopdsido se cuantificaron 7,35 veces menos células

TRATAMIENTO % APOPTOSIS % vs CONTROL
Control 2,5

10 pM Sv 25 1000

10 uM Sv + Mev 2 80

5 pM Etop 3.4 136

10 pM Etop 6,6 264
Golpe de calor 11,3 452

Tabla 7. Porcentaje de células positivas para DAPI en tratamiento con
simvastatina. Mev mevalonato; Etop etopdsido
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apoptadticas que con la simvastatina. En el caso del etopésido a una dosis de 10
MM de etopésido se cuantificaron 3,39 veces menos células apoptéticas que con
la simvastatina. Por ultimo, cuando se utilizé el golpe de calor como método
para provocar la apoptosis celular, el porcentaje de células apoptéticas fue 4,52
veces superior que en la situacion control (p<0.01), pero menor que la

provocada por la simvastatina (2,21 veces menor, p<0.01).

Control Simv 10 puM Simv 10 uM + Mev
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Figura 22. Fotografia y representacion grafica de la induccidon de apoptosis evaluada
mediante la tincibn de DAPI tras tratamiento de las células de condrosarcoma con
simvastatina, comparado con situaciones control tratado con etopdsido y con golpe de
calor.
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2.3.- Estudio de apoptosis mediante DNA laddering.

Cuando las células LTC y C422 fueron tratadas con simvastatina a dosis
de 0,1, 1 y 10 pM durante 24, 48 y 72 horas, se observé que se producia una
degradacion del ADN que fue dependiente del tiempo y de la dosis, siendo
apreciable a partir de las 48 horas con dosis superiores a 1 pUM. Este efecto
apoptotico fue revertido tras la co-administracion con 200 uM de mevalonato,
indicando de nuevo que este proceso es dependiente de esta via metabdlica
(Figura 23).
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Figura 23. Representacion grafica de la induccion de apoptosis evaluada mediante la
degradacién del ADN tras tratamiento de las células de condrosarcoma de rata con
diferentes dosis de simvastatina durante 24, 48 y 72 horas.
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Cuando se evalué el efecto de la simvastatina en células de
condrosarcoma humano SW1353 se observé el mismo efecto de degradacion en
escalera del ADN que en las células de condrosarcoma de rata anteriormente
resefiado (Figura 24). El efecto fue dosis dependiente (0,3, 1, 3, 10, 30y 100
MM), siendo revertido con el mevalonato y con los lipidos FPP y GGPP. Este
efecto de la simvastatina fue dependiente del tiempo igualmente (12, 24, 36,

48 y 72 horas), sobre todo a partir de las 36 horas, siendo revertido con el

mevalonato, con el lipido isoprenoide GGPP y parcialmente con el FPP.
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Figura 24. Representacion gréafica de la induccién de apoptosis evaluada mediante la
degradacion del ADN tras tratamiento de las células de condrosarcoma humano con
diferentes dosis de simvastatina durante diferentes tiempos. El efecto fue dependiente del
tiempo vy la dosis y revertido por el mevalonato y el GGPP, pero no por el FPP.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lépez 62




Resultados

Se observd ademas que este efecto de las estatinas en células de
condrosarcoma humano SW1353 fue dependiente de los procesos de
geranilgeranilacion (mimetizado tras la adicion de GGTI), y dependiente de la
lipofilicidad de la estatina, ya que se reproducia tras la adicion de fluvastatina,

atorvastatina y lovastatina, pero no tras afadir la estatina hidrofilica

pravastatina (Figura 25).

1. MW

2.Control

3.Simv 30 uM

4.Simv 30 uM + Mev 200 uM
5.GGTI 30 uM

6.Prav 30 pM

7.Fluv 30 uM

8. Atorv 30 uM

9.Lov 30 uM

Figura 25. Representacion grafica de la induccion de apoptosis evaluada mediante la
degradacion del ADN tras tratamiento de las células de condrosarcoma humano con
diferentes estatinas. El efecto fue mimetizado por GGTI y no se reprodujo cuando se utilizod
una estatina hidrofilica (pravastatina).

2.4.- Estudio de apoptosis mediante citometria de flujo.

Cuando las células de condrosarcoma de rata LTC fueron tratadas con
simvastatina a una dosis de 10 uM durante 48 horas y se marcaron las células
con ioduro de propio, se observd que la droga producia una disminucion en la

fase de sintesis, con parada del ciclo sobre todo en la fase GO-G1 (Figura 26).
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Figura 26. Representacion grafica del perfil del ciclo celular en la situacion control y
tras tratamiento con 10 uM de simvastatina, observandose una disminucion en la fase de
sintesis del ADN v una parada del ciclo en la fase GO/G1.

Esta parada del ciclo celular producido por la estatina se vio acompafiada
de cambios en el pico SubGO, indicando la presencia de muerte celular por
apoptosis. Este efecto apoptético de las estatinas sobre la linea de
condrosarcoma humano SW1353 se evalud, por tanto, midiendo el porcentaje
de células en esta poblacién subdiploide. En primer lugar se constaté que las
estatinas inducen un incremento en el porcentaje de células en esta poblacion
subdiploide, que es dependiente de la dosis y de la via del mevalonato, ya que
revierte tras su co-administracion. Se observé de nuevo que la induccién de

apoptosis solo ocurre con las estatinas lipofilicas, pero no en las hidrofilicas,

como es el caso de la pravastatina (Figura 27).
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Figura 27. Incremento del pico SubGO tras el tratamiento con las estatinas lipofilicas,

pero no con la hidrofilica (pravastatina), que es dosis dependiente y que se revierte con el
mevalonato.
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Ademas, esta respuesta depende esencialmente de los fendmenos de
geranilgeranilacion proteica, ya que el efecto apoptético de la simvastatina en
las lineas SW1353 revierte tras la adicibn de GGPP de manera dosis-

dependiente, pero no con el FPP (Figura 28).
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Figura 28. Incremento del pico SubGO tras el tratamiento con la simvastatina, que se
revierte con el GGPP, pero no tras la adicion de FPP.

Igualmente, se observd un efecto dosis-respuesta sobre la induccién de
apoptosis representada por el incremento de la poblaciéon subdiploide en las
lineas SW1353 tras la administraciéon de los inhibidores de la isoprenilacion
proteica FTlI y GGTI, siendo constatable de forma dosis-dependiente tras la
administracion de este ultimo, pero no tras la administraciéon del FTI. Ambos
experimentos demuestran la importancia de la geranilgeranilacién proteica en

estos fendmenos (Figura 29).
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Figura 29. Incremento del pico SubGO tras el tratamiento con la simvastatina, que se mimetiza
con el GGTI, pero no con el tratamiento con FTI.

Al analizar en detalle la distribucion de las células y ver el porcentaje de
células acorde a la deteccion de la Anexina V y del loduro de Propidio, se
observo que la simvastatina incremento el porcentaje de células anexina V*/IP™
de manera dosis-dependiente en las lineas SW1353. Este efecto fue revertido
por el mevalonato, por el GGPP y el GGPP + FPP. Fue parcialmente revertido
por el FPP; no fue mimetizado por el FTI, pero si por el GGTI, indicando de
nuevo que es un proceso dependiente de la geranilgeranilacion proteica
(Figura 30).

La simvastatina incrementa el porcentaje de células anexina V*/IP" entre
un 35,17% y un 310,17% respecto a la situaciéon control. Tras la adicién de FTI
sOlo incrementd un 26,27%, mientras que cuando se afadié GGTI, el

incremento fue del 357% (Tabla 8).
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Figura 30. Incremento de la fraccién de células anexina V'/IP* tras el tratamiento con la
simvastatina, que se mimetiza con el GGTI, pero no con el tratamiento con FTI, y se revierte por
el GGPP y el mevalonato, pero no por el FPP.

Simv (uM) 48h AV/IP +/ AV/IP +/+ AV/IP /+
C 68,25 14,95 11,80 1,85
1 59,05 23,30 15,95 1,70
3 39,00 38,30 21,10 1,65
10 22,13 37,27 38,20 2,35
30 10,40 38,90 48,40 2,30
100 29,54 27,85 37,90 5,55
10Sv + Mev 53,60 30,10 15,40 1,00
10Sv + GGPP 53,50 28,00 17,00 1,80
10Sv + FPP 26,60 44,70 27,00 1,80
10Sv + GGPP + FPP 46,00 37,20 13,60 0,90
FTI 55,50 28,30 14,90 1,40
GGTI 0,60 45,50 53,90 1,00

Tabla 8. Incremento del porcentaje de células anexina V*/IP* respecto a la situacion control
tras tratamiento con simvastatina y con GGTI, pero no con FTI.
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Igualmente, la simvastatina incrementd el porcentaje de células anexina
V*/IP* de manera tiempo-dependiente en las lineas SW1353. Este efecto
también fue revertido por el mevalonato tras 48 horas de tratamiento con 10
uM de simvastatina (Figura 31). Este incremento fue del 26,52%, 49,72%,
132% y 141% al cabo de 12, 24, 36 y 48 horas, siendo completamente

revertido con el mevalonato en este Ultimo tiempo de estudio (Tabla 9).
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Figura 31. El incremento de la fraccion de células anexina V*/IP* tras el tratamiento con la
simvastatina fue dependiente del tiempo en el que fueron tratadas las células.

Simv (10 pM) AV/IP -/- AV/IP +/- AV/IP+/+  AV/IP/+

C 79,70 10,65 9,05 0,55
12h 72,75 15,50 11,45 0,30
24h 58,90 27,15 13,55 0,55
36h 43,20 35,25 21,00 0,65
48 h 39,95 37,05 21,80 1,25
48 h + Mev 75,50 15,50 9,00 0,10

Tabla 9. Incremento del porcentaje de células anexina V*/IP* respecto a la situacion control
tras tratamiento con simvastatina y a lo largo de los diferentes tiempos de tratamiento.
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3.- ESTUDIO DE LA EXPRESION PROTEICA.

Tras la extraccion proteica total y analizar la expresidon de la proteina
RhoA, en comparacion con el housekeeping gene B-actina, observamos como se
produce un acumulo de la forma no-isoprenilada de la proteina RhoA, cuando
las células son tratadas con simvastatina. Este efecto se contrarresta tras la
adicion del mevalonato, y se observa igualmente cuando afadimos las estatinas
lipofilicas, pero no cuando se tratan con la estatina hidrofilica pravastatina
(Figura 32). En ninguna de estas situaciones experimentales se modificod la

expresion de la p-actina.
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Figura 32. Acumulo de la forma no isoprenilada de la proteina RhoA tras tratamiento con
simvastatina. Este efecto es revertido por el mevalonato. Se produce igualmente con las estatinas
lipofilicas, pero no con la hidrofilica (pravastatina).

Cuando se realizé el fraccionamiento subcelular, se observé como la
expresion de la proteina RhoA era mayor en la fraccion citosdlica que en la
membranal. Este hecho es indicativo de que la forma no isoprenilada de esta

proteina es incapaz de quedarse anclada a la membrana celular y se delocaliza
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a su posicién citosolica. Este efecto se revirtidé con el mevalonato y se mimetizé
con el inhibidor de la prenil-transferasa GGTI. En ninguna de estas situaciones

experimentales se modifico la expresion de la p-actina (Figura 33).
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Figura 33. De-localizacién de la forma no isoprenilada de la proteina RhoA desde la membrana
al citosol tras tratamiento con simvastatina. Este efecto fue revertido por el mevalonato y
mimetizado por GGTI.

Por dltimo, estudiando también la expresion de la proteina RhoA en las
fracciones subcelulares citosdlica y membranal, se observd que este efecto es
también evidente para todas las estatinas lipofilicas, excepto nuevamente para
la estatina hidrofilica pravastatina. En ninguna de estas situaciones

experimentales se modificé la expresion de la B-actina (Figura 34).
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Fraccionamiento subcelular

citosolico

membranal

Figura 34. De-localizacion de la forma no isoprenilada de la proteina RhoA desde la membrana
al citosol tras tratamiento con simvastatina. Este efecto fue revertido por el mevalonato y se
produce igualmente con las estatinas lipofilicas, pero no con la hidrofilica (pravastatina).
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El condrosarcoma es un tumor maligno al que le ocurre lo que a
muchos tumores éseos, en que los hallazgos fisicos no ayudan mucho en
el diagndstico, salvo que el tumor sea muy grande y palpable. A este
problema diagndstico se le suma el que, hasta el presente, no se conocen
tratamientos efectivos para este tumor, dado que es resistente a la
radioterapia y a la quimioterapia. Por ello, la supervivencia en los
condrosarcomas de alto grado malignidad no supera el 15% de los casos,
debido a la aparicién en el 70% de los pacientes de metdastasis
pulmonares. En el 30% de los casos se presentan recidivas a pesar de las
grandes amputaciones a las que son sometidos los pacientes. A pesar de
ello, este tipo de tratamiento tan agresivo es la Unica opcién terapéutica
en la actualidad. Esta reseccién quirdrgica, no siempre efectiva,
condiciona una altisima morbi-mortalidad y en los casos en los que
sobreviven, condicionan grandes y traumaticas amputaciones.

Por este motivo, y con el fin de obtener tratamientos eficaces en el
tratamiento del condrosarcoma, se intentan identificar nuevas vias
metabdlicas que puedan ser explotadas terapéuticamente. Por esta
razén, el desarrollo de drogas que puedan inhibir el crecimiento celular e
inducir la muerte de la célula podria ser atil en el tratamiento de los
condrosarcomas.

En esta Tesis Doctoral ideamos estudiar la accion in vitro de un
grupo de drogas utilizadas desde hace varios afios para reducir los
niveles plasmaticos de colesterol, las estatinas, en el tratamiento de los
condrosarcomas.

Desde el punto de vista clinico, el tratamiento

hipocolesterolemiante con las estatinas estd asociado con una reduccion
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de la formacidn de la placa arterioesclerética y de la estabilizacién de la
placa arterioesclerética preexistente (Schartl y col., 2001). Sin embargo,
estos beneficios clinicos de las estatinas no sdlo estan relacionados con la
reduccion de los niveles de colesterol séricos, sino con los llamados
efectos pleitréopicos de estas drogas (Bellosta y col., 2000). Asi, se sabe
que a nivel vascular afecta los procesos inflamatorios que acontecen, a
las alteraciones de la funcién endotelial y sobre el estrés oxidativo
relacionado con la formaciéon de la placa de ateroma (Werner y col.,
2002); produciendo, ademas, una inhibicién en la formacién de trombos
(Wolfovitz, 2005). Mas alla de sus efectos cardiovasculares, el uso de
estatinas se ha visto relacionado positivamente en la demencia, en la
evolucion del infarto cerebral, en la enfermedad de Alzheimer, en la
esclerosis multiple, en la osteoporosis, en la enfermedad renal crdnica,
en los transplantes, en la degeneracion macular y en las enfermedades
autoinmunes, por ejemplo (Wolfovitz, 2005).

Este efecto colateral de las estatinas se relaciona con la sintesis y
la funcidon de los lipidos isoprenoides farnesil pirofosfato (FPP) vy
geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Se sabe que el FPP y el GGPP
interactian con la familia de proteinas hidréfilas Ras uniéndose
covalentemente a ellas. La lipofilicidad obtenida gracias a este complejo
permite la interaccién de la proteina Ras con las membranas celulares. La
familia Ras, necesaria para la diferenciacién y proliferacion celular, y el
crecimiento celular en el cancer, igualmente, es habitualmente
farnesilada. Sin embargo, un miembro de la familia de Ras, la proteina
Rho, importante para la formacidon del citoesqueleto, y la progresion de

crecimiento de las células, es normalmente geranilgeranilada. Otras
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proteinas también geranilgeraniladas incluyen las proteinas Rab,
necesarias para el transporte de vesiculas dentro de la célula; la familia
Rap, que desempena un papel en la replicacion celular, la activacion
plaquetaria y la generacidon de radicales de oxigeno; y las proteinas G,
necesarias en el proceso de transduccion de sefales (Faggiotto y Paoletti,
1999).

Cada vez son mas los estudios que identifican a las estatinas como
posibles agentes quimioterapéuticos en la terapia y/o prevencion del
cancer (Mo y Elson, 2004; Hindler et al., 2006) a través de sus
interacciones con funciones celulares esenciales, como es el caso del
crecimiento de la células tumorales (Sumi y col., 1992). Ademas, se han
identificado estos efectos pleitrépicos con cambios en la célula
cancerigena relacionados con la proliferacion celular, diferenciacion,
supervivencia, morfologia celular, motilidad e induccidn de apoptosis
(Jakobisiak y Golab, 2003). Por otro lado, dentro de su capacidad
antitumoral hay que destacar los efectos anti-angiogénicos al disminuir la
producciéon de factores de crecimiento endoteliales (Holash y col., 1999);
al inhibir la formaciéon de tubos capilares (Vincent y col., 2001; Park y
col., 2002); al inhibir la proliferacion-migracion de las células
endoteliales; y al inducir la apoptosis de estas células vasculares (Dulak y
Jozkowicz, 2005).

Varios efectos han sido descritos tras la inhibicion de la sintesis de
FPP y GGPP por las estatinas en las células tumorales, como Ila
potenciacion del efecto apoptético, la disminucién de la proliferacion
celular, y la disminucién de la invasividad.

Asi, en relacién con la apoptosis, Dimitroulakos describe que la
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lovastatina induce apoptosis en células de leucemia mieloide aguda, pero
no en los progenitores normales de la médula ésea con dosis que pueden
alcanzarse in vivo (Dimitroulakos y col., 1999). En lineas celulares del
sarcoma de Ewing CHP-100 el analisis de microarrays de ADN confirmo
gue la lovastatina altera el programa de la expresién génica, y, tras la
diferenciacion morfoldgica, las células sufrieron apoptosis rapidamente
(Kim y col., 2000).

Por otro lado, en relacidn con el ciclo celular y la proliferacion
celular, el fallo en la geranilgeranilacion de proteinas del citoesqueleto,
como las proteinas Rho, es el evento molecular mdas probable en la
inhibicion de la progresion del ciclo celular. En este sentido, la inhibicidn
de la sintesis de los isoprenoides, pero no del colesterol, por las estatinas
disminuyd la sintesis de ADN inducida de PDGF e inhibe la proliferacion
celular mediante la detencién del ciclo celular entre la fase de transicion
G1/S. Algunos autores piensan que este efecto es mediado por la accién
de la via p21WAFYCIPl/p53/EDF (Lee y col., 1998; Rao y col., 1998). Sin
embargo, otros autores encuentran que la inhibicién del ciclo celular por
las estatinas es independientemente de esta via (Rao y col., 1998). Una
via alternativa sugerida por algunos autores, es a través de la via de p73,
independiente de p53 /E2F (Park y col., 2002)

Respecto a la accidén sobre la invasividad, se sabe que el cambio
mas deletéreo durante la progresion del cancer es el cambio de un tumor
con crecimiento localizado a una forma metastasica (Clark, 2000). En
este sentido, se sabe que las estatinas estdn implicados en la
modificacion de las proteinas del citoesqueleto involucradas en la

migracién celular, aumentando con ello la motilidad celular a través de la
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acciéon de RhoA (Matsumoto, 2001), con una alteracién concomitante de
la funcion quimiotactica. Por otro lado, algunos autores sugieren que otra
accion antitumoral de las estatinas se relaciona con la inhibicion de la
degradacion de la matriz extracelular (Denoyelle y col., 2001) y sobre la
disminucidon de su capacidad invasiva. En este sentido se ha demostrado
gue el nivel de expresién de RhoA en los tumores es varias veces
superior a la del tejido normal circundante (Clark, 2000). Ademas, el
tratamiento de los animales portadores de tumor con inhibidores de la
HMG-CoA reductasa ha demostrado que disminuye la metastasis de
pulmoén de células de melanoma de ratéon B16F10 (Jani y col., 1993); de
las células de cancer de mama del ratén (Alonso y col., 1998); de las
metdastasis en ganglios linfaticos de las células de linfoma de rata (Matar
y col., 1999); y la metastasis hepaticas de las células del cancer de colon
de ratén (Mehta y col., 1998).

A lo largo de los afios han ido aumentando el niumero de estudios
en los que se evalla la potencial accién de las estatinas como posibles
agentes quimioterapéuticos en la terapia y/o prevencidon del cancer (Mo y
Elson, 2004; Hindler y col., 2006; Osmak, 2012; Thurnher y col., 2012;
Zeichner vy col., 2012; Clendening vy Penn, 2012; Gronich vy
Rennert, 2013). Es importante el uso de estos farmacos ya que la
inhibicién de la sintesis de isoprenoides por las estatinas es un paso
esencial en la regulacion de la proliferacion celular y en la apoptosis (Joo
y Jetten, 2010).

Se sabe que la deplecion de los |lipidos isoprenoides,
fundamentalmente el GGPP producida por la inhibicién de la enzima

HMG-CoA reductasa, es el principal mecanismo que regula la muerte
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celular en lineas celulares tumorales después de la exposicion a las
estatinas (Cafforio y col., 2005; Rattan y col., 2006). Esta inhibicién en la
sintesis enddgena de los lipidos isoprenoides resulta usualmente en
modificaciones en los procesos de isoprenilacién, y por tanto, de
modificaciones post-traslacionales en ciertas proteinas que, a su vez,
inhiben la activaciéon de diferentes proteinas efectoras que intervienen en
los procesos de senalizacién celular. Generalmente, estas proteinas que
sufren modificaciones post-traslacionales pertenecen a la familia de
proteinas Rho y K-Ras y son denominadas pequenas GTPasas (Jani y col.,
1993; Denoyelle y col., 2001; Kusama y col., 2001).

Son numerosos los estudios aparecidos en los Ultimos afios que
demuestran el efecto de estos farmacos tanto en tumores sélidos (Beales
y col., 2013; Park y col., 2013; Singh y Singh, 2013; Singh y col., 2013;
Liu y col.,, 2014; Lytras y col., 2014; Yeganeh y col., 2014) como
hematoldgicos (Qi y col., 2013; van Besien y col., 2013; Chae vy
col., 2014; Song y col., 2014). En todos casos se ha observado un
retardo en el crecimiento tumoral y/o la inhibicidn del procesos
metastatico (Jakdbisiak y Golab, 2003). Adicionalmente, varios ensayos
clinicos estudian actualmente la actividad antitumoral de las estatinas
(Thibault y col., 1996; Larner y col., 1998; Dimitroulakos y col., 2001;
Minden y col., 2001; Knox y col., 2005).

Sin embargo, no existen referencias sobre el uso de las estatinas
en los condrosarcomas, razén por la que decidimos estudiar en este tipo
tumoral su accién sobre los fendmenos apoptoticos inductores de muerte
celular tumoral.

Por todo ello, el presente trabajo que presentamos como Tesis
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Doctoral ha mostrado que las estatinas lipofilicas simvastatina,
lovastatina, atorvastatina y fluvastatina, pero no la estatina hidrofilica
pravastatina, tras inhibir a la enzima HMG-CoA reductasa, inhiben Ia
viabilidad celular de las lineas celulares de condrosarcoma de rata LTC y
C422 y la humana SW1353, ademas, de provocar la muerte celular por
apoptosis de las mismas. Asociado a estos fendmenos, estos efectos de
las estatinas lipofilicas en estas lineas de condrosarcoma mostraron una
dependencia de RhoA, al alterarse su isoprenilacidon y delocalizarse de su
posicién membranal hacia la citosdlica.

En diferentes lineas celulares tumorales, como el cancer de
prostata, el carcinoma gastrico, el carcinoma pancreatico, el
adenocarcinoma de colon, el neuroblastoma, el glioblastoma, el
mesotelioma, el melanoma vy las células de la leucemia mieloide aguda ya
ha sido mostrado por otros autores una inhibicidon de la viabilidad celular
tras ser tratadas con estatinas (Sumi y col., 1992; Newman y col., 1997;
Bouterfa y col., 2000; Kim y col., 2000). Sin embargo, en tumores de
estirpe mesenquimal sélo hay datos consistentes en lineas celulares de
osteosarcoma de rata. Recientemente se ha descrito que la
simvastatina disminuye la viabilidad celular e induce apoptosis en la linea
de osteosarcoma de rata UMR-106 (Sandoval-Usme y col., 2014). En los
resultados que presentamos en la presente Tesis Doctoral demostramos
gue las estatinas ejercen un efecto deletéreo in vitro sobre la viabilidad
celular de los condrosarcomas.

Nuestros resultados demuestran una inhibicion de la viabilidad
celular en las lineas celulares de condrosarcoma de rata LTC y C422 tras

ser estimuladas con FBS al 10% para favorecer el crecimiento y la
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proliferacién celular (Nagata, 1997). Este efecto fue independientemente
de las caracteristicas fenotipicas del tipo celular estudiado y, ademas, fue
dependiente de la dosis y del tiempo durante el cual fueron tratadas las
células. Asi, por ejemplo, se observd que con la dosis de 10 uM de
simvastatina la linea celular de rata C422 mostré mayor eficacia al cabo
de 48 horas de tratamiento que en la linea celular de rata LTC; aunque la
ICso para las células C422 fue de 0.95 yM y para las LTC fue de 2.10 uM.
En este sentido se sabe que a la concentracién plasmatica de 0.10 a 3.92
MM (24 mg/kg/dia) corresponde a un rango de dosis que produce la
apoptosis in vitro en diferentes tipos tumorales sensibles a estas drogas
(Dimitroulakos y col., 1999; Dimitroulakos y col., 2001), estando en
nuestro modelo en concordancia con estas observaciones. La ICso media
para las células C422 y para las LTC estuvo en torno 1.5 yM, mientras
que en las células controles NIH3T3 fue de 4,75 (3 veces superior). Asi
mismo, otros autores han observado que las células normales parecen
ser mas resistentes a los efectos antiproliferativos de las estatinas que
las células tumorales (Dimitroulakos y col., 2001; Kusama y col., 2001).
En nuestros resultados llegamos a la misma conclusion, al observar como
la viabilidad celular practicamente no sufri®é cambio alguno cuando se
trataron los fibroblastos NIH3T3 y las células condrobldsticas sanas,
demostrandose con ello una mayor selectividad de la droga en las células
tumorales del condrosarcoma.

Otros autores, como Dimitroulakos y Newman (Newman y col.,
1997; Dimitroulakos y col., 1999) ya apoyaron antes la hipdtesis del
efecto selectivo de las estatinas sobre células transformadas. Este dato

parece estar también en correlacion con los datos experimentales que
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muestran mayor eficacia pro-apoptotica de las estatinas
fundamentalmente en las células que estan activamente proliferando

(Han y Wyche, 1996; Park y col., 1999; Kim y col., 2000; Marom y col.,

1994). Esto hace que este efecto apoptético tenga mayor selectividad en
las células tumorales que en las células sanas.

Es importante destacar que la adicion del mevalonato, producto de
la reaccién catalizada por la HMG-CoA reductasa, previno el efecto
inhibitorio de la viabilidad celular tal y como otros autores ya habian
informado previamente (Soma y col., 1992). Ello prueba que el efecto de
estas drogas es dependiente especificamente de esta via metabdlica.
Respecto a la capacidad de los lipidos isoprenoides FPP y GGPP para
revertir el efecto de las estatinas, estd claro que la accion es
fundamentalmente dependiente del GGPP, resaltando con ello los
fendmenos de geranilgeranilacién como responsables de los efectos
terapéuticos de las estatinas.

Este efecto sobre la viabilidad celular en células de condrosarcoma
de rata fue igualmente confirmado en la linea de condrosarcoma
humano SW1353, comprobandose, al igual que en el caso de la rata, que
este efecto fue tiempo y dosis dependiente, que fue contrarrestado por
los miembros de la via del mevalonato, esencialmente por este ultimo y
por el GGPP; y, un dato muy importante, es que este efecto soélo se
produjo con la estatinas lipofilicas y no con las hidrofilicas, como la
pravastatina.

Diversos trabajos han mostrado que Ilas estatinas inducen
apoptosis a nivel experimental en diferentes modelos tumorales, como es

el caso de la leucemia mono-mielocitica juvenil; en tumores el rabdo-
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miosarcoma; en el meduloblastoma; en el mesotelioma maligno; en el
astrocitoma; o en los carcinomas de células escamosas de cérvix, o de
cabeza y cuello (Rubins y col., 1998; Bouterfa y col.,, 2000;
Dimitroulakos y col., 2001; Dimitroulakos y col., 2002). En nuestro
modelo, hemos demostrado que la simvastatina induce apoptosis en
células de condrosarcoma de rata y humano, al observar una pérdida del
anclaje celular al sustrato; al generarse cuerpos apoptéticos, al
redondearse la célula y constrefirse el citoplasma; al producirse la
fragmentacién internucleosomal del ADN, caracteristica de los procesos
apoptoticos; y, por ultimo, al producirse los cambios en el perfil de la
citometria de flujo con Anexina-V y ioduro de propidio caracteristicos de
la apoptosis. Ademas, otro aspecto muy interesante de este trabajo, es
gue la apoptosis inducida en las células de condrosarcoma tras ser
tratadas con estatinas soélo fue evidente cuando la estatina usada tenia
caracteristicas lipofilicas, pero no siendo sensibles a las hidrofilicas, como
la pravastatina.

En esta Tesis hemos demostrado, ademds, que los cambios
apoptoticos inducidos por las estatinas se pueden revertir con
mevalonato, lo cual indica que esta via metabdlica resulta imprescindible
para la supervivencia celular de los condrosarcomas. Este mismo
fendmeno ha sido observado por otros autores, los cuales han mostrado
gue la deplecion de mevalonato es responsable de la apoptosis inducida
por las estatinas (Xia y col.,, 2001). De todos los metabolitos que
intervienen en esta via metabdlica, las evidencias cientificas parecen
demostrar que el Unico lipido isoprenoide capaz de inhibir la apoptosis

tras ser tratadas con las estatinas es el GGPP, tal como ha sido defendido
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por algunos autores (Marcelli y col., 1998; Agarwal y col., 1999; Xia y
col., 2001).

En concordancia con esta hipdtesis, en nuestros resultados se
demuestra que el GGPP previene la apoptosis inducida por simvastatina
con mayor efectividad que el FPP, tal como ha sido observado por otros
autores (Marcelli y col., 1998; Agarwal y col., 1999; Xia y col., 2001).
Esto nos indica que la geranilgeranilacion juega un papel critico en los
mecanismos de supervivencia de algunas células tumorales. Ahondando
mas en este aspecto, este hecho ha sido confirmado por otros autores
usando inhibidores especificos de la geranilgeranil transferasa, como es
el GGTI. Asi, similares resultados se han observado experimentalmente al
demostrarse que el GGTI es mas potente que la lovastatina para producir
apoptosis, mientras que este efecto fue mas pobre cuando se anadia FTI
(Xia y col., 2001). De igual manera, nuestros resultados demuestran que
GGTI, mimetizando la accién de la simvastatina, fue mas eficiente que el
FTI para inducir apoptosis en las células de condrosarcoma humano. Ello,
de nuevo, recalca el papel esencial de la geranilgeranilacion en estos
fendmenos observados en los condrosarcomas. Aunque no sabemos bien
por qué la geranilgeranilacion es mas importante que la farnesilacion de
proteinas en la supervivencia celular, ya que aproximadamente sélo
entre el 0,5% vy el 1% de todas las proteinas celulares estan
geranilgeraniladas, y sélo un pequeio numero de ellas han sido
debidamente identificadas (Prendergast vy col., 2000). Entre estas
proteinas destacan las GTPasas de pequeno tamafo K-Ras y N-Ras, asi
como la familia de proteinas Rho. En base a este hecho, una hipdtesis

para demostrar que la disminucién de la viabilidad celular y la induccién

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 82




Discusion
de apoptosis tumoral de los condrosarcomas podria ser debido a que la
deplecion de este lipido isoprenoide provoca una inadecuada localizacién
subcelular de estas proteinas geranilgeraniladas, (Cafforio y col., 2005).
Se sabe que la prenilacién de determinadas proteinas permite su
localizacidon en la membrana celular, lo cual condiciona su activaciéon y la
puesta en marcha de una respuesta celular en cascada (Van Aelst y
D'Souza-Schorey, 1997). Como se ha dicho anteriormente, determinados
integrantes de las GTPasas Ras y Rho son las principales proteinas
modificadas post-translacionalmente por mecanismos de isoprenilacién vy,
por tanto, son las principales dianas para los procesos inhibitorios de las
estatinas (Liao, 2002).

En consecuencia con lo dicho, nuestros resultados mostraron un
aumento en los niveles de expresion de la proteina total RhoA cuando las
células fueron tratadas con la simvastatina. Este resultado no significa
gue aumente la expresion de RhoA debido al tratamiento con la
simvastatina, sino que estos cambios en la expresion de RhoA a nivel
post-traslacional disminuyen la degradacion de RhoA, produciendo un
acumulo en los niveles proteicos de su forma no isoprenilada, tal como
fue demostrado por Stamatakis en 2002 (Stamatakis y col., 2002). La
acciéon de la estatina fue contrarrestada por el co-tratamiento con
mevalonato, demostrando de nuevo la implicaciéon de esta via metabdlica
en este efecto. Ademas, fue observado que el efecto sobre RhoA tras el
tratamiento con simvastatina se reprodujo de igual forma con el
tratamiento con las otras estatinas lipofilicas (fluvastatina, atorvastatina
y lovastatina), pero no con la estatina hidrofilica (pravastatina),
indicando con ello la selectividad en la accion de este subtipo de

estatinas.
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Ademas, la accion de la simvastatina condujo a una delocalizacion
de la proteina RhoA de su localizacién membranal hacia la localizacién
citosdlica. Este efecto fue contrarestado por el mevalonato; mimetizado
por el inhibidor de la prenil-transferasa GGTI; y remedado por las
estatinas lipofilicas (fluvastatina, atorvastatina y lovastatina), pero no
por la estatina hidrofilica (pravastatina).

El condrosarcoma plantea un problema clinico muy importante ya
que existen muy pocas opciones curativas. Por naturaleza, el
condrosarcoma es quimio- y radio-resistente, y en un nimero importante
de casos el tratamiento quirdrgico no es efectivo. Por ello, es prioritario
encontrar algun tratamiento que ayude a controlar este tumor.

Una via fundamental mediante al cual las células malignas se
vuelven resistente a los farmacos anti-neoplasicos es evitar la apoptosis
(Fulda, 2010), por lo que la identificacion de compuestos moduladores de
este proceso es clave a la hora de aumentar el arsenal terapéutico.

En nuestros experimentos, las estatinas indujeron una disminucion
de la viabilidad en las células de condrosarcoma, pero no en las de
cartilago no-tumorales, asociado a una induccién de un proceso de
muerte celular por apoptosis. Creemos que estos resultados ofertan una
alternativa en el tratamiento de los condrosarcoma, ya que, en primer
lugar, abre una nueva via de investigacion terapéutica en un tumor con
pocas o0 nulas opciones curativas. En segundo lugar, las estatinas son
farmacos con los que existe gran experiencia de uso, por lo que, su
farmacocinética, farmacodinamia y seguridad son bien conocidos, no
representando, por tanto, un inconveniente para la investigacién. Por

ultimo, en tercer lugar, es interesante destacar que las estatinas (al
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contrario que los antineoplasicos habituales) no afectan negativamente la
funcion de las células no tumorales, y por tanto son de esperar menos
efectos secundarios con su administracion.

En conclusién, este trabajo de investigacidn ha respondido a las
hipdtesis y objetivos planteados acerca del efecto que ejercen las
estatinas, en un modelo tumoral de células de condrosarcoma. Asi, se ha
observado en nuestro modelo celular, que son capaces de inhibir la
viabilidad celular y de provocar su muerte mediada por apoptosis. Estos
efectos son articulados a través de la ruta de sintesis del mevalonato,
aunque de forma selectiva por las estatinas lipofilicas y no por las
hidrofilicas, a través de la inactivacion de las proteinas RhoA. A pesar de
ello, se necesitan mas estudios que nos permitan evaluar la importancia
de la aplicacién terapéutica de este tipo de drogas en el tratamiento de

los condrosarcomas.
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Conclusiones

1.- Las estatinas inducen in vitro disminucién de la viabilidad

celular en las células de condrosarcoma.

2.- La disminuciéon de la viabilidad celular inducida por las

estatinas no depende de la especie tratada, ya que se reproduce tanto en
las lineas de condrosarcoma de rata LTC y C422 como en la de

condrosarcoma humano SW1353.

3.- La acciéon antitumoral in vitro de las estatinas sobre los

condrosarcomas tiene mayor selectividad en las células tumorales que en

las células no tumorales.

4.- La disminucion de la viabilidad celular in vitro inducida por las

estatinas en los condrosarcomas es dependiente de la via del

mevalonato.

5.~ La disminucién de la viabilidad celular dependiente de la via

del mevalonato es esencialmente debido a la ausencia de GGPP.

6.- La disminuciéon de la viabilidad in vitro provocada por las

estatinas es un efecto farmacoldgico tipo clase observable sdlo con las
estatinas lipofilicas (simvastatina, lovastatina, atorvastatina vy

fluvastatina), pero con las hidrofilicas (pravastatina).
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7 .- Las estatinas inducen in vitro induccidén de apoptosis celular

en las lineas celulares de condrosarcoma.

8.- La apoptosis inducida por las estatinas no depende de la

especie tratada, ya que se reproduce tanto en las lineas de
condrosarcoma de rata LTC y C422 como en la de condrosarcoma

humano SW1353.

9.- La induccién de apoptosis celular in vitro inducida por las

estatinas en los condrosarcomas es dependiente de la via del

mevalonato.

10.- El efecto apoptotico inducido por las estatinas es

dependiente de la via del mevalonato, revertido tras afadir GGPP y

mimetizado por la accidn inhibidora de GGTI.

11.- La apoptosis in vitro inducida por las estatinas es un efecto

farmacoldgico tipo clase observable sélo con las estatinas lipofilicas
(simvastatina, lovastatina, atorvastatina y fluvastatina), pero con las

hidrofilicas (pravastatina).

12.- Las estatinas provocan acumulo de la forma no isoprenilada

de la proteina geranilgeranilada RhoA.
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13.- La acumulacién de la proteina RhoA es dependiente de la

via del mevalonato y sélo es producida por las estatinas lipofilicas
(simvastatina, lovastatina, atorvastatina y fluvastatina), pero por las

hidrofilicas (pravastatina).

14.- El tratamiento con las estatinas provoca una delocalizacién

de la proteina RhoA desde la fraccion membranal a la citosdlica, que es

dependiente de la via del mevalonato y es mimetizado por GGTI.

15.- El efecto sobre la delocalizacién de RhoA lo provocaron las

estatinas lipofilicas (simvastatina, lovastatina, atorvastatina vy

fluvastatina), pero por las hidrofilicas (pravastatina).

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 88




BIBLIOGRAFIA




Bibliografia

Aigner T, Miiller S, Neureiter D, Ilistrup DM, Kirchner T, Bjornsson J
(2002). Prognostic relevance of cell biologic and biochemical features in
conventional chondrosarcomas. Cancer; 94:2273-2281.

Agarwal B, Rao CV, Bhendwal S, Ramey WR, Shirin H, Reddy BS, Holt
PR. (1999). Lovastatin augments sulindac-induced apoptosis in colon
cancer cells and potentiates chemopreventive effects of sulindac.
Gastroenterology; 117: 838-847.

Agarwal B, Bhendwal S, Halmos B, Moss SF, Ramey WG, Holt PR (1999).
Lovastatin augments apoptosis induced by chemotherapeutic agents in
colon cancer cells. Clin Cancer Res; 5: 2223-9.

Akiyama H, Furukawa S, Wakisaka S, Maeda T (2006). Cartducin
stimulates mesenchymal chondroprogenitor cell proliferation through
both extracellular signal regulated kinase and phosphatidylinositol
3kinase/Akt pathways. FEBS J; 273:2257-2263.

Alberts AW, Chen J, Kuron G, Hunt V, Huff J, Hoffman C, Rothrock J,
Lopez M, Joshua H, Harris E, Patchett A, Monaghan R, Currie S,
Stapley E, Albers-Schonberg G, Hensens O, Hirshfield J,
Hoogsteen K, Liesch J, Springer J (1980). Mevinolin: a highly potent
competitive inhibitor of hydroxymethylglutaryl-coenzyme A reductase
and a cholesterol-lowering agent. Proc Natl Acad Sci U S A.; 77:3957-61.

Alegret M, Silvestre JS (2006). Pleiotropic effects of statins and related
pharmacological experimental approaches. Methods Find Exp Clin
Pharmacol. 2006; 28:627-56.

Alonso DF, Farina HG, Skilton G, Gabri MR, De Lorenzo MS, Gomez DE
(1998). Reduction of mouse mammary tumor formation and metastasis
by lovastatin, an inhibitor of the mevalonate pathway of cholesterol

synthesis. Breast Cancer Res Treat; 50:83-93

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 89




Bibliografia

Aspenstrom P, Fransson A, Saras J (2004). Rho GTPases have diverse
effects on the organization of the actin filament system. Biochem J;
377(Pt 2):327-37.

Aznar S, Lacal JC (2001a). Searching new targets for anticancer drug design:
the families of Ras and Rho GTPases and their effectors. Prog Nucleic
Acid Res Mol Biol; 67:193-234.

Aznar S, Lacal JC (2001b). Rho signals to cell growth and apoptosis. Cancer
Lett; 165(1):1-10.

Beales IL, Hensley A, Loke Y (2013). Reduced esophageal cancer incidence
in statin users, particularly with cyclo-oxygenase inhibition. World J]
Gastrointest Pharmacol Ther. Aug 6; 4:69-79.

Bellosta S, Ferri N, Arnaboldi L, Bernini F, Paoletti R, Corsini A (2000).
Pleiotropic effects of statins in atherosclerosis and diabetes. Diabetes
Care; 23 Suppl 2:B72-8.

Bergh P, Gunterberg B, Meis-Kindblom JM, KIndblom LG (2001).
Prognostic Factors and Outcome of Pelvic, Sacral, and Spinal
Chondrosarcomas. Cancer; 91:1201-12.

Bishop AL, Hall A (2000). Rho GTPases and their effector proteins. Biochem J;
348 Pt 2:241-55.

Bouterfa HL, Sattelmeyer V, Czub S, Vordermark D, Roosen K, Tonn JC
(2000). Inhibition of Ras farnesylation by Ilovastatin leads to
downregulation of proliferation and migration in primary cultured human
glioblastoma cells. Anticancer Res; 20:2761-7.

Brenner W, Conrad EU, Eary JF (2004). FDG PET imaging for grading and
prediction outcome in chondrosarcoma patients. Eur J Nucl Med Mol

Imaging; 31:189-195.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 90




Bibliografia

Brown MS, Goldstein JL (1986). A receptor-mediated pathway for cholesterol
homeostasis. Science; 232:34-47.

Cafforio P, Dammacco F, Gernone A, Silvestris F (2005). Statins activate
the mitochondrial pathway of apoptosis in human lymphoblasts and
myeloma cells. Carcinogenesis; 26:883-91.

Chae YK, Trinh L, Jain P, Wang X, Rozovski U, Wierda WG, Keating
M3, Estrov Z (2014). Statin and aspirin use is associated with improved
outcome of FCR therapy in relapsed/refractory chronic
lymphocytic leukemia. Blood. 27; 123: 1424-6.

Chow WA (2007). Updte on Chondrosarcomas. Curr Opin Oncol; 19:371-376.
Clark EA, Golub TR, Lander ES, Hynes RO. (2000). Genomic analysis of
metastasis reveals an essential role for RhoC. Nature 406: 532-535.
Clendening JW, Penn LZ. (2012). Targeting tumor cell metabolism with

statins. Oncogene. 29; 31: 4967-78.

Curado. M. P., Edwards, B., Shin. H.R., Storm. H., Ferlay. J., Heanue. M.
and Boyle. P., eds (2007). Cancer Incidence in Five Continents, Vol. IX.
IARC Scientific Publications No. 160, Lyon, IARC.

Denoyelle C, Vasse M, Korner M, Mishal Z, Ganné F, Vannier JP, Soria J,
Soria C. (2001). Cerivastatin, an inhibitor of HMG-CoA reductase,
inhibits the signaling pathways involved in the invasiveness and
metastatic properties of highly invasive breast cancer cell lines: an in
vitro study. Carcinogenesis; 22:1139-48.

Dimitroulakos J, Nohynek D, Backway KL, Hedley DW, Yeger H,
Freedman MH, Minden MD, Penn LZ (1999). Increased sensitivity of
acute myeloid leukemias to lovastatin-induced apoptosis: A potential

therapeutic approach. Blood; 93:1308-18.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 91




Bibliografia

Dimitroulakos J, Ye LY, Benzaquen M, Moore MJ], Kamel-Reid S,
Freedman MH, Yeger H, Penn LZ. (2001). Differential sensitivity of
various pediatric cancers and squamous cell carcinomas to lovastatin-
induced apoptosis: therapeutic implications. Clin Cancer Res; 7:158-67.

Dimitroulakos J, Marhin WH, Tokunaga J, Irish J, Gullane P, Penn LZ,
Kamel-Reid S. (2002). Microarray and biochemical analysis of
lovastatin-induced apoptosis of squamous cell carcinomas. Neoplasia;
4:337-46.

Dorfman HD, Czerniak B (1998). En: “"Bone tumors”. St. Louis. MO: Mosby,
Inc.; pp. 353-440.

Dulak J, J6zkowicz A. (2005). Anti-angiogenic and anti-inflammatory effects
of statins: relevance to anti-cancer therapy. Curr Cancer Drug Targets;
5:579-94.

Eguchi Y, Shimizu S, Tsujimoto Y. (1997). Intracellular ATP levels determine
cell death fate by apoptosis or necrosis. Cancer Res; 57: 1835-40.

Endo A, Kuroda M, Tanzawa K (1976). Competitive inhibition of 3 hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase by ML-236A and ML236B fungal
metabolites, having hypocholesterolemic activity. FEBS Lett; 72:323-6.

Endo M, Matsumura T, Yamaguchi T, Yamaguchi U, Morimoto Y,
Nakatani F, Kawai A, Chuman H, Beppu Y, Shimoda T, Hasegawa
T. (2006). Cyclooxygenase-2 overexpression associated with a poor
prognosis in chondrosarcomas. Hum Pathol; 37: 471-6.

Faggiotto A, Paoletti R. (1999). State-of-the-Art lecture. Statins and blockers
of the renin-angiotensin system: vascular protection beyond their

primary mode of action. Hypertension; 34: 987-96.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 92




Bibliografia

Fiorenza F, Abudu A, Grimer RJ], Carter SR, Tillman RM, Ayoub K,
Mangham DC, Davies AM (2002). Risk factors for survival and local
control in chondrosarcoma of bone. J Bone Joint Surg [Br]; 84B: 93-9.

Forscher CA, CAsciato DA (2000). En: “Manual of Clinical Oncology”. 43
Edicién. Editores: Dennis A. Casciato y Barry B. Lowitz. Lippincott
Williams & Wilkins, Pag. 354.

Fransson A, Ruusala A, Aspenstrom P (2003). Atypical Rho GTPases have
roles in mitochondrial homeostasis and apoptosis. ] Biol Chem;
278:6495-502.

Fulda S (2010). Evasion of apoptosis as a cellular stress response in cancer.
Int J Cell Biol; 18.

Gelderblom H, Hogendoorn P C.W., Dijkstra SD, Van Rijswijk CS, Krol
AD, Taminiau AHM,. Bovée J V.M.G (2008). The clinical approach
towards chondrosarcoma. The Oncologist; 13:320-3209.

Gerschenson LE, Rotello R]. (1992). Apoptosis: a different type of cell death.
Faseb J; 6:2450-5.

Goldstein JL, Brown MS (1984). Progress in understanding the LDL receptor
and HMG-CoA reductase, two membrane proteins that regulate the
plasma cholesterol. J Lipid Res; 25:1450-61.

Goldstein JL, Brown MS (1990). Regulation of the mevalonate pathway.
Nature; 343:425-30.

Gronich N, Rennert G. (2013). Beyond aspirin-cancer prevention with statins,
metformin and bisphosphonates. Nat Rev Clin Oncol; 10: 625-42.

Han Z, Wyche JH. (1996). Lovastatin induces apoptosis in metastatic ovarian
cell line. Cell Death Differ; 3: 223-228.

Hindler K, Cleeland CS, Rivera E, Collard CD (2006). The role of statins in

cancer therapy. Oncologist; 11:306-15.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 93




Bibliografia

Holash J, Maisonpierre PC, Compton D, Boland P, Alexander CR, Zagzag
D, Yancopoulos GD, Wiegand SJ (1999). Vessel cooption, regression,
and growth in tumors mediated by angiopoietins and VEGF. Science;
284:1994-8.

Hudson TH, Moser RP Jr, Gilkey FW, Aoki J (1990). Chondrosarcoma. In:
Moser RP Jr, ed. Cartilaginous tumors of the skeleton. Philadelphia, Pa:
Hanley & Belfus; 155-205.

Jakobisiak M, Golab J. (2003). Potential antitumor effects of statins. Int J
Oncol; 23:1055-69.

Kim JS, Pirnia F, Choi YH, Nguyen PM, Knepper B, Tsokos M, Schulte
TW, Birrer MJ, Blagosklonny MV, Schaefer O, Mushinski JF, Trepel
JB. (2000). Lovastatin induces apoptosis in a primitive neuroectodermal
tumor cell line in association with RB down-regulation and loss of the G1
checkpoint. Oncogene; 19: 6082-6090.;

Jang J-H, Chung C-P (2005). Tenascin-C promotes cell survival by activation
of Akt in human chondrosarcoma cell. Cancer Lett; 229:101-105.

Jani JP, Specht S, Stemmler N, Blanock K, Singh SV, Gupta V, Katoh A.
(1993). Metastasis of B16F10 mouse melanoma inhibited by lovastatin,
an inhibitor of cholesterol biosynthesis. Invasion Metastasis; 13:314-24.

Jemal A, Siegel R, Ward E, Murray T, Xu J, Smigal C, Thun MJ. (2006).
Cancer statistics, 2006. CA Cancer ] Clin; 56:106-130.

Joo JH, Jetten AM (2010). Molecular mechanisms involved in farnesolinduced
apoptosis. Cancer Lett; 287: 123.

Kim SI, Kim HJ], Han DC, Lee HB. (2000). Effect of lovastatin on small GTP
binding proteins and on TGF-betal and fibronectin expression. Kidney Int

Suppl; 77:588-92.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 94




Bibliografia

Knox 13, Siu LL, Chen E, Dimitroulakos J, Kamel-Reid S, Moore MJ, Chin
S, Irish ], LaFramboise S, Oza AM. (2005). A Phase I trial of
prolonged administration of lovastatin in patients with recurrent or
metastatic squamous cell carcinoma of the head and neck or of the
cervix. Eur ] Cancer; 41:523-30.

Krochak R, Harwood AR, Cummings BJ, Quirt IC (1983). Results of radical
radiation for chondrosarcoma of bone. Radiother Oncol; 1:109-115.
Kusama T, Mukai M, Iwasaki T, Tatsuta M, Matsumoto Y, Akedo H,
Nakamura H (2001). Inhibition of epidermal growth factor-induced
RhoA translocation and invasion of human pancreatic cancer cells by 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase inhibitors. Cancer Res;

61:4885-91.

Larner J, Jane J, Laws E, Packer R, Myers C, Shaffrey M. (1998). A phase
I-II trial of lovastatin for anaplastic astrocytoma and glioblastoma
multiforme. Am J Clin Oncol; 21:579-83.

Lee SJ], Ha MJ, Lee J, Nguyen P, Choi YH, Pirnia F, Kang WK, Wang XF,
Kim SJ, Trepel JB (1998). Inhibition of the 3-hydroxy-3methylglutaryl-
coenzyme A reductase pathway induces p53 independent transcriptional
regulation of p21we: in human prostate carcinoma cells. J Biol Chem;
273:10618-23.

Liao JK (2002). Isoprenoids as mediators of the biological effects of statins. ]
Clin Invest; 110:285-8.

Liao JK, Laufs U (2005). Pleiotropic effects of statins. Annu Rev Pharmacol
Toxicol; 45:89-118.

Liu Y, Qin A, Li T, Qin X, Li S. (2014) Effect of statin on risk of gynecologic
cancers: A meta-analysis of observational studies and randomized

controlled trials. Gynecol Oncol.; 133:647-655.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 95




Bibliografia

LiuY, Tang W, Wang J, Xie L, Li T, He Y, Deng Y, Peng Q, Li S, Qin X.
(2014). Association between statin use and colorectal cancer risk: a
meta-analysis of 42 studies. Cancer Causes Control.; 25: 237-49.

Lytras T, Nikolopoulos G, Bonovas S. (2014). Statins and the risk of
colorectal cancer: an updated systematic review and meta-analysis of 40
studies. World J Gastroenterol.; 20:1858-70.

Maltese WA (1990). Posttranslational modification of proteins by isoprenoids
in mammalian cells. FASEB J; 4: 3319-28.

Marcelli M, Cunningham GR, Haidacher SJ], Padayatty SJ, Sturgis L,
Kagan C, Denner L. (1998). Caspase-7 is activated during lovastatin-
induced apoptosis of the prostate cancer cell line LNCaP. Cancer Res; 58:
76-83.

Marom M, Ben-Baruch G, Roitelman J, Kloog Y. (1994). Lack of correlation
between 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase activity and
lovastatin resistance in nerve growth factor treated PC-12 cells. Cell Mol
Neurobiol; 14: 119-132

Matar P, Rozados VR, Binda MM, Roggero EA, Bonfil RD, Scharovsky OG
(1999). Inhibitory effect of Lovastatin on spontaneous metastases
derived from a rat lymphoma. Clin Exp Metastasis; 17: 19-25.

Matsumoto Y, Tanaka K, Harimaya K, Nakatani F, Matsuda S, Iwamoto
Y. (2001). Small GTP-binding protein, Rho, both increased and decreased
cellular motility, activation of matrix metalloproteinase 2 and invasion of
human osteosarcoma cell. Jpn J Cancer Res. 92: 429-438.

Mehta N, Hordines J, Sykes D, Doerr R], Cohen SA (1998). Low density
lipoproteins and Lovastatin modulate the organ-specific transendothelial
migration of primary and metastatic human colon adenocarcinoma cell

lines in vitro. Clin Exp Metastasis; 16:58794.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 96




Bibliografia

Minden MD, Dimitroulakos J, Nohynek D, Penn LZ. (2001). Lovastatin
induced control of blast cell growth in an elderly patient with
acutemyeloblastic leukaemia. Leuk Lymphoma; 40:659-62.

Mo H, Elson CE (2004). Studies of the isoprenoid-mediated inhibition of
mevalonate synthesis applied to cancer chemotherapy and
chemoprevention. Exp Biol Med (Maywood); 229:567-85.

Moghadasian MH (1999). Clinical pharmacology of 3-hydroxy-3methylglutaryl
coenzyme A reductase inhibitors. Life Sci; 65:1329-37.

Morgan MA, Ganser A, Reuter CW (2003). Therapeutic efficacy of
prenylation inhibitors in the treatment of myeloid leukemia. Leukemia;
17:1482-98.

Morrison C, Radmacher M, Mohammed N, Suster D, Auer H, Jones S,
Riggenbach J,Kelbick N, Bos G, Mayerson J. (2005). MYC
amplification and polysomy 8 in chondrosarcoma: array comparative
genomic hybridization, fluorescent in situ hybridization, and association
with outcome. J Clin Oncol; 23:9369-9376.

Mosmann T (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods;
65:55-63.

Murphey MD, Flemming D], Boyea SR, Bojescul JA, Sweet DE, Temple
HT (1998). Enchondroma versus chondrosarcoma in the appendicular
skeleton: differentiating features. RadioGraphics; 18:1213-1245.

Murphey MD, Walker EA, Wilson AJ, Kransdorf MJ, Temple HT, Gannon
FH (2003). Imaging of Primary Chondrosarcoma: Radiologic-Pathologic
Correlation. RadioGraphics; 23:1245-1278.

Nagata S. (1997). Apoptosis by death factor. Cell; 88: 355-65.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 97




Bibliografia

Newman A, Clutterbuck RD, Powles RL, Catovsky D, Millar JL (1997). A
comparison of the effect of the 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A
(HMG-CoA) reductase inhibitors simvastatin, lovastatin and pravastatin
on leukaemic and normal bone marrow progenitors. Leuk Lymphoma;
24:533-7.

O'Brien T, Babcock G, Cornelius J, Dingeldein M, Talaska G,
Warshawsky D, Mitchell K. (2000). A comparison of apoptosis and
necrosis induced by hepatotoxins in HepG2 cells. Toxicol Appl Pharmacol;
164: 280-90.

Osmak M. (2012). Statins and cancer: current and future prospects.
Cancer Lett.; 324:1-12.

Papachristou DJ], Papachristou GI, Papaefthimiou OA, Agnantis NJ,
Basdra EK,Papavassiliou AG. (2005). The MAPK-AP- 1/-Runx2
sighalling axes are implicated in chondrosarcoma pathobiology either
independently or via up-regulation of VEGF. Histopathology; 47:565-574.

Papachristou DJ, Goodman MA, Cieply K, Hunt JL, Rao UN. (2006).
Comparison of allelic losses in chondroblastoma and primary
chondrosarcoma of bone and correlation with fluorescence in situ
hybridization analysis. Hum Pathol; 37:890-898.

Park WH, Lee YY, Kim ES, Seol JG, Jung C W, Lee CC, Kim BK. (1999).
Lovastatin-induced inhibition of HL-60 cell proliferation via cell cycle
arrest and apoptosis. Anticancer Res; 19: 3133-3140.

Park HJ], Kong D, Iruela-Arispe L, Begley U, Tang D, Galper JB. (2002).3-
hydroxyl-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase inhibitors interfere
with angiogenesis by inhibiting the geranylgeranylation of RhoA. Circ

Res; 91:143-50.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 98




Bibliografia

Park HS, Schoenfeld JD, Mailhot RB, Shive M, Hartman RI, Ogembo
R,Mucci LA. (2013). Statins and prostate cancer recurrence following
radical prostatectomy or radiotherapy: a systematic review and meta-
analysis. Ann Oncol.; 24:1427-34.

Park YH, Jung HH, Ahn JS, Im YH. (2013). Statin induces inhibition of triple
negative breast cancer (TNBC) cells via PI3K pathway. Biochem Biophys
Res Commun.; 439:275-9.

Prendergast GC. (2000). Farnesyltransferase inhibitors: antineoplastic
mechanism and clinical prospects. Curr Opin Cell Biol; 12: 166-173.

Qi XF, Zheng L, Lee KJ, Kim DH, Kim CS, Cai DQ, Wu Z, Qin JW, Yu
YH,Kim SK (2013). HMG-CoA reductase inhibitors induce apoptosis of
lymphoma cells by promoting ROS generation and regulating Akt, Erk
and p38 signals via suppression of mevalonate pathway. Cell Death Dis.;
4:e518.

Radford IR. (1986). Evidence for a general relationship between the induced
level of DNA double-strand breakage and cell-killing after X-irradiation of
mammalian cells. Int J Radiat Biol Relat Stud Phys Chem Med; 49: 611-
20.

Rao S, Lowe M, Herliczek TW, Keyomarsi K (1998). Lovastatin mediated G1
arrest in normal and tumor breast cells is through inhibition of CDK2
activity and redistribution of p21 and p27, independent of p53.
Oncogene; 17:2393-402.

Rattan R, Giri S, Singh AK, Singh I. (2006). Rho/ROCK pathway as a target
of tumor therapy. J Neurosci Res; 83:243-55.

Rizzo M, Ghert MA, Harrelson JM, Scully SP (2001). Chondrosarcoma of
bone: analysis of 108 cases and evaluation for predictors of outcome.

Clin Orthop Relat Res; 391:224-33.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 99




Bibliografia

Rozeman LB, Szuhai K, Schrage YM, Rosenberg C, Tanke HJ, Taminiau
AH, Cleton-Jansen AM, Bovée ]V, Hogendoorn PC. (2006). Array-
comparative genomic hybridization of central chondrosarcoma. Cancer;
107:380-388.

Rubins JB, Greatens T, Kratzke RA, Tan AT, Polunovsky VA, Bitterman
P. (1998). Lovastatin induces apoptosis in malignant mesothelioma cells.
Am J Respir Crit Care Med; 157: 1616-22.

Sandoval-Usme MC, Umana-Pérez A, Guerra B, Hernandez-Perera
O, Garcia-Castellano JM, Fernandez-Pérez L, Sanchez-Gomez M.
(2014). Simvastatin impairs growth hormone-activated signal transducer
and activator of transcription (STAT) signaling pathway in UMR-106
osteosarcoma cells. PLoS One. Jan 29; 9(1).

Schartl M, Bocksch W, Koschyk DH, Voelker W, Karsch KR, Kreuzer J,
Hausmann D, Beckmann S, Gross M (2001). Use of intravascular
ultrasound to compare effects of different strategies of lipid-lowering
therapy on plaque volume and composition in patients with coronary
artery disease. Circulation; 104:387-92.

Schmitz AA, Govek EE, Bottner B, Van Aelst L (2000). Rho GTPases:
signaling, migration, and invasion. Exp Cell Res; 261: 1-12.

Seabra MC (1998). Membrane association and targeting of prenylated Ras-like
GTPases. Cell Signal; 10:167-72.

Singh S, Singh PP, Singh AG, Murad MH, Sanchez W. (2013). Statins are
associated with a reduced risk of hepatocellular cancer: a
systematic review and meta-analysis. Gastroenterology; 144:323-32.

Singh PP, Singh S. (2013). Statins are associated with reduced risk of gastric

cancer: a systematic review and meta-analysis. Ann Oncol; 24: 1721-30.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 100




Bibliografia

Soma MR, Corsini A, Paoletti R (1992). Cholesterol and mevalonic acid
modulation in cell metabolism and multiplication. Toxicol Lett; 6465 Spec
No: 1-15.

Song X, Liu BC, Lu XY, Yang LL, Zhai Y], Eaton AF, Thai TL, Eaton DC, Ma
HP, Shen BZ. (2014). Lovastatin inhibits human B lymphoma cell
proliferation by reducing intracellular ROS and TRPC6 expression.
Biochim Biophys Acta; 1843:894-901.

Stamatakis K, Cernuda-Morollon E, Hernandez-Perera O, Pérez-Sala D.
(2002). Isoprenylation of RhoB is necessary for its degradation. A novel
determinant in the complex regulation of RhoB expression by the
mevalonate pathway. J Biol Chem; 277:49389-96.

Sumi S, Beauchamp RD, Townsend CM Jr, Uchida T, Murakami M,
Rajaraman S, Ishizuka J, Thompson JC (1992). Inhibition of
pancreatic adenocarcinoma cell growth by lovastatin. Gastroenterology;
103:982-9.

Tarnok A, Bocsi J, Brockhoff G. (2006). Cytomics - importance of multimodal
analysis of cell function and proliferation in oncology. Cell Prolif; 39: 495-
505.

Thibault A, Samid D, Tompkins AC, Figg WD, Cooper MR, Hohl R], Trepel
J, Liang B, Patronas N, Venzon DJ, Reed E, Myers CE. (1996). Phase
I study of lovastatin, an inhibitor of the mevalonate pathway, in patients
with cancer. Clin Cancer Res; 2:483-91.

Thompson CB. (1995). Apoptosis in the pathogenesis and treatment of
disease. Science; 267: 1456-62

Thurnher M, Nussbaumer O, Gruenbacher G. (2012). Novel aspects of
mevalonate pathway inhibitors as antitumor agents. Clin Cancer Res; 18:

3524-31.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 101




Bibliografia

Tzortzidis F, Elahi F, Wright DC, Temkin N, Natarajan SK, Sekhar LN.
(2006). Patient outcome at long-term follow-up after aggressive
microsurgical resection of cranial base chondrosarcomas. Neurosurgery;
58:1090-1097.

Unni KK (1998). Chondrosarcoma. En: Dahlin’s bone tumors: general aspects
and data on 11 087 cases, 5" ed. Philadelphia: Lippincott Raven
Publishers; pp. 71-108.

van Aelst L, D'Souza-Schorey C (1997). Rho GTPases and signaling
networks. Genes Dev; 11:2295-322.

van Besien H, Sassano A, Altman JK, Platanias LC. (2013). Anti-leukemic
properties of 3-hydroxy3methylglutaryl Coenzyme A reductase inhibitors.
Leuk Lymphoma; 54:2601-5.

Varma DG, Ayala AG, Carrasco CH, Guo SQ, Kumar R, Edeiken J (1992).
Chondrosarcoma: MR Imaging with pathologic correlation. Radiographics;
12: 687-704.

Vincent L, Chen W, Hong L, Mirshahi F, Mishal Z, MirshahiKhorassani T,
Vannier JP, Soria J, Soria C. (2001). Inhibition of endothelial cell
migration by cerivastatin, an HMGCoA reductase inhibitor: contribution to
its anti-angiogenic effect. FEBS Lett; 495:159-66.

Wennerberg K, Der CJ (2004). Rho-family GTPases: it's not only Rac and Rho
(and I like it). J Cell Sci; 117:1301-12.

Werner N, Nickenig G, Laufs U (2002). Pleiotropic effects of HMG-CoA
reductase inhibitors. Basic Res Cardiol; 97:105-16.

Wolfovitz E (2005). The pleiotropic effects of statins. Harefuah.; 144:577-82,

597.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 102




Bibliografia

Wong WW, Dimitroulakos J, Minden MD, Penn LZ. (2002). HMG-CoA
reductase inhibitors and the malignant cell: the statin family of drugs as
triggers of tumor-specific apoptosis. Leukemia; 16: 508-19.

Wood KA, Youle RJ]. (1994). Apoptosis and free radicals. Ann N Y Acad Sci;
738:400-7.

Wyllie AH. Nature (1980). Glucocorticoid-induced thymocyte apoptosis is
associated with endogenous endonuclease activation; 284: 555-6.

Xia Z, Tan MM, Wong WW, Dimitroulakos J, Minden MD, Penn LZ. (2001).
Blocking protein geranylgeranylation is essential for lovastatin- induced
apoptosis of human acute myeloid leukemia cells. Leukemia; 15: 1398-
1407.

Yeganeh B, Wiechec E, Ande SR, Sharma P, Moghadam AR, Post M,
Freed DH, Hashemi M, Shojaei S, Zeki AA, Ghavami S. (2014).
Targeting the mevalonate cascade as a new therapeutic approach in
heart disease, cancer and pulmonary disease. Pharmacol Ther. Jul; 143:
87-110.

Zeichner S, Mihos CG, Santana O. (2012). The pleiotropic effects and
therapeutic potential of the hydroxymethylglutaryl
CoA reductase inhibitors in  malignancies: a comprehensive review.

J Cancer Res Ther; 8: 176-83.

Tesis Doctoral: Ulises Torres Lopez 103




	certificado.pdf
	Página 1




