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RESUMEN

Los gliomas son el principal tipo de tumor cerebral primario, siendo el glioblastoma
multiforme el mas comun de todos. Los glioblastomas son muy agresivos y tienen muy mal
prondstico, puesto que no hay un tratamiento eficaz que aumente la baja esperanza de vida
de los pacientes, que es de unos 9 a 14 meses. Uno de los principales problemas en el
tratamiento de estas neoplasias es que el compuesto utilizado debe atravesar la barrera
hematoencefalica hecho que restringe mucho el farmaco utilizado. La Trifluoperazina es un
antipsicotico que pertenece al grupo de las fenotiazinas y que se ha visto en algunos estudios
que posee un cierto potencial antitumorigénico. El objetivo del presente trabajo es analizar el
potencial terapéutico del tratamiento actual utilizado en glioblastomas: la Temozolomida, al
combinarla con Trifluoperazina. Con la combinacién de ambos farmacos se obtuvo un buen
efecto terapéutico en dos lineas celulares de glioblastoma diferentes: LN229 y U87MG. La
disminucion de la viabilidad celular en ambos modelos celulares con el tratamiento con
Trifluoperazina y Temozolomida fue considerablemente mayor que con el tratamiento

convencional.

ABSTRACT

Gliomas are the main type of primary brain tumours. Of these, glioblastomas are the most
common. It is a very aggressive type of cancer, having a dire prognosis, due to the lack of
efficient treatment, rendering the patients a life span of 9 to 14 months. The main problem
faced by the new therapies for the brain neoplasia is the blood brain barrier, which limits its
effectiveness and the type of drug. Trifluoperazine is an antipsychotic drug from the
phenothiazine group, which in previous studies has shown to have a certain antitumor effect.
The objective of the present work is to analyse the therapeutic potential of combining the
current glioblastoma treatment, Temozolomide, with another molecule, Trifluoperazine. A
favourable effect was observed with this combination of drugs on cultures from two different
glioblastoma cell lines: LN229 and U87MG. Cell viability in both cellular types treated with the
combined Temozolomide-Trifluoperazine drugs was significantly lower than that of the

conventional treatment.
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1. INTRODUCCION

1.1 Los gliomas: clasificacién e incidencia
Los gliomas son neoplasias del sistema nervioso central que se originan a partir de células de

la glia: astrocitos, oligodentrocitos y ependimocitos®. Hay diversos tipos y se pueden clasificar
segln criterios histolégicos e inmunohistoquimicos, pudiendo distinguir: astrocitomas,
ependimomas, oligodentrocitomas y oligoastrocitomas, si presentan caracteristicas

morfolégicas tanto de astrocito como oligodentrocito?™.

La clasificacion utilizada actualmente es la de la Organizacién Mundial de la Salud, publicada
en 1979 y cuya version mas actual es la de 20072 Para su clasificacién, ademas de
caracteristicas histoldgicas se utilizan otros parametros patolégicos como por ejemplo
alteraciones genéticas, pudiendo ubicar cada tumor en una escala del | al IV en funcidén del
comportamiento biolégico que tendrd. Se usan criterios como: el aumento de la densidad
celular, alteraciones en el nucleo, mitosis, proliferacion vascular y necrosis®. Se podria definir
como una escala de malignidad: el grado | presenta un bajo potencial proliferativo y se puede
tratar con una extraccion quirdrgica, el grado Il tiene una actividad proliferativa baja pero con
tendencia a infiltrarse a estructuras colindantes, el grado Ill conlleva una mayor malignidad
con un aumento de la proliferacidn y la anaplasia, y finalmente el grado IV, que es el mas
elevado de todos y presenta mayores caracteristicas de malignidad, como un crecimiento
completamente descontrolado, angiogénesis, necrosis, mayor resistencia a tratamientos de

quimioterapia/radioterapia y generalmente son letales en un periodo de 12 meses?3.

All other astrocytomas, . . .
8.7% Al other gliomas, 11.1% Figura 1. Incidencia de los
distintos tipos de glioma.

Ependymomas, 5.8% Extraido de *

QOligodendrogliomas, 8.4%

Pilocytic astrocytoma
(WHO 1), 5.8%

Diffuse astrocytoma
(WHO 11), 1.5%
GBM (WHO IV), 51.2%
Anaplastic astrocytoma

(WHO Ill), 7.5%



Segun la Asociacién Espafiola Contra el Cancer la incidencia anual de tumores malignos
primarios del sistema nervioso central en hombres es de 8.73 por cada 100.000 habitantes y
en mujeres de 5.41 de cada 100.000 personas®. En los Estados Unidos la incidencia anual es
de 9 personas de cada 100.000y los gliomas representan casi el 80% de los tumores cerebrales
primarios’. El tipo de glioma con mayor incidencia es el astrocitoma, aproximadamente un
75% de todos los casos de glioma, siendo el mas frecuente el glioblastoma (51.2%)
(Figura 1) 4.

1.2 El Glioblastoma multiforme: tipos y alteraciones moleculares

El glioblastoma multiforme (GBM) puede dividirse en dos tipos dependiendo de su
presentacion clinica: primario si surge de novo o secundario si proviene de la evolucién de
astrocitomas de menor grado. El primario es el mas frecuente en pacientes de edad mas
avanzada, mientras que el secundario tiene mayor incidencia en pacientes menores de 45
afios. Pese a tener un origen clinico distinto (figura 2) son morfoldgica y clinicamente

indistinguibles.

Genes/loci Pathobiology Survival
Astrocyte,
| Grade II: Astrocytoma I Glial Precursor or
Neural Stem Cell
P53 mut moderate proliferation 5.10 years
PDGFIR OE invasion ;
Progressive pathway (\
l — V
Grade lli: Anaplastic Astrocytoma | A
CDK4/6 ampIQE  Proliferation 2-3 years
RB mut Invasion De novo pathway
19a1 angiogenesis
q11059 Treatment responsive
= 11p loss
Genes/loci Pathobiology Survival
Grade IV: Secondary Glioblastoma (~10%) | I Grade IV: Primary Glioblastoma (~90%)
INK4aARF mut
EGFR amp/mut Significant
Significant 9-14 months 9-12 months
10q loss proliferation, invasion, Cyclin D1/3 amp/OE proliferation, invasion,
PTEN mut angiogenesis, necrosis MDM2 or 4 amplOE angiogenesis, necrosis
(~10%) Treatment refractory LOH 10p and 10q Treatment refractory
PTEN mut (~40%)
Bcl2L12 OE (~95%)
Aqe of onset: Younger(<d5 yrs) Older (>45 yrs)

Figura 2. Origen clinico del GBM. Origen de los dos tipos de GBM incluyendo los genes
afectados, la patobiologia y el tiempo de supervivencia del paciente. Extraido de *

Hay cierta correlacién entre algunas mutaciones y el tipo de GBM, en glioblastomas
secundarios son mas frecuentes las mutaciones en el gen de p53, que se activa frente a
situaciones de estrés como el dafio en el ADN’. Por otra parte las mutaciones en el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) tienen una mayor incidencia en los glioblastomas

primarios (40-60%), en los secundarios es menor que el 10%*’.



1.2 Via PI3K/Akt
La hiperactivacion de EGFR es uno de los factores importantes en la sobreestimulacién de la

via PI3K/Akt (figura 3). Esta via de sefializacion se inicia con la activacion de un receptor con
actividad tirosina quinasa intrinseca, como EGFR. La unidn ligando-receptor permite que se
reclute, gracias a proteinas adaptadoras, la Fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) que fosforila al
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) produciendo PIP3. PIP3 puede reclutar y activar diversas
proteinas efectoras como PDK1, que activa a AKT mediante dos fosforilaciones en la treonina

RTKs (EGFR. HER2, FGFR, IGFR ¢-MET) .
¥ 308 y en la serina 473.
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Figura 3. Via PI3K/Akt. Extraido de ** de gliomas de alto
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grado se encuentra
inhibido. Se trata de una fosfatasa que desfosforila a PIP3, de modo que reduce la activacién
de la via PI3k/Akt. Las células en estado de quiescencia acumulan grandes cantidades de PTEN,
y su ausencia favorece que se acumule el PIP3, potenciando asi la sobreactivacion de la via

PI3K/Akt y sus consecuencias sobre el crecimiento celular3.

Ademas de esta via, hay otras que pueden estar desreguladas en gliomas como: la MAPK, RB

y p533.

1.3 Factores de transcripcién FoxO
Los factores de transcripcidn Fox (forkhead box) se caracterizan por presentar un dominio de
unién al ADN de 110 aminodcidos llamado forkhead o winged-helix®°. Hay mas de 100

proteinas que forman parte de esta superfamilia de factores de transcripcion y se organizan
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en clases, desde FoxA hasta FoxR®.Los miembros de la clase O tienen la caracteristica de que
estan regulados por la via de sefializacién insulina/PI13K/Akt°. Forman parte de esta clase:
Fox0O1, FoxO3a, FoxO4 y Fox06, de los cuales FoxO1 y FoxO3a se han encontrado en todos los
tejidos®. Estos factores de transcripcion poseen un rol importante en el control de la
proliferacion, apoptosis, autofagia, metabolismo, inflamacién, diferenciacidn y resistencia al

estrés®?.

Cuando Akt se encuentra activada inhibe los factores de transcripcion FoxO1 y FoxO3a, ya que
la fosforilacién de estos factores de transcripcién por parte de Akt produce su salida del nucleo

y su posterior degradacion en el citoplasma3.

FoxO1 y FoxO3a tienen un papel importante en la carcinogénesis, puesto que actian como
supresores tumorales. En determinados procesos tumorales se produce una mutacién en
FoxO12. La activacion de FoxO3a permite una mayor expresion de proteinas como p21y p27
que favorecen un arresto del ciclo celular en fase G1/S. En diversos tipos de canceres, como
cancer de mama, leucemia, cdncer de préstata o glioblastoma, se ha observado una

desregulacidn de Fox03a°.

Asi como estos factores de transcripcion Fox de la clase O pueden actuar como supresores
tumorales, otros en cambio, como es el caso de FoxM1 (Fox de la clase M 1) que puede actuar
como oncogén, promoviendo la proliferacidon, un aumento de la respuesta al dafio en el ADN,
angiogénesis, migracion e invasion y la senescencia. Se ha observado una sobreexpresién de
FoxM1 en diversos procesos tumorales y actualmente se plantea como diana terapéutica.
FoxO3a puede actuar como un inhibidor de la expresion de FoxM1 y al estar reducido por la

sobreactivacién de la via PI3K/Akt los niveles de FoxM1 se encuentran aumentados °.

1.4 Tratamiento
El tratamiento del glioblastoma es complejo, ya que después de la cirugia para extirpar la

mayor parte posible del tumor, éste, con el paso del tiempo se vuelve a manifestar en mas de
un 95% de los casos. La cirugia se complementa con radioterapia o quimioterapia. El
tratamiento estdndar es Temozolomida administrada concomitantemente con
radioterapia®!l. El principal problema que presenta la quimioterapia en gliomas es que el

farmaco debe ser capaz de atravesar la barrera hematoencefdlica para llegar al cerebro, y tan



solo moléculas lipofilicas pequenas pueden hacerlo, hecho que restringe mucho los agentes

citotdxicos utilizables!?

1.5 Temozolomida
La Temozolomida (TMZ) es un

0
0 0 e NH. agente alquilante cuyo fin inicial
HN—C” H,N—C H H J\r 2
~r"Nan -co . \ era el  tratamiento  de
| —— 2 3 N H > NH

NN N-CH,  *HO: T Ny - .
Y 5-Aminoimidazole-4- melanomas que por metastasis

e 5-(3-methyitriazene-1-yl) S
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Temozolomide imidazole-4-carboxamide (MTIC) + N=N-CH, hubieran afectado al CEFEbFO,

Methyldiazonium ion
pero también se observé que

(<]
N=N¥CH,
“30-H era eficaz en glioblastomas
HN L
i > > J:I> S reincidentes. Una caracteristica
H,N
fundamental de la
Guanine OS-methylquanine )
Figura 4. Transformacién de la TMZ y metilacion de la Temozolomida es que puede
H H 15
Guanina. Extraido de atravesar la barrera

hematoencefdlica y tiene una absorcidén oral rapida y casi total, produciéndose el pico de
maxima concentracién en sangre entre 30 y 90 minutos después de su consumo?!3. Una vez
es absorbida, se convierte en MTIC que rapidamente es transformado en AIC (compuesto
inactivo) y en metildiazol que transfiere un grupo metilo al ADN (figura 4) *4. EI ADN se puede
alquilar en el N7 (>70%) y 0° (5%) de la guanina, y en el N3 (9%) de la adenina. Aunque la
alquilacion de la guanina en el O° solo represente un 5% de las lesiones inducidas en el ADN
por la Temozolomida, éstas conducen a una rotura en el ADN, que si no es reparada, activa la
via de la apoptosis y/o autofagial®>'2415 Hay un enzima que es capaz de reparar el dafio
producido en el 0O° de la guanina, se trata de la O%-metilguanina-ADN metil transferasa
(MGMT). Una elevada expresion de este enzima reduce la efectividad del tratamiento con
Temozolomida, incluso puede otorgar a algunos tumores resistencia a este farmaco. En
cambio si el promotor del gen de la MGMT se encuentra metilado, la expresién de la proteina
disminuird, aumentando asi la citotoxicidad de la Temozolomida3-'’, En aproximadamente el
50% de GBM el promotor del gen de la MGMT estd metilado y por tanto tienen una mayor

sensibilidad a agentes alquilantes como la Temozolomida®3



1.6 Trifluoperazina

La Trifluoperazina (figura 5) es un fdrmaco que pertenece H,c.
N/ﬁ
al grupo de las fenotiazinas, se clasificaria como un k,w\/\
antipsicdtico tipico o de primera generacion. Esté farmaco @:N:@/Cﬁ
5

se empez6 a utilizar a partir de la década de los 50 para el

Figura 5. Estructura molecular de

tratamiento de la esquizofrenial®. Las fenotiazinas
la TFP. Extraido de®®

también se podian utilizar como antieméticos, por

ejemplo, para calmar los vémitos frecuentes de los postoperatorios. El efecto antipsicotico se
produce gracias a la actuacion como antagonistas del receptor de dopamina Dy, y el efecto
antiemético se origina al funcionar también como antagonistas de receptores de
serotonina’®?®. Ademads de estos efectos, las fenotiazinas se han probado sobre lineas
celulares tumorales y han mostrado un cierto potencial citotéxico o citostatico dependiendo
de la linea o del contexto celular, aunque el mecanismo completo es desconocido?®. La
Trifluoperazina ha mostrado inhibir la exportacion del nucleo de FoxO1, hecho que puede

explicar el potencial antitumoral?®.

2. OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo es evaluar en dos lineas celulares de glioblastoma el
potencial terapéutico que tiene la combinaciéon de Temozolomida y Trifluoperazina. Para ello
se pretendio analizar diversos parametros como la viabilidad, la apoptosis y la clonogenicidad,
para asi poder evaluar in vitro el efecto que tiene sobre el glioblastoma la combinacién de

estos dos farmacos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivos celulares y reactivos
En este estudio se utilizaron como modelo experimental dos lineas celulares de glioblastoma:

» U87MG: Derivadas de un hombre caucasico de 44 afios?2. Contiene una mutacién en
PTENZ.
» LN229: Fue establecida en 1979, procede de una mujer caucasica de 60 afios. Presenta

una mutacién de p53 y una delecidén en p1624.

Ambas lineas se han cultivado en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado
con suero fetal bovino 10% y con los antibiéticos penicilina-estreptomicina. Las condiciones
del incubador fueron: 37 °C y 5% CO.. Para realizar los lavados se utilizd6 PBS (Phosphate
Buffered Saline) y para separar las células de la placa de cultivo se utilizo tripsina. Todos estos

productos utilizados son de la casa comercial Sigma-Aldrich®.

Los dos farmacos utilizados para la realizacién de este trabajo son la Temozolomida (TMZ) y

la Trifluoperazina (TFP), ambos han sido comprados a la casa comercial Sigma-Aldrich®.

3.2 Ensayos de viabilidad celular
Los ensayos de viabilidad celular fueron necesarios tanto para el cdlculo de la ICso de los dos

farmacos como para el estudio de cooperacidn de éstos. Los ensayos se realizaron en placas
de 96 pocillos, en las cuales primero se siembran 4000 células por pocillo. 24 horas después

de la siembra se trata cada pocillo con la concentracion de farmaco que corresponde:

» Curva dosis-respuesta de Temozolomida: 10, 25, 50, 100, 250 y 500 uM de TMZ.
» Curva dosis-respuesta de Trifluoperazina: 1, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20 y 30 uM de TFP.
» Andlisis de cooperacion: A cada dosis de TMZ utilizada se le afiade una fija de TFP.
o TMZ: 10, 25, 50, 100, 250 y 500 puM
o TFP:+5uM, +7.5uMy+10 uM

Cada condicidn se analiza por triplicado y se utilizan tres pocillos sin tratar como control.
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Tras 48 horas de tratamiento se

H H HR The cell Is the source of ATP In the
realiza el ensayo de viabilidad lhs a0 st b thes Kanitiee
cence pracu:»:«: s p-'oacf:»cna! to

tha number of vable cslls.

0 s wr° CellTitar-Gio®
) ( Assay Ia ytic.

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Oxyluciferin
VIABLE CELL 4" ___. 2
Viability Assay de Promega®. Este kit = | ..

celular, utilizando para ello el kit

Ultra-Glo™
riuciferase

permite determinar las células

HO a awy? COOH
viables que hay en un cultivo o=y
Luciferin

mediante la cuantificacién del ATP. Figura 6. Funcionamiento del kit CellTiter-Glo®

_ o Luminescent Cell Viability Assay. Extraido de *
El reactivo produce la lisis celular y

permite liberar el ATP del interior de la célula produciendo una sefial luminica proporcional al
numero de células viables presentes en el cultivo®. Esta sefial luminica se genera gracias a

una luciferasa termoestable tal y como se observa en la figura 6.

La sefial luminica se cuantificé utilizando el Synergy MX Microplate reader de Biotek®. La

viabilidad se representd en porcentaje respecto al control.

3.3 Analisis de actividad caspasa

El andlisis de la actividad caspasa se realizé con H

Z-DEVD-N COOH

S N
el fin de poder determinar si los farmacos UN" &sj/
Easpaseﬁﬁ'l

inducian la apoptosis. Para ello se utilizaron o < N CoOH
\Q H j/ +ATP + O,
N S

, . , ™ I
células por pocillo. 24 horas después de la UltraGla L""'""M";f. l

placas de 96 pocillos, y se sembraron 4500 Z-DEVD- +

siembra se tratdé cada pocillo con Ia

R &N

concentracion de  farmaco  oportuna:
Temozolomida 100 uM, Trifluoperazina 10uM  Figura 7. Funcionamiento del kit Caspase-

0 una combinacién de ambos compuestos Glo® 3/7 Assay. Extraido de *
(Temozolomida 100 uM y Trifluoperazina 10 uM); cada condicidn se analiza por duplicado. 48
horas después del tratamiento se mide la actividad caspasa mediante el kit Caspase-Glo® 3/7
Assay de Promega® siguiendo las instrucciones del fabricante?®. Este kit contiene un sustrato
de la caspasa 3/7 llamado DEVD, que es fragmentado liberdandose la aminoluciferina y ésta
puede reaccionar con una luciferasa termoestable produciendo luz (figura 7). El reactivo

produce la lisis de la célula, asi las caspasas son liberadas al medio y cuanto mayor sea el

contenido en caspasas de las células mayor sefial luminosa se producira. La luminiscencia se
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cuantificé utilizando el Synergy MX Microplate reader de Biotek®. Ademas de un ensayo para
analizar la actividad caspasa se hizo conjuntamente un test de viabilidad (explicado en el
anterior apartado) para asi poder corregir la sefial obtenida con el nimero de células presente

en cada pocillo.

3.4 Andlisis de apoptosis por citometria
Para analizar el nivel de apoptosis con un citometro de flujo, en primer lugar se sembrd, para

cada condicion estudiada, una placa con 30.000 células. 24 horas después de la siembra se
trataron las placas con las diferentes concentraciones: Temozolomida 100 uM, Trifluoperazina
10uM o ambos compuestos (Temozolomida 100 uM y Trifluoperazina 10 uM). Tras 48 horas
de tratamiento se recoge el medio de cultivo en un tubo falcon de 15mL, después se limpia la
placa con 1.5mL de PBS y se deposita el PBS en el mismo tubo falcon (asi se obtienen los restos
de células que hayan podido morir y por tanto despegarse de la placa). Acto seguido se
tripsinizan las células y se neutraliza con medio, introduciéndose el contenido de la placa en
el tubo falcon para su posterior centrifugacién (5 minutos a 1500 rpm). Una vez centrifugado
se aspira el medio y se resuspende el Furophare Healthy Cell Apoptotic Cell
pellet (que contiene las células y restos .
celulares) con 1 mL de PBS, que sera ™ Amexinv @ @ @
y . ”

transferido a un Eppendorf. Una vez = Becelul W m % y

realizado este proceso se emplea el kit  Plasma ) DIRYI4
P P Membrane ’ " g

. ® . ) ) . : ) A
comercial Alexa Fluor® 488 annexin RIPRINS ,0,0,«\',0,0,0,0,’

DRI
Intracellular .'.' '.’.,., '.‘
V/Dead Cell Apoptosis Kit de Thermo

. ’ . . Phosphatidylserine
Fisher® segln las instrucciones del P

Figura 8. Funcionamiento de la Anexina V

. 27 o .
fabricante?’ y utilizando posteriormente marcada. Extraido de %©.

un citémetro de flujo (COULTER® EPICS®

XL™ Flow Cytometer) para medir los niveles de apoptosis. El componente principal de este kit
es la anexina-V, una proteina que se encuentra marcada con un fluoréforo y tiene una gran
afinidad por la fosfatidil serina. La fosfatidil serina durante el proceso de apoptosis temprana
se transloca desde la monocapa interna a la monocapa externa de la membrana plasmatica
siendo asi accesible a la anexina V (figura 8). El kit también incluye yoduro de propidio, que se
une al ADN y no puede atravesar la membrana celular. Si la célula estd muerta el yoduro de

propidio se podra unir al ADN y se podra distinguir entre un estadio temprano de apoptosis
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(solo anexina V positivas) de las células muertas (anexina V positivas, yoduro de propidio

positivas) y de las vivas (anexina V y yoduro de propidio negativas)?’.

3.5 Anédlisis de proteinas relacionadas con el ciclo celular y apoptosis por Western
Blot
Se analizaron los niveles de diversas proteinas relacionadas con la apoptosis y el control del

ciclo celular. Para ello se sembraron 400.000 células en una placa por cada condicidn
analizada. Las concentraciones de farmacos utilizadas fueron: Temozolomida 100 uM,
Trifluoperazina 10 uM y una combinacién de ambos (Temozolomida 100 uM y Trufluoperazina
10 uM). Las células se recogen 48 y 72 horas después de ser tratadas, se realiza un lavado de
la placa con PBS frio y se afiaden 250 uL de solucion de lisis (Tris-HClI 50 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 5mM, DTT 1mM, NP40 1%, inhibidores de fosfatasas [PMSF, NAF y NasVOs 1mM],
inhibidores de proteasas [Complete Mini tablets, Roche®] y HoOwmq). Acto seguido se despegan
de la placa con un scraper y se introducen en un Eppendorf. Después se centrifuga durante 5
minutos, 12000 rpm a 4 °C y se conserva el sobrenadante (que es donde se encuentran las
proteinas) a -80 °C. La concentracidn de proteina se determind mediante el kit “DC™ Protein

Assay” de BioRad® siguiendo las indicaciones del fabricante?.

El siguiente paso es la separacidon de proteinas por electroforesis en un gel SDS-PAGE. Para
hacer el gel se utilizé Acrilamida (National Diagnostics), Tris 1M, SDS 10% (Sigma-Aldrich®),
APS 13% (Sigma-Aldrich®), TEMED (Sigma-Aldrich®) y H,Oma. El porcentaje de acrilamida
utilizado para realizar los geles varia en funcion del peso molecular de la proteina que se
quiere analizar. De las proteinas obtenidas tras el lisado celular y cuantificadas, se cargan en
cada pocillo 50 ug para asi separarlas en funcién del peso molecular gracias a la electroforesis

SDS-PAGE.

Una vez separadas las proteinas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa (Millipore®)
utilizando el Trans-Blot de Bio-Rad®, después se bloquea la membrana con una solucién de
leche en polvo al 5% en TBS-Tween. Tras el bloqueo de la membrana se incuba con el
anticuerpo primario que corresponda (Tabla 1) o/n a 4°C en agitacion. Se realizan tres lavados
con TBS-T y se incuba la membrana con el anticuerpo secundario (Dako®). Tras tres lavados
con TBS-T y un ultimo con TBS. Para revelar la membrana se incubd previamente con el

“Immobilion Western Chemiluminiscent HRP Substrate (ECL)” de Thermo Fisher® y se fijo en
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un film (“High performance chemiliminiscent film” de Amersham®). Para la fijacién en el film

se utiliza un revelador y un fijador de Sigma-Aldrich®.

ANTICUERPO PRIMARIO CASA COMERCIAL

p53 Cortesia de la doctora Xin-Lu
p-Chk1l Cell Signaling

PARP Cell Signaling

Caspasa 3 Cell Signaling

FOXM1 Santa Cruz

Tubulina Sigma-Aldrich

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados.

3.6 Ensayos de clonogenicidad
Se quiso analizar el efecto que tiene la combinacidon de Temozolomida y Trifluoperazina sobre

la capacidad de cada célula de formar nuevas colonias tras un tratamiento. Asi que se realizé
un ensayo de formacién de colonias®®, para ello se tratan las células y una vez acabado el
tratamiento se tripsinizan y se cuentan. Las células tratadas se siembran a una dilucién
adecuada para poder analizar el niumero de colonias que se han formado aproximadamente
una semana después (dependiendo de la velocidad de crecimiento). Se siembran 300 células
por pocillo en una placa de 6 pocillos y una vez las colonias formadas son lo suficientemente
grandes, sin que lleguen a solaparse, se fijan y tifien con una disolucion de glutaraldehido 6%
y cristal violeta al 0.5% en H,Owma. Tras la tincidn las colonias tienen el aspecto de la figura 9y
se cuentan, después se calcula la eficiencia de plaqueo (PE), que permite obtener la fraccidn
de suervivencia y asi poder comparar los distintos experimentos realizados. Esta se calcula a

partir del control:

n° de colonias formadas
PE = -
n° de células sembradas
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Una vez calculada la eficiencia de plaqueo se calcula la “surviving fraction” (SF) o fraccién de
supervivencia:

SF n° de colonias formadas después del tratamiento

n° de células sembradas - PE

Figura 9. Ensayo de formacion de colonias. Resultado observado después
de la tincién con cristal violeta 0.5% y glutaraldehido 6%. Extraido de %°.

Se realizaron 3 experimentos diferentes variando el tratamiento:

1. Se realiza un tratamiento de 4 horas con 3 condiciones distintas:
o TMZ 100 uM
o TFP 10 uM
o TMZ 100 pM + TFP 10 uM
2. Serealiza un tratamiento de 1 hora con 5 condiciones distintas:
o TMZ10uM
o TMZ25uM
o TFP 10 uM
o TMZ10 uM + TFP 10 uM
o TMZ25uM +TFP 10 pM
3. Se realiza una preincubaciéon con TFP 10 pM durante 4 horas en todas aquellas
condiciones que contengan TFP y posteriormente se trata durante 1 hora con 5
condiciones distintas:
o TMZ10puM
o TMZ25uM
o TFP 10 uM
o TMZ10 uM + TFP 10 uM
o TMZ25uM +TFP 10 uM
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3.8 Analisis estadistico
El calculo de la ICso y la representacién de las curvas dosis-respuesta se realizaron con el

programa GraphPad. Las diferencias entre los resultados obtenidos fueron evaluadas con el
programa Microsoft Excel 2013 mediante la realizacion de la prueba t-student. Gracias a esta
prueba se puede obtener el p-valor, en funcién de éste podremos determinar si hay

diferencias estadisticamente significativas:

» p-valor < 0.05: Diferencia significativa (*)
» p-valor < 0.01: Diferencia muy significativa (**)

» p-valor < 0.001: Diferencia extremadamente significativa (***)
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% Cell Viability

4. RESULTADOS

4.1 Calculo de la ICso de la Temozolomida y de la Trifluoperazina
Se analizé la ICso (concentracién inhibitoria 50) de los dos farmacos utilizados. Esta se define

como la concentracién necesaria para para reducir el crecimiento de una poblacién, en este
caso celular, al 50% . Para ello se realizé una curva dosis-respuesta con cada uno de los
farmacos en las dos lineas celulares (figura 10). Para representar la curva y poder calcular la
ICso se representa el porcentaje de la viabilidad obtenida (siendo el control 100%) respecto
del logaritmo decimal de la concentracidn del fdrmaco. Los resultados obtenidos indican que
la linea celular U87MG es mas sensible a la Temozolomida a concentraciones intermedias
(50uM y 100uM), y se puede observar una ICso menor que con la linea celular LN229 (figura
10 B). En cambio para la Trifluoperazina solo se aprecian diferencias estadisticamente
significativas entre las dos lineas a una concentracién de 12uM, presentando U87MG una

mayor sensibilidad que LN229 (figura 10 A).

A Trifluoperazine B Temozolomide
100+ 120+
- LN229 - UBTMG
a0 - USTMG > 100 -¥. LN229
= ond
B0 3
> B0
40+ =
& 40
20 B
20
D T T T T 1 D
-85 80 -85 A0 45 40 55 .50 45 40 -35 30
Log [M]Trifluoperazine Log [M]TMZ
IC,, values (uM) IC,, values (uM)
LN229: 11.52+1.8 LN229: 132.7+13
US7MG: 9.36+1.6 U87MG: 90.9 +11.5

Figura 10. Cdlculo de la ICso de la Trifluoperazina y de la Temozolomida. (A) Curva dosis-respuesta
de un tratamiento con TFP de 48 horas para LN229 y U87MG. Se representa la media con el error
estdndar del porcentaje de viabilidad celular respecto del logaritmo de la concentracion de TFP
utilizada (1, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 30uM). En la parte inferior se incluye el valor de la ICsocon el
error estdandar para cada una de las lineas celulares. Este grdfico es el resultado de 4 experimentos
independientes. *, p<0.05 (t-test) respecto a LN229. (B) Curva dosis-respuesta de un tratamiento
con TMZ a 48 horas para LN229 y U87MG. Se representa la media con el error estandar del
porcentaje de viabilidad celular respecto del logaritmo de la concentracion de TMZ utilizada (10,
25, 50, 100, 250, 500 uM). En la parte inferior se incluye el valor de la ICso con el error estandar
para cada una de las lineas celulares. Este grdfico es el resultado de 8 experimentos
independientes. *, p<0.05 (t-student) respecto a LN229. **, p<0.01 (t-student) respecto a LN229.
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4.2 Analisis de cooperacion entre los dos farmacos
Una vez obtenidas las ICso de ambos farmacos, se analiza el efecto sobre la viabilidad que tiene

la combinacidon de éstos en las dos lineas celulares utilizadas. Para ello se realiza una dosis
respuesta con la Temozolomida (utilizando las mismas concentraciones) y se analiza la
variacién de la curva, y sobre todo la ICso, al afiadir a cada concentracion distinta de
Temozolomida otra fija de Trifluoperazina. Después con las ICso obtenidas se realiza un
isobolograma, en el cual se representa en el eje de ordenadas la ICso de la Temozolomida y en
el de abscisas la de Trifluoperazina, uniéndose ambos puntos con una recta (linea de
aditividad). Después se representan las ICso obtenidas al afiadir la Trifluoperazina, si los puntos
quedan por debajo de la recta se puede hablar de un efecto sinérgico, en el cual ambos
farmacos ven potenciado su efecto al usarlos conjuntamente, mientras que si se mantienen

por encima pero cercanos a la recta el efecto es aditivo.

A USTMG
120+ —— k7
- -%- + 5uM TFP
z N e+ 7 5uM TFP
5 804 “\ -o- + 10uM TFP
> B0 VR
8 a0l
;—; ¥
201
D T T T T T 1
56 50 45 40  -35  -30 ug7MG
Log [M]TMZ
B C U87MG
100
L
IC,, values 2 801
ﬁ 60
T™™Z: 90.9+11.5 5
TMZ+5uMTFP:  47.66+ 16 8“0
TMZ +7.5 u(M TFP: 2837 +7.5 5 20-
TMZ +10 u(M TFP: 13.8+4.1 0 , , , AN

o

2 4 6 8 10
Trifluoperazine (LM)

Figura 11. Andlisis de cooperacion entre Trifluoperazina y Temozolomida en U87MG. (A) Curva
dosis-respuesta de la TMZ para U87MG afiadiendo a cada concentracion otra fija de TFP (0,5, 7.5y
10 uM). Se representa la media * el error estdndar del porcentaje de viabilidad celular respecto del
logaritmo de la concentracion. Para la curva de dosis respuesta de TMZ con TFP 10uM y con TFP
7.5uM se realizaron 4 experimentos independientes y para la curva dosis-respuesta de TMZ con TFP
5uM 3 experimentos independientes. (B) Valor de ICso (media + error estdndar) del tratamiento con
TMZ 48 horas en U87MG y la variacion de ésta afiadiendo una concentracion fija de TFP (0, 5, 7.5y
10 uM). (C) Isobolograma con las distintas ICso de la TMZ y la TFP a 48 horas. *, p<0.05 (t-student)
respecto al control. **, p<0.01 (t-student) respecto al control. ***, p<0.001 (t-student) respecto al
control.
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Para la linea celular U87MG (figura 11), observando la curva de dosis respuesta (figura 11 A),
las tres concentraciones de Trifluoperazina (5, 7.5 y 10 uM) afiadidas a las de Temozolomida
disminuyen de manera clara la viabilidad celular obtenida solamente mediante el uso de
Temozolomida. Solo a concentraciones muy elevadas de Temozolomida (250 y 500 uM) se
igualan los efectos producidos por ésta y los obtenidos con la combinacién de ambos farmacos.
La ICso de cualquiera de las tres combinaciones utilizadas es notablemente menor que la ICso
de la Temozolomida, y cuanto mas elevada es la concentracién de Trifluoperazina utilizada
menor es la ICspobtenida de la combinacién (figura 11 B). Observando el isobolograma (figura
11 C) se puede apreciar que el efecto observado a las concentraciones estudiadas de ambos

farmacos utilizadas es de aditividad.

A LN229
120~ - Thi7
-+ + 5pM TFP
> 100 -+- +10pM TFP
= a0
&
> 60
S 4]
&
a4
D T T T T T 1
-5.5 -50 45 A0 -34 -0
Log [M)TMZ
B C LN229
150
IC,, values (uMm) s
e
% 100
T™MZ: 132.7+13 E
TMZ+5uMTFP: 64 +15 §
TMZ + 10 u(M TFP:  39.4 + 12 o %0
@
0 T —
0 5 10 15

Trifluoperazine (pM)

Figura 12. Andlisis de cooperacion entre la Trifluoperazina y la Temozolomida en LN229. (A) Curva
dosis-respuesta de la TMZ para LN229 afiadiendo a cada concentracion, otra fija de TFP (0, 5y 10 uM).
Se representa la media * el error estandar del porcentaje de viabilidad celular respecto del logaritmo de
la concentracion. Para la curva de dosis respuesta de TMZ con TFP 10uM 'y con TFP 5uM se realizaron 5
experimentos independientes. (B) Valor de ICso (media + error estdndar) del tratamiento con TMZ 48
horas en LN229 y la variacion de ésta afiadiendo una concentracion fija de TFP (0, 5 y 10 uM) (C)
Isobolograma con las distintas ICso de la TMZ y la TFP a 48 horas. *, p<0.05 (t-student) respecto al control.
** p<0.01 (t-student) respecto al control. *** p<0.001 (t-student) respecto al control.
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Con la linea celular LN229 (figura 12) los resultados obtenidos son similares a los obtenidos
con U87MG (figura 11). En esta linea solo se han utilizado dos concentraciones de
Trifluoperazina distintas (5 y 10 uM) con las de Temozolomida y en ambas combinaciones los
resultados de viabilidad han sido notablemente menores que los obtenidos solamente con
Temozolomida, y solo a concentraciones de esta ultima muy elevadas (250 y 500 uM) los
efectos del fdrmaco se igualan con los obtenidos con la combinacién de ambos (figura 12 A).
Las ICsp también se reducen drasticamente al utilizar junto con la Temozolomida una
concentracién fija de Trifluoperazina, y cuanto mayor es la concentracién de Trifluoperazina
mayor es la disminucion de la I1Cso (figura 12 B). En el isobolograma se ha analizado la 1Cso
obtenida con 5 pM de Trifluoperazina y el efecto producido por la combinacién seria

moderadamente sinérgico (figura 12 C).

4.3 Efectos sobre la actividad apoptotica de Trifluoperazina y Temozolomida
Al haber comprobado el efecto de ambos farmacos por separado y la combinacién sobre la

viabilidad celular, se propuso si ese descenso en la viabilidad se correspondia con un aumento

de la apoptosis.

Para ello se analizé la actividad caspasa inducida por la Temozolomida y la Trifluoperazina por
separado y combinadas (figura 13). Se trataron las células con Temozolomida 100 uM,
Trifluoperazina 10 uM o su combinacién (TMZ 100 uM y TFP 10p), ambas concentraciones son

cercanas a la ICsp analizada anteriormente en US87MG y LN229.

A Actividad caspasa US7MG B Actividad caspasa LN229
2,5 2,5
2 2
1,5 2 I 1,5 < I
1 = I 1 - I
0,5 0,5
0 0
C TMZ 100 pM TFP 10 uM TMZ 100 pM C TMZ 100 pM TFP 10 uM TMZ 100 pM
+TFP 10 uM +TFP 10 uM

Figura 13. Andlisis de la actividad caspasa. (A) Actividad caspasa en células U87MG tras un
tratamiento de 48 horas con TMZ (100uM), TFP (10uM) o TMZ (100uM) y TFP (10uM). (B) Actividad
caspasa en células LN229 tras un tratamiento de 48 horas con TMZ (100uM), TFP (10uM) o TMZ
(100uM) y TFP (10uM).

20



Tanto en la linea celular U87MG (figura 13 A) como LN229 (figura 13 B) no se aprecia ningun
aumento significativo de la actividad caspasa respecto al control con cualquiera de los tres

tratamientos utilizados durante 48 horas

A parte de la técnica anterior para medir la actividad caspasa y por ende el nivel de apoptosis,
éste también se observé en células U87MG mediante el uso de un citémetro de flujo. Para
ello se utilizo el kit comercial “Alexa Fluor® 488, Propidium iodide” comentado anteriormente
en el apartado materiales y métodos. Gracias a este kit se puede analizar por citometria el
nivel de apoptosis de las células en funcidn de si son Anexina V positivas (células en apoptosis)

o Anexina V negativas (células viables).

Los resultados obtenidos por citometria en células U87MG (figura 14) muestran que no se
produce ninglin aumento significativo en el nivel de apoptosis con ninguno de los tratamientos

a las 48 horas.

Figura 14. Ensayo con anexina

Anexina V U87MG V. Porcentajes de células
100 anexina V negativas (vivas) y
80 = _ . _ anexina V positivas (apoptosis)
60 después de un tratamiento de 48
40 horas con TMZ (100 uM), TFP (10
20 uM) o TMZ (100 uM) y TFP (10
0 = = I - uM) en células US7MG. Este
Control TMZ 100pM TFP 10pM TMZ 100puM grdfico se ha obtenido mediante
+TFP 10pM 2 experimentos independientes.

Anexina V negativas Anexina V positivas

Ademads de los anteriores métodos utilizados también se ha comprobado si habia un aumento
en la apoptosis mediante Western blot, para ello se han analizado mediante esta técnica

proteinas implicadas en la apoptosis, como son la caspasa 3 y PARP.
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En U87MG solo se analizo la caspasa 3 (figura 15) y no se aprecia ninguna banda inferior que
indique una ruptura de la caspasa 3 y por tanto una activacién del proceso de la apoptosis
después de un tratamiento de 48 y 72 horas con Temozolomida, Trifluoperazina ni con la

combinacion de ambos.

U8s7MG

o _

T™Z TFP TMZ TMZ TFP TMZ
48h 48h TFP 72h 72h TFP
48h 72h

Figura 15. Andlisis por western blot en
células de U87MG de proteinas
relacionadas con la apoptosis. Se
analiza en células U87MG la caspasa 3,
implicada en el proceso de apoptosis.
Como control de carga se utiliza la
tubulina. Las células fueron tratadas
con TMZ (100uM), TFP (10uM) o TMZ
(100um) y TFP (10um) a 48y a 72 horas.

En LN229 ademas de la caspasa 3 se analiza PARP (figura 16), y al igual que sucedia en U87MG
(figura 15) con la caspasa 3, no se observa ninguna banda inferior que muestre una ruptura
de esta proteina ni tampoco con PARP. De modo que los resultados obtenidos tras el andlisis
por western blot de estas proteinas, es que no se ha iniciado ningln proceso de apoptosis ni

con los farmacos por separado, ni combinados durante un tratamiento de 48 y 72 horas.

LN229

Figura 16. Andlisis por western
blot en células de LN229 de
proteinas relacionadas con la
apoptosis. Se analizan en células
LN229 proteinas relacionadas
con la apoptosis: PARP y caspasa
3. Como control de carga se
utiliza la tubulina. Las células
fueron tratadas con TMZ
(100uM), TFP (10uM) o TMZ
(100um)y TFP (10um)a 48y a 72
C TMZ TFP TMZ TMZ TFP TMZ horas.
48h 48h TFP 72h 72h TFP
48h 72h

Tubulina

El resultado global de estos resultados es que con ninguno de los tratamientos analizados en
ambas lineas celulares se observa un aumento significativo respecto al control de la apoptosis

a 48y 72 horas.
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4.4 Analisis por Western Blot de proteinas relacionadas con el control del ciclo

celular y respuesta al dafio en el ADN
Una vez analizado el efecto de la Temozolomida, Trifluoperazina y su combinacién sobre la

viabilidad celular y la apoptosis, se pretendid observar el efecto de estos farmacos sobre

diversas proteinas relacionadas con el ciclo celular.

En el caso de las U87MG solo se analizd por esta técnica p53 (figura 17). De los resultados
obtenidos se puede apreciar un aumento de esta proteina en los dos tratamientos con
Temozolomida (48 y 72 horas), mientras que con la Trifluoperazina no hay diferencias con el
control ni a 48, ni a 72 horas. Asi que tanto a 48 como a 72 horas el aumento de la cantidad
de proteina respecto el control, observado en el tratamiento con ambos farmacos, podria
atribuirse al efecto de la Temozolomida, puesto que en ninguno de los dos casos consigue
superarse el efecto de la Temozolomida en solitario y la Trifluoperazina no parece variar la

cantidad de p53.

Figura 17. Andlisis por western

p53 blot en células de U87MG de
proteinas relacionadas con el
Tubulina control del ciclo celular. Se analiza

en células US87MG p53, que es una
proteina implicada en la respuesta
a8h 4sh TFP 72h 72h TEP al dafio en el ADN y control del ciclo
celular. Como control de carga se
utiliza la tubulina. Las células
fueron tratadas con TMZ (100uM),
TFP (10uM) o TMZ (100um) y TFP
(10uM) a 48 y a 72 horas.

48h 72h

En la linea celular LN229 se analizaron diversas proteinas relacionadas con el ciclo celular y en

la respuesta al dafio en el ADN como p53, p-Chk1, FOXM1 (figura 18).

En LN229 p53 tiene un patron de bandas muy similar al observado en U87MG (figura X), en
ambos tratamientos con Temozolomida (48 y 72 horas) se puede apreciar un aumento de p53
respecto al control, mientras que con la Trifluoperazina no se aprecian diferencias. El aumento
observado en el tratamiento con ambos farmacos no es mayor que el observado con la

Temozolomida por si sola.
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LN229

p53 L S e e e e ol Figura 18. Andlisis por western
: blot en células de LN229 de

proteinas relacionadas con el

p-Chi1 - - e W control del ciclo celular y Ia
respuesta al daio en el ADN. Se

FOXM1 | s “ v M P | analizan en células LN229

proteinas que tienen repercusion

_ sobre el ciclo celular y el dafio en

. _ - | el ADN: p53, p-Chkl, FOXM1.

Tubuling e e am— S 0 control de carga se utiliza

: la tubulina. Las células fueron
C TMZ TFP TMZ TMZ TFP TMZ tratadas con TMZ (100uM), TFP
48h 48h TFP 72h 72h TFP (10uM) o TMZ (100um) y TFP

48h 72h (10um) a 48 y a 72 horas.

En cuanto a p-Chk1 los tratamientos con Temozolomida a 48 y 72 horas producen un aumento
de p-Chkl. Tanto con Trifluoperazina como con Temozolomida se puede apreciar un ligero
aumento de p-Chk1 tanto a 48 horas como a 72. Aunque con ambos farmacos se observa un
incremento en la cantidad de proteina, el aumento producido por la Temozolomida es tan
intenso que no se aprecian diferencias entre la Temozolomida sola o combinada con

Trifluoperazina.

FOXM1 es una proteina que también se ve incrementada después de un tratamiento con
Temozolomida, tanto a 48 como a 72 horas y con Trifluoperazina los niveles no parecen variar
respecto el control. El tratamiento con los dos farmacos también aumenta la cantidad de
FOXM1, aunque este incremento es notablemente menor que el producido solo con la
Temozolomida, por lo que la Trifluoperazina reduce el aumento de FOXM1 ocasionado por la

Temozolomida.

4.5 Ensayo de clonogenicidad
Otro parametro analizado en este trabajo es la clonogenicidad, es decir, la capacidad que

tienen las células de formar nuevas colonias una vez han sido tratadas con Temozolomida,

Trifluoperazina o la combinacién de ambas.

Para ello se trataron las células con las concentraciones de ambos farmacos utilizadas
anteriormente (Temozolomida 100 uM y Trifluoperazina 10 uM) durante 4 horas, después se
sembraron 300 células y se contaron las colonias obtenidas, para posteriormente calcular la

“surviving fraction” (fraccion de supervivencia).
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Los resultados obtenidos (figura 19) indican una efectividad muy elevada de la Temozolomida
en ambas lineas celulares, puesto que no se pudo formar ninguna colonia, mientras que con
el tratamiento con Trifluoperazina no se aprecian diferencias significativas respecto el control.

Con la combinacién de ambos tampoco se pudo contar ninguna colonia.

A Fraccidn de supervivencia B Fraccidn de supervivencia
LN229 U87MG
1,5 1,5
1 I I 1 I I
0,5
* % % . 0,5
0 3k %k %k %k k%
C TMZ 100 uM  TFP 10uM  TMZ+TFP 0

C TMZ 100puM  TFP 10uM  TMZ+TFP

Figura 19. Ensayo de clonogenicidad (1). (A) Fraccion de supervivencia obtenida tras un tratamiento de
4 horas con: TMZ (100uM), TFP (10uM) o TMZ (100uM) y TFP (10uM) en células LN229. (B) Fraccion de
supervivencia obtenida tras un tratamiento de 4 horas con: TMZ (100uM), TFP (10uM) o TMZ (100uM) y
TFP (10uM) en células US87MG. *, p<0.05 (t-student) respecto al control. ***, p<0.001 (t-student)
respecto al control.

Debido a la gran efectividad de la Temozolomida sobre la clonogenicidad, no se pudo evaluar
si el hecho de afiadir Trifluoperazina a la Temozolomida mejoraba los efectos de ésta. Asi pues,
con la finalidad de estudiar con mas detalle el efecto de la combinacion de ambos farmacos,
se redujo el tiempo de tratamiento de 4 horas a 1 hora, y la concentracién utilizada de

Temozolomida pasé de 100 uM a 10 uM y 25 uM (figura 20).

Con las concentraciones utilizadas si se consiguié contar colonias tras el tratamiento con
Temozolomida, pudiéndose observar una disminucidn significativa de la fraccion de
supervivencia tanto a 10 uM como a 25 uM en ambas lineas celulares. Con la Trifluoperazina
no se observan diferencias respecto al control en U87MG y LN229. Los efectos de los
tratamientos con la combinacién de ambos farmacos son iguales a los producidos solamente

con la Temozolomida.
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Figura 20. Ensayo de
clonogenicidad (2). (A)
Fraccion de supervivencia
obtenida tras un tratamiento
de 1 hora con: TMZ (10uM),
TMZ (25uM), TFP (10uM),
TMZ (10uM) y TFP (10uM) o
TMZ (25uM) y TFP (10uM) en
células LN229. *** p<0.001
(t-test) respecto al control.

(B) Fraccion de supervivencia
obtenida tras un tratamiento
de 1 hora con: TMZ (10uM),
TMZ (25uM), TFP (10uM),
TMZ (10uM) y TFP (10uM) o
TMZ (25uM) y TFP (10uM) en
células US7MG. ***, p<0.001
(t-test) respecto al control.

Ambos grdficos (Ay B) se han
realizado con 2 experimentos
independientes.

Debido al corto tiempo de los tratamientos (1 hora), en aquellos que contuvieran

Trifluoperazina se realizd antes un pretratamiento de 4 horas con Trifluoperazina a una

concentracion de 10 uM. Después de este pretratamiento se realizaron los tratamientos de 1

hora con los farmacos que correspondieran a la condicién analizada.

Los resultados (figura 21), pese al pretratamiento realizado, fueron idénticos a los anteriores.

El Tratamiento con Temozolomida a 10 y 25 uM reduce significativamente el nidmero de

colonias obtenidas, como asi se ve reflejado en la fraccién de supervivencia. En cambio la

Trifluoperazina no reduce el nimero de colonias, puesto que la fraccion de supervivencia no

varia respecto al control. El tratamiento con los dos farmacos tiene un efecto sobre la

clonogenicidad muy similar al producido solamente con la Temozolomida.
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Figura 21. Ensayo de clonogenicidad (3).

A Ny, . .
Fraccion de supervivencia LN229 (A) Fraccion de supervivencia obtenida

1,5 tras un tratamiento de 1 hora con: TMZ
1 T . _ . (10uM), TMZ (25uM), TFP (10uM), TMZ
o _ % . *:: (10uM) y TFP (10uM) o TMZ (25uM) y
’ 2 TFP (10uM) en células LN229 que
0 previamente han sido incubadas durante
¢ Mz Mz TFP TMZ Mz 4 horas con TFP 10uM (solo Ias

10uM - 25uM - 10uM iOT“F'\;I iST“F'\;I condiciones que llevan TFP). *, p<0.05 (t-

10uM  10uM student) respecto al control. ** p<0.01

(t-student) respecto al control.

B Fraccion de supervivencia US7MG

15 (B) Fraccion de supervivencia obtenida

1 - * B * tras un tratamiento de 1 hora con: TMZ
- . T . (10uM), TMZ (25uM), TFP (10uM), TMZ
’ = = (10uM) y TFP (10uM) o TMZ (25uM) y
0 TFP (10uM) en células USTMG que
C ™Z T™MZ TFP10uM TMZ ™Z . O

10uM  25uM 10u4M  25uM previamente han sido incubadas durante
+TFP +TFP 4 horas con TFP 10uM (solo las
10pM  10pM condiciones que llevan TFP). *, p<0.05 (t-
student) respecto al control. **, p<0.05

(t-student) respecto al control.

5. DISCUSION

Los resultados obtenidos de la viabilidad indican un buen potencial terapéutico acerca del uso
combinado de Temozolomida y Trifluoperazina. Los ensayos realizados indican una reduccién
importante de ésta al usar la combinacion de ambos farmacos. La Trifluoperazina podria
utilizarse para aumentar el efecto del tratamiento con Temozolomida, o bien para reducir la

dosis de esta ultima.

La Temozolomida induce dano en el ADN, hecho que ocasiona un arresto del ciclo celular en
fase G2/My posteriormente la apoptosis3'. Los resultados obtenidos no muestran que se haya
producido apoptosis, esto es debido a que los tratamientos se han realizado durante 48 horas
y diversos estudios indican que la apoptosis se produce entre las 96 y 120 horas después del
tratamiento3%33, La reduccidn de la viabilidad y que no se active la apoptosis concuerda con la

idea del arresto en fase G2/M y apoptosis tardia.

Los resultados obtenidos al analizar por Western blot proteinas relacionadas con el dafio en
el ADN y el ciclo celular concuerdan con los tratamientos utilizados. Al provocar la

Temozolomida dafio en el ADN se induce la expresién de proteinas como p53 y p-Chk1, que
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forman parte de complejos proteicos implicados en la respuesta al dafo en el ADN para su
reparacion y el control del ciclo celular. Estos aumentos se pudieron apreciar en ambas lineas
celulares, aunque hay que destacar que las células LN229 poseen una mutacién en el gen de
p53 que aunque se exprese la proteina, ésta no es funcional3*, de modo que para el arresto
del ciclo celular no es imprescindible p53, hecho constatado especificamente en otro

estudio.3!

Uno de los efectos que se producen con la Temozolomida es un aumento en la expresién de
FOXM1, que se origina como respuesta al dafio en el ADN producido por el farmaco. Este
hecho es negativo para el tratamiento y una elevada expresion de FOXM1 se correlaciona con
una cierta resistencia al tratamiento con Temozolomida. Los resultados obtenidos mediante
Western blot sobre la cantidad de FOXM1 después del tratamiento con Temozolomida
sostienen esta idea, puesto que se aprecia un aumento significativo de FOXM1 respecto al
control. En cambio cuando la Temozolomida se combina con Trifluoperazina, parece que se
reduce la cantidad de FOXM1 respecto al tratamiento con Temozolomida, de modo que la
Trifluoperazina podria actuar potenciando la Temozolomida. Esto podria explicar el efecto
moderadamente sinérgico observado a las dosis estudiadas en una linea celular mas resistente
a la Temozolomida como la LN229, mientras que U87MG es mas sensible y a las dosis
estudiadas no se observé un efecto sinérgico, aunque eso no implica que a otras dosis si pueda

haber una sinergia entre los dos farmacos en U87MG.

Algunos estudios sugieren que la Trifluoperazina podria actuar inhibiendo la reparacion en el
ADN, hecho que implicaria una potenciacion de la actividad que tienen los tratamientos que
ocasionan dafio en el ADN3637, Este efecto implica que la Trifluoperazina en combinacidn con
la Temozolomida deberia aumentar la accion de esta ultima sobre la clonogenicidad. Los
resultados, en cambio, no mostraron este efecto, puesto que no se observd ninguna
potenciacion en este pardmetro. Estos estudios con resultados positivos en cuanto a la
capacidad de potenciar el efecto anticlonogénico por parte de la Trifluoperazina se obtuvieron
combinandola con radioterapia3® y Bleomicina, un fdrmaco que induce una rotura en el ADN%’.
Tanto la Bleomicina como la radioterapia producen una doble rotura en el ADN, en cambio la
Temozolomida primero ocasiona una metilacion del ADN'33637  Asi que, estos resultados
podrian explicarse gracias a la diferencia en las vias de reparacidn que actuan frente al dafio

producido por la Temozolomida y el producido por la radioterapia y la Bleomicina, de modo
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que la Trifluoperazina podria actuar inhibiendo el mecanismo de reparacion inducido por la
radioterapia y Bleomicina, pero no con el mecanismo de reparacidon inducido por la
Temozolomida. No obstante, como se ha podido apreciar en los resultados obtenidos, la
Temozolomida tiene un efecto importante sobre la clonogenicidad y a diferencia de la
Bleomicina, cuyos efectos en la clonogenicidad si se ven potenciados con la Trifluoperazina,

puede atravesar la barrera hematoencefalica y utilizarse en el tratamiento de gliomas3.

6. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se pueden extraer de este trabajo son:

1. El tratamiento con Temozolomida y Trifluoperazina tiene un efecto mucho mayor que
el producido solamente con la Temozolomida, reduciendo la viabilidad celular en LN229
y US7MG.

2. LaTrifluoperazina no acelera la apoptosis a largo plazo producida por la Temozolomida.

3. La Trifluoperazina no potencia la actividad anticlonogénica de la Temozolomida.

La conclusidn global seria que la combinacién de Temozolomida con Trifluoperazina tiene un

buen potencial terapéutico en el tratamiento de Gliomblastomas.
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