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1.1. VIA DEL MEVALONATO: GENERALIDADES

La Via del Mevalonato (VM) es una ruta metabdlica de gran importancia que provee
a la célula de moléculas bioactivas vitales para mdultiples procesos celulares
(Buhaescu y Hassane 2007). Esta via sintetiza mevalonato a partir de acetato, para
luego convertirlo en productos isoprenoides esteroideos como el colesterol
(componente esencial de la membrana plasmatica, precursor de acidos biliares y
hormonas) y en un amplio numero de moléculas hidrofébicas, isoprenoides no
esteroles, como el dolicol (participa en la glicosilacion de proteinas), ubiquinona
(constituyente de la cadena transportadora de electrones mitocondrial) y grupos
isopreno. Estos Ultimos compuestos intermediarios de la ruta biosintética del
mevalonato, juegan un papel importante en la modificacion post-traduccional de
una gran cantidad de proteinas implicadas en la sefializacion intracelular y son
esenciales en el crecimiento/diferenciacion celular, la glicosilacion de proteinas y el
ensamblaje del citoesqueleto (Buhaescu y Hassane 2007; Zhou y Liao 2009; Miziorko
2011).

La VM es una ruta multienzimatica (Figura 1.1), que se lleva a cabo en las fracciones
microsomal y soluble del citoplasma y fue originalmente descripta en higado de
mamiferos en la década del 50 por Bolch (1952). Comienza con la sintesis de 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) a partir de acetil-CoA en un par de
reacciones que ocurren en el citoplasma catalizadas por las enzimas acetoacetil
coenzima A (AA-CoA) tiolasa y HMG-CoA sintasa. Estas reacciones se contindan por
una reaccion que sintetiza mevalonato a partir de HMG-CoA catalizada por una
proteina integral de reticulo endoplasmico (RE): la HMG-CoA reductasa (HMGCR),
siendo ésta la enzima limitante de la via (Goldstein y Brown 1990). La mevalonato
quinasa (MK) es la segunda enzima esencial de la ruta de biosintesis de isoprenoides
/ colesterol, despues de HMGCR. Cataliza la fosforilacion de acido mevaldnico en
fosfomevalonato. Aunque MK no es la enzima limitante de la via, se demostrd que

su actividad esta regulada a través de la inhibicion por retroalimentacion por
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productos de la via, como el geranilpirofosfato, el farnesilpirofosfato vy el
geranilgeranilpirofosfato (Hinson y col. 1997). La enzima fosfomevalonato quinasa
cataliza el siguiente paso mediando la conversion de mevalonato 5-fosfato a
mevalonato 5-difosfato  (Buhaescu y Hassane 2007). A partir de este Ultimo se
genera una molécula de cinco carbonos: isopentenil pirofosfato (IPP) que constituye
la unidad estructural cuya polimerizacion dara origen a los distintos productos
poliisoprenoides de la via. En este punto se produce la primera ramificacion de la
ruta, dado que el IPP es utilizado tanto para la generacion de isopentenil ARNt e
isopentenil adenina como para la sintesis de la molécula de 15 carbonos farnesil
pirofosfato (FPP) (Swanson y Hohl 2006; Buhaescu y Hassane 2007).

El FPP constituye el mayor punto de ramificacion en la biosintesis de
poliisoprenoides. Este compuesto es el sustrato de distintas reacciones enzimaticas
que conducen a diferentes productos finales:

1) Dos moleculas de FPP pueden unirse en una reaccion cabeza-cabeza para
formar escualeno, un compuesto de 30 carbonos. La enzima escualeno
sintasa cataliza esta reaccion, siendo éste el primer paso comprometido en la
biosintesis del colesterol. El escualeno se convierte después de una etapa de
ciclacion en lanosterol, y éste a su vez transforma en colesterol después de
una serie de 19 reacciones adicionales (Buhaescu y Hassane 2007).

2) El FPP puede unirse con grupos IPP o con cadenas cortas de poliprenoles
por repetidas condensaciones cabeza-cola para formar largas cadenas de
poliprenoles con todas sus dobles ligaduras en configuracion trans. En
humanos, cuando estas cadenas alcanzan las 10 unidades de isopreno, el
grupo poliprenilo es transferido a un anillo aromatico derivado de la tirosina,
para iniciar la sintesis de ubiquinona (Dallner y Sindelar 2000; Bentinger vy col.
2010).

3) El FPP puede ser convertido en un alcohol poliisoprenoide de cadena larga,

el dolicol, a través de una serie de adiciones de 16 residuos de isoprenilo. En
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esta serie de condensaciones se producen dobles enlaces cis en la cadena de
poliisopreno, algo caracteristico del dolicol (Gough y Hemming 1970).

Finalmente el FPP o su derivado geranilgeranil-pirofosfato (GGPP) pueden
unirse covalentemente a distintas protefnas con multiples funciones dentro
de la célula (modificacion postraduccional) (Berndt y col. 2011; Thurnher y
col. 2012; Thurnher y col. 2013). Farnesiltransferasa (FPTasa) vy
geranilgeraniltransferasa (GGPTasa) son dos enzimas que llevan a cabo la
reaccion de prenilacion en la célula. Este proceso implica la union covalente
del grupo prenilo (o bien el C-15 del FPP o el C-20 del GGPP) con el extremo
C-terminal de algunas proteinas, incluyendo la subunidad y de proteinas G
heterotriméricas, proteinas de la lamina nuclear, hemo-A y pequefas
proteinas de union a GTP (Bonetti y col. 2003). La prenilacion promueve la
union de estas proteinas a las membranas celulares. Esta modificacion
postraduccional y la activacion de GTPasas como Rho, Rac, Rab, Rap, Ras
juegan un importante papel en muchas cascadas de sefializacion dentro de

la célula (Hinson y col. 1997; Edwards y Ericsson 1999; Bonetti y col. 2003).



Introduccion

Acetil-CoA
AA-CoAtiolasa |

HMG-CoAsintasa |
HMG-CoA

ﬁ—|MG—CoA red uctasa] l
Mevalonato

Mevalonato quinasa l
Mevalonato-5-fosfato
Fosfomevalonato quinasa l

Mevalonato-PP _
Mevalonato PP decarboxilasa l Isoprenil PP

Isopentil-pp__Isomerasa__
DimetilalilPP

(IPP) 0
Geranil PP sintasa l M

Geranil-PP
Farnesil PP sintasa l

Isopentenil ARNt

Hemo A Geranilgeranil
Ubiquinona Farnesil-PP__ PPsintasa = Geranilgeranil-PP
_ (FPP) (GGPP)
Dolicol Escualenosintasa l
Escualeno

Proteinas preniladas
Oxiescualeno

Lanosterol

Hormonas esteroideas <+— | Colesterol — Acidos biliares

Figura I.1. Via del Mevalonato. Se representan los intermediarios y productos finales de la via en

color negro, enzimas que intervienen en color naranja.
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1.2. VIA DEL MEVALONATO: REGULACION

De todas las enzimas que participan en la via, la HMGCR cataliza una reaccion
irreversible al inicio de la ruta metabdlica, lo que la situa como principal punto de
control (Burg y Espenshade 2011).

HMGCR se regula por los niveles de esteroles intracelulares, quienes median por
retroalimentacion la transcripcion y / o degradacion de la enzima, asegurando asi la
sintesis de esteroles necesarios, pero no su acumulacion mas alla de los
requerimientos celulares (Figura 1.2) (Goldstein y Brown 1990).

Las protefnas de uniéon al elemento regulador de esteroles (sterol reguilatory
element-binding protein -SREBPs-) son factores de transcripcion que median la
expresion de genes involucrados en la lipogénesis (SREBPla y SREBPIc) y en el
metabolismo del colesterol (SREBP1a, SREBP2) (Horton y col. 2002). SREBP forma un
complejo en la membrana del RE con otra proteina, Scap. Cuando los niveles de
esteroles celulares son escasos, el complejo se transporta al aparato de Golgi en
vesiculas revestidas con COPIIL, gracias al sitio de reconocimiento para COPIl que
presenta Scap. En el aparato de Golgi, SREBP es activado por dos eventos
proteoliticos secuenciales que escinden el dominio NH,-terminal del factor de
transcripcion de la membrana (SREBP maduro), lo que le permite ingresar en el
nucleo y activar la transcripcion génica (Goldstein y col. 2006; Sato 2009). SREBP-1a
es un potente activador de todos los genes SREBP-sensibles, incluyendo aquellos
qgue median en la sintesis de colesterol, acidos grasos, y triglicéridos. Las funciones
de SREBP-1c y SREBP-2 son mas restringidas, SREBP-1c induce la transcripcion de
genes necesarios para la sintesis de acidos grasos (entre ellos se incluyen para ATP
citrato liasa, acetil-CoA carboxilasa, acido graso sintasa, estearoil-CoA desaturasa, y
glicerol-3-fosfato aciltransferasa) pero no para la sintesis de colesterol. SREBP-2, por
el contrario, activa la expresion de proteinas involucradas en el metabolismo del

colesterol (como la HMG-CoA sintasa, HMGCR, farnesil difosfato sintasa, escualeno
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sintasa y el receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDLR) descripto en el item
[.3) (Horton y col. 2002).

Un avance importante en la comprension de la base molecular de la inhibicion de
HMGCR por retroalimentacion fue el descubrimiento de una proteina de RE llamada
Insig; ésta regula HMGCR tanto transcripcionalmente, mediante la inhibicion de la
activacion de SREBP, como postraduccionalmente mediante la ubiquitinizacion y
protedlisis de la enzima (Goldstein y col. 2006). Insig se une a Scap cuando los
esteroles son abundantes, alterando su estructura y haciendo que su secuencia de
reconocimiento para las proteinas COPII sea inaccesible. Esto evita que el complejo
SREBP-Scap sea cargado en vesiculas COPIL, lo que impide el clivaje proteolitico de
SREBP en el aparato de Golgi y de este modo no se libera el extremo NH; terminal,
responsable de entrar al nucleo y activar la transcripcion (Sun y col. 2007).
Alternativamente, cuando los niveles de esteroles son bajos, Insig se disocia de Scap
permitiendo el transporte de SREBP-Scap hacia el aparato de Golgi y la consecuente
activacion de SREBP (Espenshade y Hughes 2007).

Ademas de su papel en la regulacion de la transcripcion a través de SREBP, Insig
tambiéen regula la degradacion de HMGCR (DeBose-Boyd 2008) reclutando enzimas
que la conjugan con ubiquitina cuando abundan los esteroles celulares (Sever y col.
2003; Song y col. 2005; Jo y Debose-Boyd 2010).

HMGCR también esta regulada por el estado metabdlico celular a través de un
mecanismo independiente de Insig que se cree que ayuda a optimizar el gasto de
ATP celular durante el estrés metabdlico (Burg y Espenshade 2011). La proteina
quinasa activada por AMP (AMP-activated protein kinase ~AMPK-), originalmente
conocida como HMGCoA reductasa quinasa (Hardie y col. 2006), es activada
alostéricamente por AMP, pero no por ATP (Corton y col. 1995). Debido a que ATP
y AMP compiten para el mismo sitio de union, la AMPK es capaz de responder
cuando la energia celular es baja fosforilando a la HMGCR e inhibiendo su actividad

(Omkumar y col. 1994).
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La desfosforilacion de la HMGCR por la proteina fosfatasa 2A (PP2A) restaura
totalmente la actividad enzimatica y junto con la AMPK puede jugar un importante
papel en la regulacion de la actividad HMGCR través de la fosforilacion. Sin
embargo, no hay ninguna funcion fisioldgica conocida para la regulacion de la PP2A
en el control de actividad de la HMGCR (Burg y Espenshade 2011).

Por ultimo, HMGCR también esta regulada a nivel de la traduccion por isoprenoides
no-esteroles (Nakanishi y col. 1988; Goldstein y Brown 1990, Janssens y Goris 2001).
Sin  embargo, este aspecto de la regulacion de HMGCR ha recibido
considerablemente menos investigacion que otras formas de regulacion y por lo

tanto su mecanismo no esta claro (Burg y Espenshade 2011).

cis-Golgi
SiP SIP -

9 \ F,
6 M Wesicula COFI ==

Figura [2. Regulacion de la via del Mevalonato. SREBP controla la transcripcion de la

HMGCR y de LDLR. SREBP-Scap reside en la membrana del RE inactivo. Cuando los
esteroles celulares son escasos, el complejo se transporta al aparato de Golgi en vesiculas
COPIL. En el aparato de Golgi, SREBP es activado por dos eventos proteoliticos secuenciales
que escinden el dominio NH,-terminal del factor de transcripcion de la membrana, lo que
le permite entrar en el nlcleo y activar la transcripciéon de la HMGCR y LDLR. Insig se une a
SCAP en condiciones celulares donde los esteroles son abundantes haciendo que su
secuencia de reconocimiento de COPII sea inaccesible. Insig también regula la degradacion
de la HMGCR. En condiciones de elevados niveles de esteroles, Insig se une a la region
NH,-terminal de la HMGCR y recluta enzimas que conjugan con ubiquitina a HMGCR.

Figura adaptada de Ikonen 2008. 7
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[.3. METABOLISMO DEL COLESTEROL

El colesterol es necesario para el crecimiento y la viabilidad celular en mamiferos.
Sus derivados incluyen los acidos biliares, lipoproteinas, oxisteroles y hormonas
esteroideas. El colesterol es una molécula lipidica esencial para la estructura vy el
funcionamiento de las membranas celulares, particularmente en la membrana
plasméatica (Chang y col. 2006). Sin embargo, el exceso de colesterol se lo ha
relacionado con diversas enfermedades: se lo identificd por primera vez en 1769
como el componente principal de los calculos biliares humanos. Desde entonces su
concentracion fuera de los parametros aceptables ha sido considerada en una
variedad de enfermedades como la aterosclerosis, la enfermedad de Alzheimer y
diversas malformaciones (Cortes y col. 2013). La estructura de colesterol consiste en
cuatro anillos (A, B, C, D), con dos grupos metilo angulares situados en C10 y C13;
éstas son caracteristicas de todos los esteroides naturales. El colesterol también
contiene un grupo 3B-OH en el anillo A, un doble enlace entre el C5 y C6 y una
cadena lateral (isooctilo) en el C17 (Figura L3). El colesterol del que dispone el
organismo tiene dos origenes: enddgeno, procedente de la sintesis de novo
(descripto en 1.1), y exdgeno, procedente de la dieta (Chang y col. 2006). El dltimo se
transporta inicialmente desde el intestino al higado desde donde se distribuye a
todos los tejidos. Para el transporte a traves del medio acuoso (linfa y la sangre),
enterocitos y hepatocitos empaquetan colesterol y ésteres de colesterol en
lipoproteinas de varios tamafios y composiciones que se modifican en la circulacion.
Brevemente, el colesterol dietético se absorbe por los enterocitos del intestino
delgado y junto con los triglicéridos (TG) es transportado por los denominados
quilomicrones. Algunos de los TG se hidrolizan en la circulacion dando lugar a los
remanentes de quilomicrones que son captados por los hepatocitos (Chang y col.
2006). El higado juega un rol central en el metabolismo del colesterol sintetizando
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Kwiterovich 2000). Si bien la principal

funcion de las particulas VLDL parece ser el transporte de TG desde el higado a los
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organos periféricos para oxidacion o almacenamiento, estas particulas también
contienen colesterol libre y esterificado. Durante el metabolismo de las particulas de
VLDL, con la remocion de una extensa porcion de TG en los tejidos periféricos, se
forma una particula remanente y una porcion de estas particulas (derivadas de las
VLDL) es convertida a la lipoproteina de baja densidad (LDL) (Kwiterovich 2000). Las
celulas de mamiferos adquieren el colesterol exdgeno principalmente de LDL, a
través de la via del LDLR (Chang y col. 2006). Las LDL circulantes se unen al LDLR en
la superficie celular y se incorporan, como un complejo de lipoproteina-receptor a
través de vesiculas revestidas de clatrina, en compartimentos endolisosomales para
su posterior procesamiento. En este nivel, el LDLR se recicla a la superficie celular,
mientras que las particulas de LDL son totalmente degradadas en sus componentes
individuales. Mas especificamente, los ésteres de colesterol derivados de las LDL se
hidrolizan para formar colesterol libre y acidos grasos (AG) por la accion de la lipasa
acida lisosomal (Cortes y col. 2013). Cuando los tejidos extrahepaticos tienen exceso
de colesterol, éste se libera a las lipoproteinas de alta densidad (HDL), sintetizadas
también a nivel hepatico. HDL devuelve los lipidos al higado en un proceso llamado
transporte reverso del colesterol (Ohashi 2005). Desde el higado, el colesterol se
excreta en la bilis (ya sea como colesterol o después de que se ha metabolizado a
acidos biliares) que entra en el intestino delgado. A partir de ahi, el colesterol y las
sales biliares se reabsorben (ciclo enterohepatico) o bien son excretados en las
heces (Van der Wulp y col. 2013) (Figura 14). La proporcion de colesterol
procedente de la sintesis enddgena suele ser mayor que la absorbida de la dieta, y
el conjunto de los dos supera a la cantidad de colesterol consumida por el
organismo, lo que obliga a metabolizar o excretar, o ambas cosas, el exceso de
colesterol para lograr mantener un equilibrio. Los mamiferos carecen de las enzimas
necesarias para degradar el nucleo de la molécula del colesterol, por lo que sélo
pueden modificar ligeramente su estructura. Debido a ello, el colesterol es excretado

del organismo en forma inalterada o tras su transformacion en otros productos
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derivados tales como los &cidos biliares o las hormonas esteroideas (Tall 2008; Van
der Veen y col. 2009). La cantidad de colesterol de la dieta varfa notablemente de
un dia a otro, lo que obliga a la existencia de mecanismos de control que permitan
mantener el equilibrio entre las velocidades de sintesis y excrecion en relacion con el
que es absorbido. Tales mecanismos de control (descriptos en 1.2) suelen funcionar
correctamente, y garantizar la disponibilidad de las cantidades adecuadas de
colesterol para satisfacer las necesidades de los distintos tejidos. En situaciones
patoldgicas tiene lugar un desequilibrio de dichos procesos, lo que lleva a un
incremento de los niveles circulantes de colesterol o a un exceso del mismo que es
eliminado por via biliar. En el primer caso, los ésteres de colesterol pueden llegar a
acumularse en las células de la pared arterial y originar el desarrollo de la
arteriosclerosis (Kwiterovich 2000; Van der Wulp 2013). En el segundo, la bilis puede
llegar a sobresaturarse de colesterol, que al final precipita, dando lugar a calculos
biliares (Portincasa y col. 2006; Wang y col. 2009).

El colesterol alcanza notoriedad debido a la fuerte correlacion entre los niveles
elevados de colesterol en sangre (hipercolesterolemia), fundamentalmente
transportado por LDL, y la incidencia de enfermedades del sistema cardiovascular en
el hombre. La importancia de este lipido y muy especialmente de su via de sintesis
se ha incrementado con el descubrimiento del importante rol de la colesterogénesis

en el crecimiento v proliferacion celular (véase item 1.4).

26

Figura I.3. Estructura de la molécula del Colesterol.
La estructura de colesterol consiste en cuatro
anillos (A, B, C, D), con dos grupos metilo
angulares situados en C10 y C13, contiene un
HO Y r: grupo 33-OH en el anillo A, un doble enlace entre

C5y C6y una cadena lateral (isooctilo) en C17.
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Figura L4. Transporte de colesterol. El colesterol y los triglicéridos dietéticos son absorbidos
por los enterocitos del intestino delgado en los quilomicrones. Algunos de los triglicéridos se
hidrolizan en la circulacién dando lugar a los remanentes de quilomicrones que son tomadas
por los hepatocitos. El higado sintetiza VLDL que son metabolizadas en el torrente
sanguineo con la remocion de una extensa porcion de TG por los tejidos periféricos, se
forma una particula remanente y una porcién de estas particulas (derivadas de las VLDL) es
convertida a LDL. Las células de mamiferos adquieren el colesterol exdégeno principalmente
de LDL, a través de la via del receptor de LDL. Cuando los tejidos extrahepaticos tienen
exceso de colesterol, éste se libera a las HDL que devuelve los lipidos al higado en un
proceso llamado transporte reverso del colesterol. Desde el higado, el colesterol se excreta
en la bilis (ya sea como colesterol o después de que se ha metabolizado a &cidos biliares)
que entra en el intestino delgado. A partir de ahi, colesterol y sales biliares se reabsorben

(ciclo enterohepatico) o bien son excretados en las heces. Figura adaptada Ros 2006.
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14. VIA DEL MEVALONATO Y CANCER

Como se menciond anteriormente la via del mevalonato proporciona diversas clases
de productos finales. Estos incluyen el colesterol, proteinas farnesiladas y proteinas
geranilgeraniladas, como también esteroides, acidos biliares, dolicoles, hemo A,
ubiquinona e isopentenil adenina (Swanson 2006; Buhaescu y Hassane 2007,
Thurnher y col. 2013). Las células cancerosas proliferan rapidamente y por lo tanto
pueden requerir un aumento de la concentracion de todos estos productos para el
crecimiento celular 6ptimo. Una mayor demanda de colesterol se puede lograr por
un aumento de la actividad HMGCR y/o una absorcién de colesterol extracelular
aumentada a través del receptor de LDL (Espenshade y Hughes 2007). En las células
malignas se incrementa el nivel y la eficacia catalitica de HMGCR en comparacion
con las células normales (Kawata y col. 1990; Harwood y col 1991), en estas células
la HMGCR es resistente a la modulacion transcripcional mediada por los esteroles;
sin embargo, la regulacion postranscripcional de la enzima permanece intacta
(Duncan y col. 2004).

La prenilacion de las proteinas celulares permite el anclaje de pequefias GTPasas en
las membranas celulares (Wright y Philips 2006; Cuello y col. 2013). Estas proteinas
estan involucradas en la transduccion de sefiales, que regulan el control del
crecimiento celular y la apoptosis. La modificacion postraduccional se lleva a cabo
por preniltranferasas, donde la FPTasa cataliza la adicion del FPP a la proteina,
proceso denominado farnesilacion y geranilgeranil tranferasas GGPTasa I y I
catalizan la adicion de uno o dos residuos de GGPP, proceso denominado
geranilgeranilacion. Las proteinas farnesiladas incluyen a: Ras, Rho B, HDJ2 y laminas
Ay By las proteinas geranilgeraniladas incluyen: Rab, Rap 1A, Rho A, Rac 1, CDC42
(Swanson y Hohl 2009). La prenilacion ocurre en una secuencia C-terminal CAAX
(donde C es cisteina, A es un aminoacido alifatico y X puede ser cualquier
aminoacido), el residuo C se conjuga con FPP o GGPP. Esto se continda por la

eliminacion proteolitica del tripéptido AAX a cargo de la endopeptidasa RAS-
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converting enzymel (RCE1) y por carboximetilacion en el residuo de cisteina
isoprenilado por isoprenylcysteine carboxymethyltransterase (ICMT) en el RE.
Posteriormente, algunas de la GTPasas, como H-Ras y K-Ras, son palmitoiladas en el
Golgi. Finalmente, son transferidas a la membrana plasmatica, a la cual se unen a
través de su grupo farnesilo o geranilgeranilo, y restos de palmitoilo (Figura
1.5)(Jakobisiak y Golab 2010).

Las GTPasas pequefas hidrolizan GTP a GDP. Cuando une GTP, el complejo gatilla
la cascada de traduccion de sefiales a la cual se acopla. Algunas mutaciones
especificas resultan en una activacion continua de las mismas (Walker y col. 2005;
Swanson y Hohl 2009; Gysin y col 2011). La proteina Ras es la GTPasa mas estudiada,
impulsa varias vias involucradas en la progresion del ciclo celular y en la apoptosis.
La presencia de una mutacion de Ras en la célula se ha asociado con malignidad
debido a la estimulacion anémala de estas vias lo que contribuye a la oncogenicidad
de la proteina. Ras en citoplasma es, sin embargo, mitogénicamente inactiva (Walker
y col. 2005; Swanson y Hohl 2009; Gysin y col. 2011).

El' crecimiento tumoral refleja la supervivencia, el crecimiento y la proliferacion
celular, mientras que el proceso de metastasis depende principalmente de la
migracion celular. Las GTPasas de la familia Rho son bien conocidas como
reguladores de la migracion celular a través de sus efectos sobre el citoesqueleto, la
adherencia célula-célula y la adherencia célula-sustrato (Ridley 2001; Etienne-
Manneville y Hall 2002). En general se piensa que las proteinas Rho contribuyen al
cancer principalmente a través de sus efectos sobre la migracion celular, o que
influye en la invasion y metastasis. Sin embargo, los miembros de la familia Rho
tambien pueden influir sobre la supervivencia celular, el crecimiento y la
proliferacion, al menos asi se ha reportado in vitro (Ridley 2004).

La angiogénesis es el surgimiento de nuevos capilares a partir de los vasos
sanguineos preexistentes, es un proceso de multiples etapas que implica

proliferacion, migracion, y diferenciacion de las células endoteliales, remodelacion
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de la matriz extracelular, y maduracion funcional de los nuevos vasos sanguineos
(Weis y col. 2002). El proceso de crecimiento del tumor es dependiente en gran
medida de una expansion del suministro vascular (Merajver y Usmani 2005). Las
proteinas Rho son capaces de alterar la expresion y actividad de los factores pro-
angiogenicos y anti-angiogénicos (Merajver y Usmani 2005; Bryan y d’Amore 2007)

De este modo se relaciona a la VM tanto con la proliferacion, como con la migracion
y la angiogénesis celular, lo que la coloca como blanco de estudios relacionados con

la terapia contra el cancer.
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Figura L5. Isoprenilacion de proteinas y reacciones post-prenilacion. Proteinas como RAS, RHO y RAC
se isoprenilan en el residuo de cisteina dentro de la secuencia C-terminal CAAX. Seguido por la
eliminacion proteolitica del tripéptido AAX a cargo de la endopeptidasa RCEL y por carboximetilacion
en el residuo de cisteina isoprenilado por ICMT en el reticulo endoplasmico. Posteriormente, algunas
de la GTPasas, como H-Ras y K-Ras, son palmitoiladas en el Golgi. Finalmente, son transferidas a la
membrana plasmatica, a la cual se unen a través de su grupo farnesilo o geranilgeranilo, y restos de

palmitoilo. Figura adaptada de Jakobisiak y Golab 2010.
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5. ESTATINAS

La familia de las estatinas esta constituida por drogas naturales (de origen fungico),
semisintéticas (obtenidas por modificaciones de las anteriores) y sintéticas. Estos
compuestos son estructuralmente similares a la mevalonolactona, caracteristica que
les posibilita actuar como inhibidores competitivos de la HMGCR (Istvan vy
Deisenhofer 2001). Las estatinas se utilizan con éxito en el tratamiento de la
hipercolesterolemia, ya que ocasionan una disminucion del contenido de colesterol
celular que se traduce, via SREBPs, en un incremento del nimero de receptores para
LDL con el concomitante aumento de la captacion de LDL-colesterol del plasma
(Goldstein y Brown 1990; Brown y Goldstein 1997; 1999). También incrementan los
niveles de lipoproteinas de alta densidad mejorando asi los perfiles de colesterol
sanguineo y reduciendo la morbi-mortalidad cardiovascular en pacientes
dislipidemicos (Gaw 2003; Wierzbicki y Poston 2003).

La dosis recomendada en terapias hipocolesterolemiantes en humanos es menor a
1Img/Kg/dia. Pero, aun a dosis terapéuticas, las estatinas causan en ocasiones
disfuncion hepatica, progresion de las cataratas, disfuncion eréctil, miopatias,
sensibilidad al tacto o debilidad con niveles elevados de creatina quinasa. A veces la
miopatia toma la forma de rabdomidlisis con o sin insuficiencia renal aguda
secundaria a la mioglobinuria y, en raros casos, ha sobrevenido la muerte. El riesgo
de miopatia aumenta por factores predisponentes (edad, sexo, tamafio corporal),
con el incremento de las concentraciones plasmaticas de estatinas y con el uso
concomitante con diversas drogas como inhibidores de citocromo P450 y otros
farmacos reductores de lipidos (Rosenson 2004).

En los ultimos afios se ha evaluado a las estatinas como potenciales agentes
antitumorales, ya que al inhibir la HMGCR limitaria los intermediarios de la via, entre
los cuales se incluyen algunos isoprenoides; de este modo proteinas claves para la
angiogenesis, proliferacion 'y migracion celular no podrian ser modificadas

covalentemente, ya sea con FPP o GGPP, y asi serfan biolégicamente inactivas,
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debido a su incapacidad de anclarse en la membrana (Bardou y col. 2010; Jakobisiak
y Golab 2010; Shimoyama 2011).

La inhibicion de la proliferacion celular por estatinas se ha descrito en diversas lineas
celulares (Kikuchi y col. 1997; Kusama y col. 2001; Wu y col. 2004). Sin embargo, /n
vivo los resultados son contradictorios, dependiendo en parte de la dosis utilizada,
de la via de administracion y de la velocidad de crecimiento del tumor (Swanson y
Hohl 2006; Kim y col. 2001; Polo y Bravo 2001). También son contradictorios los
resultados respecto a la asociacion del uso de estatinas con el riesgo de contraer
determinados tumores (Poynter y col. 2005; Jacobs y col. 2006). Por lo cual la

utilizacion de las estatinas como drogas antitumorales es muy discutida.

[.6. MONOTERPENOS: GERANIOL

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos aromaticos obtenidos a partir de
material vegetal (flores, brotes, semillas, hojas, ramas, cortezas, hierbas, madera,
frutos y raices) (Burt 2004). Los monoterpenos, como el geraniol, d-limoneno,
linalool, perililalcohol y mentol son componentes no nutritivos de la dieta presentes
en aceites esenciales de frutas citricas, cereza, romero, albahaca, menta y otras
hierbas aromaticas. Estos isoprenoides de 10 carbonos (se han reportado mas de
22.000 de estos compuestos) son derivados de la via del mevalonato en plantas
pero no son producidos por mamiferos ni hongos (Mc Gravery y Coteau 1995).
Aungue numerosos estudios han informado de la inhibiciéon no competitiva de la
HMGCR por isoprenoides, los niveles especificos en los que se regula la enzima no
han sido bien caracterizados. Como se menciond anteriormente, la inhibicion de
HMGCR disminuye los niveles elevados de colesterol ampliamente requeridos por
las células cancerosas que crecen rapidamente, inhibe la prenilacion de ciertas
proteinas reguladoras del crecimiento que juegan un papel clave en el control de la

proliferacion celular, e induce la apoptosis (Mo y Elson 1999; Joo y Jetten 2010).
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El geraniol (G) (3,7-dimetilocta-trans-2,6-dien-1-ol) es un monoterpeno-alcohol
aciclico cuya férmula quimica es CipH180. El producto mencionado como "geraniol”
es una mezcla de los dos isdbmeros cis-trans, el geraniol propiamente dicho (trans) y
el nerol (cis) (Figura 16.A). EIl G es un constituyente comin de varios aceites
esenciales y se sintetiza en Monarda fistulosay en los aceites de ninde (lamiaceas),
de rosa, de palmarosa y de citronella entre otros (Figura 1.6.B) (Chen y Viljoen 2010).
Es un ingrediente utilizado por su fragancia en cosmética decorativa, fragancias
finas, champues, jabones de tocador y otros articulos de tocador, asi como en los
productos no cosmeticos tales como productos de limpieza y detergentes
(Lapczynski y col. 2008; Chen vy Viljoen 2010). Un estudio de los productos de
consumo reveld que esta presente en el 76% de desodorantes investigados en el
mercado europeo, incluyendo el 41% de productos domésticos y de limpieza para
el hogar y el 33% de las formulaciones cosméticas basado en ingredientes naturales.
Su produccion supera las 1.000 toneladas métricas por afio (Chen y Viljoen 2010).
Ademas, el G exhibe diversas propiedades bioquimicas y farmacoldgicas: es un
eficaz repelente de insectos natural y su potencial como agente antimicrobiano se
ha destacado en varios estudios. A su vez han sido evaluados una gran diversidad
de efectos bioldgicos importantes mas alla de los mencionados, como con su
actividad antihelmintica, anticarcinogénica, efectos antioxidantes y antiinflamatorios
(Cheny Viljoen 2010).

Si bien se encuentra documentado en la bibliografia que el geraniol inhibe la
HMGCR no es claro a qué nivel lo realiza, y solo ha sido reportado en ensayos /n
vitro que esta modulacion podria ser a nivel post-transcripcional (Peffley y Gayen
2003; Crespo y col. 2013).

Al igual que lo hipotetizado para las estatinas, la inhibicion de la enzima limitante de
la via del mevalonato por G lograria la disminucion del colesterol intracelular con lo
cual aumentarfa, via SREBP, la sintesis de LDLR, logrando asi captar una mayor

cantidad del colesterol plasmatico y pudiendo tener, por lo tanto, un efecto

18



Introducciéon

hipocolesterolemiante. Pese a lo anterior son escasos en la bibliografia los trabajos
de G como agente hipocolesterolemiante. Por el contrario, se han datado muchos
ensayos que proponen al G como agente antiproliferativo /n vitro y como agente
quimiopreventivo /n vivo (Burke y col. 1997; Carnesecchi y col. 2001; Ong y col.
2006; Wiseman y col 2007, Ahmad y col. 2011; Jin'y col. 2013). Adicionalmente se ha
planteado que los monoterpenos podrian tener un beneficio adicional ya que
regularian las PPTasas, enzimas responsables de la prenilacion (Duncan y col. 2004;

Moy Elson 2004; Swanson y Hohl 2006).

(A)

H,OH
e N
Geraniol Nerol
(B)

Rosa Citronel Geranios
T, ™ o - v'._’

Figura 1.6. Geraniol. (A) Estructura quimica del Geraniol, el G es una
mezcla de los dos isémeros cis-trans, el geraniol propiamente dicho
(trans) y el nerol (cis). (B) El geraniol se encuentra presente en aceites
esenciales de ciertas plantas aromaticas y frutas citricas como las que

se ejemplifican en la figura.
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[.7. HIPOTESIS DE TRABAJO

- Debido a sus multiples efectos sobre la via del mevalonato, los monoterpenos
tendrian “in vivo" efectos hipocolesterolemiantes y antitumorales

- El hecho de que la inhibicion de la HMGCR por los monoterpenos se produzca a
través de un mecanismo diferente del empleado por las estatinas y que ademas
afecten a la via del mevalonato a otros niveles, sugiere la posibilidad de que el uso
combinado de estatinas con monoterpenos naturales permita disminuir la dosis
efectiva de estatinas en el tratamiento de hipercolesterolemias e incrementar la

eficacia de ambos compuestos.

[.8. OBJETIVOS

- Evaluar in vivo la actividad hipocolesterolemiante e hipolipemiante del geraniol, y
avanzar en el conocimiento de los mecanismos de accion de este monoterpeno en
el metabolismo del colesterol y los trigliceridos mediante el estudio de la expresion
de genes claves como el de HMGCR, el receptor de LDL y de SREBP. De este modo,
se avanzara en el conocimiento de los beneficios que aporta G en la prevencion /
tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

- Estudiar el efecto antitumoral de G y de las estatinas in vivo, utilizando un modelo
de adenocarcinoma de pulmén humano, en células A549 implantadas en ratones
atimicos, con el fin de aportar conocimientos sobre los mecanismos por los cuales
podrian ejercer actividad antitumoral, como asi también determinar la relacion
existente entre la VM y el control del crecimiento celular.

- Estudiar el efecto y mecanismo de accion de la combinacién de estatinas
(simvastatina) con monoterpenos (G) sobre el metabolismo lipidico, la sintesis de

colesterol y el crecimiento tumoral.
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1.1 REACTIVOS

El geraniol (98%) fue suministrado por Sigma. La simvastatina fue provista
gentilmente por Merk. Los reactivos inorganicos y solventes de grado analitico se
obtuvieron de Merck, Analyticals Carlo Erba y Sigma. [**Clacetato de metilo

(54.7Ci/mol) se adquiric de Perkin Elmer Life Sciences, Inc.

II. 2. METODOLOGIA ESPECIFICA UTILIZADA EN ANIMALES

1.2.1. MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES

Los animales utilizados en este trabajo fueron ratones NIH hembras portadores del
genotipo nu/nu. Se experimentd con hembras (nu/nu) ya que en estudios del
laboratorio se demostrd que los machos (nu/nu) son hipocolesterolémicos e
hipotrigliceridémicos, no asi las hembras y/o ratones heterocigotas (+/nu) (Bravo y
col. 2006). Se trata de ratones mutantes sin pelo que fueron observados por primera
vez en 1962 por el Dr. N. R. Grist en Glasgow, Escocia. La genética de la mutacion
fue descripta por S.P. Flagan (Flagan 1966) quien confirm¢ que la falta de pelo esta
determinada por un gen autosémico recesivo al que denomind nude (desnudo),
simbolizado nu. En 1968 el Dr. E. M. Pantelouris descubrié la condicion atimica de
los nude (Pantelouris 1968). En cuanto a la asociacion de la condicion atimica y la
ausencia de pelaje, la evidencia acumulada sugiere que se trata de una mutacion
con multiples efectos o pleiotropismo. La asociacion de estos rasgos facilita el
manejo de la colonia de animales permitiendo distinguir la progenie homocigota sin
necesidad de un extenso monitoreo.

Dada la condicion atimica y la inmunodeficiencia que esto trae aparejado, los
homocigotos (nu/nu) son susceptibles a patdgenos que los ratones normales toleran
sin inconvenientes. La consecuencia directa es la necesidad de proveer un entorno
protegido que asegure la supervivencia suficientemente prolongada para permitir el

desarrollo de los protocolos experimentales.
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Animales de aproximadamente un mes de edad, fueron provistos por bioterio del
Centro Atomico Ezeiza (CNEA) y criados en nuestro bioterio que se halla
especialmente equipado para garantizar las condiciones de asepsia necesarias, en
ambiente climatizado y con ciclos de luz (6 am. a 6 p.m.) y oscuridad (6 p.m. a 6
a.m.) controlados en forma automatica. Los animales fueron alimentados “ad
libitum” con una dieta standard de laboratorio para roedores esterilizada con
radiacion gamma, cuya composicion se detalla en la tabla IL1. Se les permitio libre

acceso al consumo de agua acidulada (pH= 3) esterilizada en autoclave.

Tabla II.1. Composicion del alimento

Composicion centesimal (%)

Proteinas * 24
Extracto etéreo * 6
Fosforo 0.5-0.9
Humedad ** 13
Fibra ** 7
Calcio 1-1.2
Minerales ** 8

*Valores minimos
**\alores maximos

. 2.2. DESARROLLO Y MANTENIMIENTO DEL TUMOR DE LA LINEA DE
ADENOCARCINOMA DE PULMON (A549) EN RATONES "NUDE"

Se trabaj6 con la linea tumoral de pulmén (A549) proveniente de un
adenocarcinoma humano de células alveolares donacion de la Dra. Amada Segal-
Eiras (Centro de Investigaciones Inmunoldgicas Basicas y Aplicadas de la Facultad de
Cs. Médicas, UNLP). Los cultivos de esta linea tumoral se realizaron en Medio
Esencial Minimo (MEM) con sales de Earle y piruvato de potasio, con 10% de suero

fetal bovino.
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La condicion atimica de los ratones nude conduce a un profundo déficit de la
inmunidad adaptativa lo cual permite la aceptacion de heterotransplantes (Rygaard
1969; Manning y col. 1973) y transforma a estos animales en huéspedes ideales para
el desarrollo de lineas tumorales humanas.

Células A549 fueron resuspendidas en MEM sin suero fetal bovino e implantadas en
el espacio interescapular en los ratones (aproximadamente 10’ células/ratén),
observandose desarrollo local seis semanas después del implante primario. El tumor
fue mantenido por repiques sucesivos, realizados cada dos meses. Para ello el tumor
fue removido quirdrgicamente, se lavd con MEM vy se eliminaron las regiones
necrosadas. Se cortd con tijera y se disgregd el tejido haciendolo pasar por una
malla de acero de 1mm? obteniéndose, de este modo, una suspensién de tejido
conteniendo aproximadamente 300mg de tejido/ml. Finalmente cada animal, fue
inoculado subcutaneamente con 0.2ml de suspension de tejido (Figura IL.1). En todos
los casos en los que el implante resultd exitoso el desarrollo de tumores pudo ser
reconocido entre los 25 y 30 dias siguientes a la inoculacion. De acuerdo a lo
observado en estudios previos (Manning y col. 1973) y a la experiencia en nuestro
laboratorio la inoculacion subcutanea de A549 no produce metastasis. El tumor
incrementod progresivamente su tamafio, llegando a alcanzar dimensiones mayores

alos 4g.
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Figura II.1. Mantenimiento del tumor. Animales con tumor primario (indculo de células A549 en

cultivo) se sacrificaron y se obtuvieron los tumores para mantenerlos por repiques sucesivos. El
tejido tumoral obtenido se lavd con MEM, se disgregd y se pasd por una malla de acero hasta
obtener una suspensién uniforme de 300mg/ml aproximadamente. Se inyectaron animales nude
sin tumor con 0.2ml de la suspension de tejido tumoral. Todos los procedimientos se realizaron

en estrictas condiciones de esterilidad.

I1.2.3. MEDIDA DE LAS DIMENSIONES TUMORALES

Cuando los tumores implantados se tornaron palpables fueron medidos al menos
dos veces por semana con calibre y el volumen tumoral fue calculado usando la
férmula de un elipsoide: V= a’. b / 2 donde a y b son el ancho v el largo del tumor
respectivamente, ambos expresados en milimetros (Figura 11.2). El tamafio de los

tumores fue expresado ya sea como volumen total o cdmo volumen relativo. Este

24




Materiales y Métodos

ultimo fue calculado por la formula Vi/Vo, donde Vi es el volumen tumoral medido
en el tiempo iy Vo es el volumen tumoral medido al inicio de cada experimento

(Houchens y col. 1978).

-

a
-
—
®

Figura I.2. Medicién de las dimensiones tumorales. Se midio el ancho (a) y el largo (b) del tumor

con calibre y se aproximé su volumen segun la férmula del elipsoide: V= a. b / 2.

I.2.4. OBTENCION DE LA SAL SODICA DE SIMVASTATINA

La simvastatina es normalmente administrada bajo la forma de lactona insoluble en
agua, en el intestino delgado con el pH alcalino se transforma en la forma anionica
activa y es absorbida. Dado que en estos experimentos la droga fue suministrada a
los animales a través del agua de bebida fue necesario convertirla previamente en

su forma anionica soluble. Para obtener la sal sddica se utilizo la técnica descripta
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por Sebti y col. (1991) levemente modificada. Se disolvié la Simvastatina en etanol
absoluto a 60°C y se adiciond una cantidad equimolar de NaOH. Después de 1 hora
de calentamiento, se evaporO el etanol bajo corriente de N, y la sal sddica de
simvastatina asf obtenida fue disuelta en agua esterilizada a una concentracion final
apropiada.

Debido a la condicion atimica de los animales antes mencionada, la obtenciéon de

dicha sal se realizd bajo estrictas condiciones de esterilidad.

[1.2.5. PREPARADO DEL ALIMENTO SUPLEMENTADO CON GERANIOL

Teniendo como objetivo evitar el elevado nivel de estrés que se le produce al animal
cuando es inyectado diariamente y/o alimentado forzosamente con sonda, se
administrd geraniol por via oral, incorporando éste en el alimento proporcionado.
Para lo cual, previamente se diluyo la cantidad correspondiente de G en cloroformo
(CHCI3). Esta dilucion fue incorporada gota a gota en cada grano de alimento, el
cual se dejo toda la noche en una cabina de flujo laminar con el fin de evaporar el

solvente, que resultaria toxico para el animal.

11.3. METODOLOGIA ESPECIFICA DE LOS PARAMETROS LIPIDICOS EVALUADQS

I.3.1. OBTENCION DE LIPIDOS TOTALES Y SEPARACION DE LIPIDOS NEUTROS
POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Los lipidos totales de tejido hepatico y tumoral fueron extraidos empleando el
método de Folch y col. (1957). Se disgregd el tejido mecanicamente vy
posteriormente se adiciond una mezcla de solventes coloformo:metanol (2:1 v/v) en
una proporcion 20:1 (volumen de solvente/gr de tejido). Se agitd vigorosamente y
se mantuvo a 4°C toda la noche. Se filtro el extracto con papel Whatman vy se le
agrego un 20% de su volumen de agua, se agito y se dejo decantar para permitir la

separacion de las fases obteniéndose asi una fase acuosa metandlica y una fase
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lipidica cloroférmica. Una alicuota de la misma fue utilizada para separar lipidos
neutros y otra alicuota para separar lipidos insaponificables y acidos grasos.

Los lipidos neutros fueron separados por cromatografia en capa fina (TLC). Este
método permite la separacion de los componentes de la mezcla segun su polaridad,
de acuerdo a la afinidad que posean por cada fase. La fase movil, no polar, esta
compuesta por éter de petréleo, éter etilico y acido acético en una proporcion
(80:20:1) y la fase estacionaria, polar, la compone el agua retenida en la silica de la
placa (Christie y Xianlin 1982).

Se utilizaron placas de vidrio de silicagel (G60) de 20x20cm y 0.25mm (Merck)
previamente activadas durante 30 min a 110-120°. La placa se reveld por
carbonizacion con FeCl3.H;SO4 a 180°C (Jung 1973). Se cuantificd la cantidad de
colesterol y ésteres de colesterol con una curva de referencia realizada con los
estandares de calibracion sembrados. La intensidad de las bandas obtenidas fue

cuantificada utilizando el analizador de imagenes “Image J".

I1.3.2. CUANTIFICACION DE TRIGLICERIDOS

La zona de la silica correspondiente a los triglicéridos (TG) detectada mediante
tincion con yodo en la placa de TLC donde se separaron los lipidos neutros (item
I[.3.1) fue raspada (previo al revelado con FeCl5.H,SO4) y se extrajeron los TG con
cloroformo. Las muestras se centrifugaron, se separd la silica del extracto
cloroférmico y este se evapord a seco. Los TG se cuantificaron utilizando el Kit
enzimatico comercial “TG color” de Wiener lab. (Rosario, Argentina). Los calculos se
efectuaron mediante extrapolacion con una curva de referencia realizada con
trimiristina (10-80mg/ml) sembrado en la placa de TLC en forma conjunta con las
muestras.

Fundamento del método: La mezcla de reaccion compuesta por cuatro enzimas
(lipoprotein lipasa (LL), glicerol kinasa (GK), glicerol fosfato oxidasa (GPO) vy

peroxidada (POD)), por perdxido de hidréogeno (H;0O,), clorofenol y por 4-amino-
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fenazona (4-AF), permite la formacion de un compuesto coloreado medible a
505nm en espectrofotometro debido a las reacciones que se detallan a

continuacion:

LL
triglicéridos glicerol + acidos grasos

GK
glicerol + ATP ———>glicerol-1-P + ADP

GPO
glicerol-1-P + O, H,O,+ dihidroxiacetonafosfato

POD
2H,0, + 4-AF + clorofenol guinonimina roja

I.3.3. OBTENCION Y SEPARACION DE LIPIDOS INSAPONIFICABLES Y ACIDOS
GRASOS TOTALES.

La extraccion de lipidos insaponificables y de acidos grasos totales requiere la
saponificacion previa de las muestras que se logra tratdndolas con alcali para
hidrolizar los acidos grasos de los eésteres de colesterol, acilglicéridos vy
fosfoglicéridos y convertirlos en jabones insolubles en solventes organicos poco
polares, usados para la extraccion de lipidos. Se tomaron alicuotas de los extractos
lipidicos obtenidos (como se describe en el item 11.3.1)) y se les agregd una solucion
de KOH al 10% en metanol en una proporcion de 8 ml por gramo de lipido, se
gasearon con nitrégeno para evitar oxidaciones y en recipientes herméticos se los
calentd a 80°C durante 45 min. Los lipidos insaponificables fueron extraidos con éter
de petrdleo, repitiendo esta operacion tres veces. Completada la extraccion de
lipidos insaponificables se acidificd el medio con HCI para desplazar el equilibrio
hacia la formacion de acidos grasos, los cuales fueron extraidos, también, con de

éter de petroleo tres veces. Tanto en el caso de los lipidos insaponificables como en
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los acidos grasos los extractivos etéreos se reunieron en tubos conicos de vidrio, con
cuello y tapa esmerilados. Estos fueron almacenados bajo atmdsfera de nitrogeno,

en la oscuridad y a -20°C, hasta el momento de su analisis.

.34. INCORPORACION DE ACETATO EN LIPIDOS TOTALES, LIPIDOS
INSAPONIFICABLES Y ACIDOS GRASOS

El material radiactivo se inyecto a los ratones intraperinotealmente tres horas previas
al sacrificio (25uCi/animal). Se extrajeron los lipidos totales, se separaron los lipidos
insaponificables y los acidos grasos totales (items 1.3.1 y 11.3.3) y se determind la
radiactividad total incorporada en estos lipidos en un contador de centelleo Wallac
1214 Rackbeta liquid scintillation counter (Pharmacia, Turku, Finland).

Los distintos componentes del insaponificable fueron separados por TLC usando
cloroformo como fase movil. Finalmente se midié la radioactividad incorporada en
cada componente por autorradiografia exponiendo la placa a una pantalla Storage

Phosphor GE-Healthcare.

I.3.5. OBTENCION DE SUERO

Se obtuvieron muestras de sangre de los animales al momento del sacrificio por
puncion cardiaca. Para la obtencion del suero, estas muestras se incubaron a 37°C
durante 30 min para favorecer la reaccion de coagulacion y a continuacion se
centrifugaron a 3000 x g durante 5-10 min. Finalmente se separd el suero del
paquete globular y el primero se reservé a -20°C (una semana como mMaximo) para

su anélisis.
11.3.6. DETERMINACION DE COLESTEROL SERICO

La concentracion de colesterol correspondiente a cada muestra de suero se

determind utilizando el &t comercial “Colestat” de Laboratorios Wiener (Rosario,
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Argentina) adaptado para ser usado en suero de ratones nude, cuya concentracion
de colesterol es aproximadamente 0.9 g / .

Fundamento del método: La mezcla de reaccion compuesta por tres enzimas
(colesterol esterasa (CHE), colesterol oxidasa (CHOD) y peroxidada (POD)), por
peroxido de hidrogeno (H,0,) y por 4-amino-fenazona (4-AF), permite la formacion
de un compuesto coloreado medible a 505nm en espectrofotémetro debido a las

reacciones que se detallan a continuacion:

CHE
ésteres del colesterol ———> colesterol + acidos grasos

CHOD
colesterol + O, colesten-3-ona + H,O,

POD
H,O, + 4-AF + aceptor ————— quinonimina roja

De este modo se puede cuantificar el contenido de colesterol de cada muestra
extrapolando los resultados con la curva de calibracion realizada con el estandar

correspondiente, provisto por el it

I.3.7. DETERMINACION DE TRIGLICERIDEMIA
Para determinar el contenido de triglicéridos en suero se utilizd el Kit enzimatico “TG

color” descripto anteriormente en item I1.3.2.

I.3.8. CUANTIFICACION DE GERANIOL EN SANGRE DE RATONES TRATADOS POR
CROMATOGRAFfA GASEOSA CAPILAR-ESPECTROMETRIA DE MASAS.

El analisis por cromatografia gaseosa capilar-espectrofotometria de masas fue
realizado en un cromatografo HP 6890 acoplado a un espectrometro de masas
5975C VL Agilent. Las condiciones fueron: columna no polar ZB-5HT Inferno de 30

m x 0.25 mm d.i. x 0.25 pm film; gas portador helio a 1.0ml/min de flujo constante;
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programa de temperatura de horno 40°C (1 min) hasta 300°C a 10°/min (15 min); el
inyector fue operado en modo splitless a 270°C. Las condiciones del detector
fueron: energia de ionizacion 70 eV; rango de masas analizado 35-600 uma; linea
de transferencia a 300°C; la camara de ionizacion a 230°C y el cuadrupolo a 150°C.
El sistema fue operado y los datos colectados desde un MSD ChemStation Agilent
Technologies Inc.

Coleccion de muestras: Se colectaron 200-300ul de sangre entera en viales
heparinizados de 4ml. Se cerraron herméticamente con tapas con septum y se
capturaron los volatiles con una fibra PDMS / DVB por 15 min a 50°C.

El G fue identificado y cuantificado comparando su tiempo de retencion relativo vy el

area bajo el pico con su estandar.

I1.4. METODOLOGIA ESPECIFICA PARA DETERMINAR ACTIVIDAD DE HMGCR

114.1. OBTENCION DE MICROSOMAS DE HIGADO

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se removieron
rapidamente los higados. Trabajando sobre hielo se les elimind los tejidos extrafios y
fueron lavados, pesados y homogeneizados siguiendo la proporcion de 10 ml de
solucion homogeneizadora (Tris/HCI (pH= 7.4) 50mM; sacarosa 300mM; NaCl
50mM; EDTA 10mM y DTT 10mM) por gramo de tejido humedo. El proceso de
homogeneizado se realizd en forma mecanica empleando un homogeneizador
Kontes vidrio-teflon de 15 ml de capacidad, accionado con un equipo Tri-R-Stir-R
(modelo S-63C).

La fraccion microsomal se obtuvo por centrifugacion diferencial. Luego de filtrar por
gasa al homogenado crudo, se lo centrifugd a 12.000 x g durante 20 min en una
centrifuga Sorvall modelo RC5C (rotor SS-34) a 4°C. El pellet consistente en restos
celulares, nucleos y mitocondrias, se descarto y el sobrenadante se ultracentrifugé a

105.000 x g durante 60 min en una ultracentrifuga refrigerada Beckman L8-70M,
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rotor 50 Ti, mantenida a 1-4°C. Se desecho el sobrenadante y el pellet microsomal
obtenido se almacend a -80°C. El mismo conserva aproximadamente el 100% de la
actividad de HMGCR durante un periodo no mayor a 15 dias (Al-Shurbaji y col.
1991).

En el momento de ser utilizado, el pellet se resuspendid en buffer de resuspension
(Imidazol/HCl 20mM pH= 7.4 'y DTT 5mM) de forma tal de obtener 10mg de
proteina microsomal/ml.

La cantidad de proteinas en las suspensiones microsomales se determind por medio

de la técnica de Bradford (1976) detallada en el inciso II.5.2.b.

I.4.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE HMGCR

El ensayo se basa en la medicion espectrofotométrica de la disminucion de la
absorbancia a 340 nm, que representa el consumo de NADPH por la subunidad
catalitica de HMGCR en presencia de su sustrato HMG-CoA, siendo la reaccion

catalizada como se grafica a continuacion:
HMG-CoA + 2NADPH + 2H"—> mevalonato + 2NADP" + CoA-SH

Este ensayo se realizd en tejido hepatico, utilizandose como fuente de enzima la
suspension microsomal (obtenida como se detalla en el inciso anterior).

Para medir la actividad de HMGCR total, se tomaron alicuotas de la suspension
microsomal conteniendo 50 a 150ug de proteina, se adicionaron 10ul de HMG-CoA
3,3mM y 90ul de una solucion de cofactores (buffer fosfato: K;HPO4 IM y KH,PO4
IM (pH= 7.4); EDTA sédico 20mM; DTT 10mM). El ensayo se inicid con la adicion
de NADPH a una concentracion final de 100uM. El volumen final de la mezcla de
reaccion fue de 200 pl. Paralelamente se realizd un blanco de microsomas para cada
muestra, donde no se adiciond HMG-CoA.

Se incubaron las muestras con sus respectivos blancos durante 30 min a 37°C en
una placa multiposillo y se midié la absorbancia cada 30 seg en un lector de placas

Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector.
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La actividad de HMGCR fue expresada en pmoles de NADPH consumidos / mg de

proteina microsomal / min.

IL5. DETERMINACION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

I.5.1. PROCESAMIENTO DE TEJIDOS PARA CUANTIFICAR HMGCR Y SREBP-2

Esta metodologia tiene como objetivo separar fraccion citoplasmatica (para detectar
HMGCR) y fraccion nuclear (para detectar SREBP, maduro). Para lo cual se utilizd
Nonidet NP al 10% (Tergitol), capaz de lisar la membrana plasmatica dejando intacta
la membrana nuclear, para luego obtener el extracto nuclear por shock osmotico
(Schreiber y col. 1989).

Para la obtencion de dichas fracciones se homogeneizaron mecanicamente 0.15 gr
de tejido (higado y/o tumor extraidos en la necropsia) con buffer A (Tabla 11.2).
Luego se dejo en reposo a 0°C durante 15 min, se adiciond Nonidet NP- 40 al 10%,
se agitd vigorosamente y se centrifugd a 4000 x g a 4°C, 15 min. Se colectd en el
sobrenadante el contenido citoplasmatico, fraccionandolo y guardandolo a - 80°C
hasta el momento de su analisis. Finalmente se resuspendi6 el pellet nuclear en
Buffer B (Tabla 1.3), se homogeneizd mecanicamente y se centrifugd a 96.000 x g a
4°C 60 min para obtener el extracto nuclear, almacenado tambiéen a -80°C hasta el

momento de su analisis.
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Tabla I1.2. Buffer A

Concentracion

HEPES (pH=7.9)
KCl

MgCl;

EGTA

EDTA

PMSF

DTT

Inhibidor de proteasa (Sigma)

10mM

10mM

1.5mM

0.1mM

0.1mM

0.5mM

1mM

0.01% (v/v)

Tabla I1.3. Buffer B

Concentracion

HEPES (pH=7.9)
NaCl

MgCl;

EGTA

EDTA

PMSF

DTT

Inhibidor de proteasa (Sigma)

20mM

0.4M

1.5mM

ImM

ImM

ImM

1ImM

0.01 % (v/v)
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I.5.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

.5.2.a. Método de Lowry:

Se basa en el desarrollo de un croméforo de color azul-violaceo que detecta grupos
aromaticos de los aminoacidos con el reactivo de Folin en medio alcalino (Lowry y

col. 1951).

Composicion de soluciones utilizadas:
- Solucién A: Se disuelven 20 gr de Na,CO; con 4 gr de NaOH en H,O
destilada, volumen final: 1 litro.
- Solucién B1: Tartrato mixto de potasio y sodio (KNaCsH4Og4H,0) al 2.7% p/v
en agua bidestilada.
- Solucién B2: CuSO4.5H,0 al 1% p/v en agua bidestilada.
- Solucion “C": Se mezclaron la solucion B1 y Ay finalmente se agregd solucion

B2, en una proporcion (100:1:1).

Se incubaron las alicuotas correspondientes al estandar de albdmina sérica bovina
(ASB) y de muestra con solucion “C” (detallada abajo) durante 15 min a temperatura
ambiente, lograndose asi la digestion proteica. Luego se adiciond a cada mezcla de
reaccion 50ul de reactivo de Folin (dilucionl/2), se agitdé y se dejo reposar a
temperatura ambiente 30 min para el desarrollo de color. La D.O. se midi¢ a 750 nm
contra blanco (mezcla de reaccion que se prepard en conjunto con las muestras a
determinar) en un espectrofotometro GBC UV-Visible Cintra 10/20/40 (Sydney,
Australia).

La concentracion de proteinas en cada una de las muestras evaluadas se obtuvo por

extrapolacion con los valores arrojados por la curva estandar.
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11.5.2.b. Método de Bradforqd:

La union del Coomasie Brillant Blue G-250 a las proteinas provoca un cambio en el
pico de absorcion del colorante de 465 nm a 595 nm, de modo que calculando la
D.O. a 595 nm con un blanco de reactivo (sin proteina) se puede calcular la
concentracion proteica de la muestra problema por comparacion con la D.O. de una
curva estandar, de concentraciones conocidas. El complejo colorante-proteina tiene
un coeficiente de extincion tal que confiere gran sensibilidad al método. A su vez, el
complejo se establece muy rapidamente, en solo 1-2 minutos, y permanece disperso

en solucion por una hora (Bradford 1976).

Composicion de soluciones utilizadas:
- Reactivo de Bradford: Coomasie Brillant Blue G-250 0.01% p/v en etanol
4.70% vy acido fosforico (H3PO4) 8.50% en agua bidestilada.

Se realizd una curva de calibracion en placas de 96 multipocillos  donde se
adicionaron 5ul de soluciones de ASB de diferentes concentraciones (0; 0.2; 0.4; 0.6;
0.8 y lug/ul) y 250ul de reactivo de Bradford en cada pocillo. Asimismo se
incubaron 5yl de la muestra problema con 250 ul del reactivo. Luego se midio la
D.O. a 595 nm en un lector de placas Beckman Coulter DTX 880 Multimode
Detector, calculandose por extrapolacion de la calibracion el contenido proteico de

cada muestra.

I.5.3. DETERMINACION DE HMGCR Y SREBP-2 POR WESTERN BLOT

11.5.3.a. £lectroforesis:
En una camara de electroforesis Mini-Protean II, se llevd a cabo la corrida de geles
de poliacrilamida al 12.5% con dodecil sulfato de sodio (SDS) como agente

desnaturalizante (PAGE-SDS) en presencia de un amortiguador Tris-Glicina-SDS
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pH=8.3 (Tris 0.025M; Glicina 0.2M y SDS 3.5mM). Las muestras de los microsomas
aislados de higado (obtenidos como se detalla en inciso 11.4.1), de las fracciones
citoplasmaticas y del extracto nuclear de higado y/o tumor, (80-100 ug de proteina
total / calle) se sembraron y se desplazaron a través del gel durante 2 h a 120 V.
Previo a la carga de las muestras en el gel, las mismas se incubaron 10 min a 95°C
en una solucion de TRIS-HCI 0.5M (pH=6.8) SDS 10%; B-mercaptoetanol 1%; azul
de bromofenol 0.5% vy glicerol 15% para una desnaturalizacion total. Finalizada la
corrida, las proteinas del gel fueron transferidas a una membrana de polifluoruro de
vinilideno (PVDF) (Hybond-P PVDF Membrane, Amersham Pharmacia Biotech) como

se detalla a continuacion.

1.5.3.b. Jransferencia semi-seca.

Se activd la membrana con metanol 100% por 1 min. La membrana y papeles
secantes se equilibraron en buffer de transferencia (Tris 0.05M, Glicina 0.04M,
Metanol 0.2% p/v) por 30 min a temperatura ambiente. Por ultimo se llevo a cabo
transferencia en un equipo semi-seco (Bio-Rad). Para esto, se colocd un papel
humedecido con el buffer de transferencia sobre el anodo, sobre éste se coloco la
membrana, el gel y otro papel secante humedecido. Finalmente, se coloco el catodo
y se llevo a cabo la corrida a 10 V por 30 min. Una vez finalizado el proceso, el gel

se tifid con azul de Coomasie R-250 con el fin de evidenciar la transferencia.

11.5.3.c. Blogueo e incubacion con anticuerpo.

Teniendo como objetivo bloquear las uniones no especificas del anticuerpo a la
membrana, se incubd la misma en buffer PBST (NaCl 137mM; KCI 2.7mM; Na,HPOy4
10.0mM; KH,PO4 2.0mM; Tween 20 0,05M; pH=7.4) con leche descremada al 5%
durante toda la noche a 4°C.

Luego de lavar la membrana con buffer PBST (3 veces x 15 min cada vez) se incubd

con el anticuerpo primario especifico para cada proteina (HMGCR, SREBP-2 o B-
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Actina utilizada como control de carga), diluido en solucion de PBST con leche
descremada al 3% (solucion de incubacion). Posteriormente, se lavd nuevamente
con PBST (3 x 15 min) y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente,
conjugado con peroxidasa, disuelto en solucion de incubacion durante 1 hora a
temperatura ambiente. Finalmente, se realizan tres nuevos lavados con PBST por 15

min cada uno a tempera ambiente.

Anticuerpos utilizados:
- HMGCR (H-300): sc-33827. Santa Cruz Biotechnology, Inc.
- Goat anti-rabbit IgG-HRP: sc-2004. Santa Cruz Biotechnology, Inc.
- SREBP-2 (1C6): sc-13552. Santa Cruz Biotechnology, Inc.
- Goat anti-mouse IgG-HRP: sc 2055. Santa Cruz Biotechnology, Inc.

- Monoclonal Anti-B-Actin (mouse IgG-1 isotype), AC-15. Sigma-Aldrich.

I1.5.3.d. Revelado:
La visualizacion de las bandas inmunoreactivas se realizd por quimioluminiscencia
con los reactivos luminol y cumarico (enhanced chemiluminiscence, ECL detection,

Amersham Pharmacia Biotech) y autorradiografia.

IL.5.4. AISLAMIENTO DE MEMBRANA PLASMATICA TUMORAL

Se obtuvieron fracciones de membrana plasmatica (MP) utilizando la técnica de
Mander y col. (1994) con algunas modificaciones. Se homogeneizd el tejido en
buffer de lisis (Sacarosa 0.25M, Hepes 10mM, EDTA 1mM, pH=7.4), se centrifugo a
15000 x g por 15 min. Paralelamente se elabor6 manualmente un gradiente de
Nicodenz-ficoll, para lo cual se adicion6 una solucion de Nicodenz 45% continuando
por un gradiente de ficoll 1-22%. El sobrenadante del homogenado se sembrd por
encima del gradiente y se centrifugd en una ultracentrifuga L8.70 M a 238000 x g,

utilizando el rotor SW60 Ti rotor (Beckman Coulter, Fullerton, CA) durante 16 h a
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4°C. Se colectaron fracciones de 200ul del gradiente y se midi6 la cantidad de
proteina de cada fraccion por el método de Bradford segun se detalla en item
I.5.2.b, se juntaron las alicuotas pertenecientes a la MP que generan un pico de

proteinas caracteristico entre las fracciones 8 y 11.

I.5.5. DETERMINACION DE RAS TOTAL Y EN MEMBRANA PLASMATICA

Muestras de citoplasma obtenidas como de detalla en el inciso I1.5.1. y las fracciones
correspondientes a la MP como de detalla en el inciso I1.5.5. se analizaron por
western-blot. Para el inmunoblotting se utilizd el anticuerpo monoclonal de raton
anti-panRas (Calbiochem), capaz de detectar todas las isoformas de la proteina Ras
(K, Ny H-Ras). Se utilizaron distintos controles de carga: para las muestras de
citoplasma se realizd inmunoblotting de [3-actina y para las muestras de membrana

plasmatica se tifi® la membrana de PVDF con Coomassie blue.

I.6. IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASA MALDI-TOF
Se llevd a cabo la identificacion de las proteinas contenidas en la banda
correspondiente a SREBP-2. Se corrié un gel unidimensional como se describe en
[5.3.a. Se tifid el gel con Coomasie Coloidal (Coomasie blue G-250 al 2% p/v en
agua miliQ) como se detalla a continuacion:
- Fijacion del gel en solucion 1 (etanol 30% v/v, HsPO4 2% v/v) 30 min, tres
veces
- Lavado con H3PO4 al 2% v/v 20 min, tres veces
- Fijacion con 15ml en solucion 2 ((NH4)2S04 15 % p/v, H3PO4 al 2% v/v,
etanol 20% v/v) durante 30 min
- Agregado de 0.225ml de Coomasie blue G-250 al 2% p/v por 24h
- Lavar con H,O miliQ
Finalmente se cortd la banda correspondiente a SREBP-2 segun el peso

molecular al que se evidencid la unién a los anticuerpos, se colocd en un tubo y
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se envid a caracterizar al "Centro de Estudios Quimicos y Bioldgicos por

Espectrometria de Masa MALDI-TOF" (CEQUIBIEM).

I.7. METODOLOGIA ESPECIFICA PARA CUANTIFICAR ARNm POR REAL TIME RT-
PCR

I.7.1. OBTENCION DE ARN

Para la extraccion de ARN alicuotas (0.2gr) de higado se trataron con 1ml de trizol
TRI (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH), se les adiciond 200ul de
cloroformo, se mezclaron vigorosamente y se centrifugaron a 12.000 x g durante 15
min a 4°C. Posteriormente, la fase acuosa se transfirid a tubos nuevos estériles y se
adicionaron 500 pl de isopropanol, se mezclaron por inversion y se dejaron a
temperatura ambiente durante 10-15 min. Luego se centrifugaron a 12.000 x g
durante 15 min a 4°C. La fase acuosa fue removida y al precipitado de ARN se lo
lavd con 900ul de etanol al 75%. Esta solucion se centrifugd a 7.500 x g durante 5
min a 4°C, el etanol fue removido (este lavado se repiti6 tres veces) y, finalmente, el
ARN precipitado se disolvid en agua miliQ estéril. Se determind la concentracion de
ARN leyendo la absorbancia a 260nm vy la relacion A*%/A** para chequear el grado
de pureza del ARN aislado (respecto a la presencia de proteinas).

La calidad del ARN se verificd en un gel de agarosa desnaturalizante: Agarosa 1%,
Formaldehido 0,8% v/v, Mops 0,42% p/v y Syber Green o Bromuro de etidio (Sigma-
Aldrich) al 0,01%. Se comparo el peso de las bandas observadas con luz UV con un
estandar de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen, Life Technologies).

Las muestras de ARN fueron tratadas con desoxirribonucleasa I (DNAsa I, Fermentas
Life Sciences), para eliminar contaminantes de ADN. Se incubaron 3ul del ARN
obtenido con 1 ul de DNAsa I en buffer provisto por el kit a 37 °C por 30 min. Luego
se agrego 0.5ul de EDTA 50mM y se incubd a 65 °C por 10 min.
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I.7.2. OBTENCION DE ADN COMPLEMENTARIO. TRANSCRIPCION REVERSA

El ADN complementario (ADNCc) fue obtenido por transcripcion reversa utilizando un
kit comercial chriptTM cDNA SuperMix (Quanta Bioscences, Inc). Se incubaron segun
protocolo 5 pl del ARN obtenido del proceso de purificacion descripto en item
anterior, obteniendo un volumen final de 20 pl de reaccion. Luego de una
centrifugacion rapida, las muestras fueron llevadas a las siguientes condiciones de
temperatura: 25°C por 5 minutos, 42°C por 30 minutos y 85°C por 5 minutos en un

termociclador (Thermo Hybaid PCR Express).

I.7.3. DISENO DE LOS CEBADORES

Se utilizaron los programas ASePCR y Unipro UGENE 1.1. Para cada uno de los
genes a estudiar, se eligieron secuencias de nucleétidos que delimiten segmentos
del orden de los 100 a 200 pb, pero que la secuencia delimitada por dichos
cebadores en el ADN gendmico tuviese al menos un intron intercalado para
detectar si hubiera amplicones de ADN gendmico contaminante que resultarfan en
un tamafio mayor al esperado. Otras premisas que se tuvieron en cuenta al
momento de disefiar los cebadores fueron su longitud (entre 19 a 23 pb), su
proporcion de nucledtidos Gy C (del orden del 55-60%), su temperatura de fusion
(Tf) (entre 60-65°C) y que la misma no difiera mas de 2°C entre los primers (directo-
F- vy reverso-R-) disefiados.

Los cebadores especificos para cada uno de los genes evaluados en el presente
trabajo son listados en la tabla .4, donde se indican sus secuencias, sus longitudes y

los tamafios de los productos esperados.
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Tabla I1.4. Cebadores

Primer Secuencia Longitud Tamafo
(5'-3" (pb) amplicon (pb)

HMGCR-F TGTCCTTGATGGCAGCCTTG 20 142
HMGCR-R CGCGCTTCAGTTCAGTGTCAG 21 142
LDLR-F GCAGTAGCTCGCTCTCGTTG 20 125
LDLR-R TGGCAATGGATCCCGGAAAG 20 125
SREBP2-F AAGGCTGGCCCATAGCTTC 19 192
SREBP2-R GCAGTAGCTCGCTCTCGTTG 20 192
Actina-F TCAAGATCATTGCTCCTCCTGAG 23 104
Actina-R CTCCTGCTTGCTGATCCACA 20 104
ARNr-F GTAACCCGTTGAACCCCATT 20 151
ARNr-R CCATCCAATCGGTAGTAGCG 20 151

I.7.4. CHEQUEO DE RETROTRANSCRIPCION Y DE AMPLICONES

Con el objetivo de corroborar una Optima transcripcion reversa y la correcta
adhesion de los cebadores o primers disefiados (I1.7.3), asi como el tamafio de los
amplicones obtenidos, se llevd a cabo la técnica de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) utilizando reactivos Inbio-Highway.

La mezcla de reaccion fue la siguiente:

- H,O 13.85ul
- Buffer 10X 2.5ul
- Mg (25nM) 2.5¢l
- dNTPs (10nM) 2.5¢l
- Primers (12.525pmol/ul) 1yl

- ADNc (250300ng/ul) 2.5¢l
- Taqg polimerasa 0.15ul
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Las condiciones de incubacion de la PCR fueron: un ciclo a 94 °C por 4 min, sequido
de 40 ciclos a 94 °C por 40 seg, 57 °C por 40 seg y 72 °C por 40 seg y finalmente un
cicloa 72 °C por 5 min.

El tamafio de los amplicones obtenidos se corrobord en un gel de agarosa al 2%,
con el agregado de un colorante Sybr-Green para visualizar las bandas de ADN a la
luz UV. Se compard el peso de las mismas con un patron de peso molecular de 100

pb (Invitrogen).

I.7.5. AMPLIFICACION EN TIEMPO REAL DEL ADNc

Para realizar la amplificacion de los transcriptos de los genes de HMGCR, LDLR,
SREBP-2 vy actina (gen de referencia) se utilizd la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (real time RT-PCR) (Heid y col. 1996). La reacciéon fue
optimizada para cada uno de los diferentes pares de cebadores y muestras de

ADNCc.

Componentes utilizados en la reaccion:

- ADNc (60-150ng/ul) 6ul

- PerfeCta SYBR Green Super Mix (2X) 12yl
- Primers F + R (10-25pmol/ul) * 1.8yl
- H,O miliQ estéril 4. 2ul

*Primer F (forward): cebador directo

*Primer R (reverse): cebador reverso

El programa de temperaturas utilizado en el termociclador Stratagene MX30005P
fue: 94°C por 4 min, 40 ciclos a 94°C por 40 seg, 57°C por 40 seg y 72 °C por 40
seg y finalmente un ciclo a 95°C por 1 min, 55°C por 30 seg y 95 °C por 30 seg.

La cantidad relativa de ARNm se calculé utilizando el programa gBase v 1.3.5.
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1.8. METODOLOGIA PARA DETERMINAR APOPTOSIS TUMORAL

1.8.1. OBTENCION DE LOS CORTES DE TEJIDO TUMORAL

El tumor de células A549 crecido subcutaneamente se sumergid en formol
tamponado al 10% (formol 10%, NaH,PO4.H,O 0.029M, Na,HPO,4 0.046M) durante
24 h para su fijacion.

Se procedid al armado del taco de parafina de la siguiente manera:

- Se deshidrato el tejido por inmersion en concentraciones crecientes de etanol
(50%, 75%, 90% y 100%) y finalmente en xilol (dos veces).Todas las
incubaciones fueron de 1h.

- Se realizd la inclusion en parafina colocando el tejido en los soportes
correspondientes conteniendo parafina fundida y se mantuvo en estufa a
60°C, al menos 3h.

- Se dejaron enfriar las muestras y se guardaron a temperatura ambiente hasta
SuU procesamiento.

Se realizaron cortes de un espesor de 3 um aproximadamente y se colectaron en

portaobjetos con carga positiva.

1.8.2. DETERMINACION DE APOPTOSIS MEDIANTE EL ENSAYO DE TUNEL

Este método permite identificar apoptosis celular en un tejido ya que las células
apoptoticas poseen su ADN fragmentado y por o tanto con numerosos extremos
3'-OH libres, debido a la accion de endonucleasas activadas durante dicho proceso.
Se emplea la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) para adosar
deoxinucledtidos tri-fosfato (dUTP) marcados con un fluorocromo (rodamina) a los
fragmentos de ADN con terminales 3'-OH. De esta manera, se pueden evaluar al
microscopio de fluorescencia los nucleos apoptoéticos en un corte de tejido.

Se desparafind el corte de tejido sumergiéndolo primero en xilol, luego en

concentraciones decrecientes de etanol (100%, 96%, 70%) y finalmente en PBS (NaCl
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0.13M, KCI 2.6mM, Na;HPO4 8mM, KH,PO4 1.5mM). Una vez, eliminado el excedente
de liquido con papel adsorbente se permeabilizd la muestra con 20ug/ml de
proteinasa K (Invitrogen) durante 15 min a temperatura ambiente. Luego se
procedio a la incubacion durante 1h a 37°C con la enzima y los dUTP marcados
provistos por el kit comercial para deteccion /n sity de muerte celular (Roche).
Conjuntamente se hicieron los controles negativos (sin enzima) y positivos (cortes
previamente tratados con DNAsa (Invitrogen) durante 10 min a 37°Q).

Una vez finalizada la reaccion, los cortes se lavaron con PBS y se montaron con
medio de montaje con el colorante fluorescente diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (Invitrogen) como marcador nuclear.

Las células Tunel positivas se observaron utilizando un microscopio de fluorescencia
Olympus BX51 (Tokio, Japon), adosado a una camara digital Olympus DP70 vy se
contaron con el software ImagePro Plus (IPPTM) v5.1 image analysis software (Media
Cynernetics, Silver Spring, MA). Para la cuantificacion se tomaron aleatoriamente
imagenes de diez campos para cada situacion experimental (aumento 400X) y los
resultados se expresaron como porcentaje de células TUNEL positivas respecto al

numero total de células.

I.8.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE CASPASA-3

La actividad de esta enzima se midié con un &/t colorimétrico para determinar
actividad de caspasa-3 (Sigma). El ensayo se basa en la hidrdlisis de un péptido
sintético que oficia de sustrato selectivo de Caspasa-3, acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-
Nitroanilina (Ac-DEVD-pNA), resultando en la liberacion de p-Nitroanilina (p-NA)
que presenta un pico de absorcion a 405nm.

Se obtuvieron los extractos citosoélicos por homogenizacion de 0.2 mg de tejido con
300ul de buffer de lisis (provisto por el Kif) suplementado con fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 50mM para inhibir protedlisis por serin proteasas. Se

centrifugd el homogenado a 20000 x g por 15 min a 4°C. El sobrenadante (extracto
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citosolico) se utilizd para medir la actividad de caspasa-3. Se colocaron 5ul de cada
muestra en tres pocillos de una placa multipocillo de 96 y a uno de ellos se le
adiciono 10ul de inhibidor de caspasa para cuantificar lisis inespecifica (por enzimas
gue no sean caspasas). Luego se llevd a un volumen final de 90ul con buffer de
ensayo (provisto por el 47f). Paralelamente se colocaron (por duplicado) 5ul de
Caspasa-3 200uM (control positivo), con y sin inhibidor y fueron llevados tambiéen a
90ul finales. Se agregd ademas un blanco de reaccion conteniendo solo 90ul buffer
de reaccion. Se inicio la reaccion adicionando 10ul de sustrato a todos los pocillos y
se incubd toda la noche a 37°C. Se leyd la densidad optica a 405nm en el lector de
placas mencionado anteriormente. La actividad especifica de caspasa-3 se calculd

como: umol de p-NA / mg de proteina / hora.

IL.9. PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante  ANOVA (analisis de
varianza) o test “t" (Student) segun sea pertinente, empleando un software de GB-
STAT Professional Statistics Program (version 4.0) de Dynamic Microsystems Inc.
(Silver Springs, MD., USA). Los graficos se realizaron utilizando el programa Sigma
Plot Scientific Graphing Software (version 10.0) de Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO.

USA). El analisis de imagen se efectud por medio del software "Image J* o "ImagePro

Plus”, segun correspondiera.

I.10. BIOETICA

Los experimentos se realizaron segun las directrices de manejo del Animal de
Laboratorio de Wolfensohn y Lloyd (2013). Los protocolos de uso de los animales
empleados fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas UNLP.

Protocolo ndmero: 04-001-13.
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IM.1. DESCRIPCION DE LOS ENSAYOS REALIZADOS

Animales NIH nu/nu de aproximadamente un mes de edad, fueron mantenidos en
nuestro bioterio como se describe en Materiales y Métodos (item 11.2.1). Al cumplir
las 8 semanas de edad los animales se dividieron en un grupo control y en tres
grupos experimentales, cada uno de los cuales recibié una dieta suplementada con
cantidades crecientes de geraniol (25, 50, 75 mmol de G / Kg dieta). El tratamiento
se prolongo por 21 dias, en los cuales se monitored el peso y la ingesta de alimento
y agua de los animales. Tres horas previas al sacrificio se les inyectaron por via
intraperitoneal 25uCi de [**C] acetato. Se determind colesterol, triglicéridos y G
plasmatico (I1.3.6, I1.3.7 y I1.3.8). En higado se evalud contenido de colesterol (libre y
esterificado) y de triglicéridos (3.1, 1.3.2), la incorporacién de [MClacetato en
colesterol y precursores, en acidos grasos y en lipidos totales (I.3.4). Se
cuantificaron los niveles proteicos y la actividad de HMGCR en microsomas de
higado aislados (I.5.3 y 11.4.2). A su vez, se midid el ARNm de HMGCR, LDLR vy
SREBP-2 de higado (seccion 11.7).
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[IL.2. RESULTADOS

I.2.1. DOSIS DE GERANIOL

Periodicamente se cambid el alimento con el suministro de G correspondiente y se
midieron los gramos de alimento que fueron ingiriendo los animales en el curso del
tratamiento. Se determind entonces, la dosis de G ingerida siendo 0.099 + 0.006;
0.201 + 0.013y 0.291 + 0.017 mmol G / raton / dia para 25, 50 y 75 mmol G / Kg de

dieta respectivamente (figura IIL.1).
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Figura ML1. Dosis de G. Los animales recibieron dietas suplementadas con
cantidades crecientes de G; se calculd la dosis real promedio ingerida por ratén por
dia de acuerdo a la cantidad de alimento consumido por cada grupo a lo largo del
tratamiento. Los resultados se expresan como la media + SEM de 8
determinaciones. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)

entre dosis.

[I.2.2. TOXICIDAD DEL GERANIOL
Como se muestra en la Tabla IIL.1, luego del periodo experimental de 3 semanas, los

pesos corporales finales y los niveles de la ingesta de alimentos de ratones

48



Efecto del geraniol sobre el metabolismo lipidico

alimentados con las tres dosis de G, no fueron significativamente diferentes de los
ratones controles. El peso del higado de ratones tratados con todas las dosis de G
ensayadas tampoco fueron significativamente diferentes a los controles como se
muestra en la relacion peso corporal/peso del higado. Esto muestra que el G, a las
dosis utilizadas, no es téxico, ya que no se observaron cambios en los parametros
mencionados debido al tratamiento como se observa comiUnmente en animales

sometidos a compuestos con cierta toxicidad (Wang y col. 2007).

Tabla III.1. Efecto del G en el peso corporal, el peso del higado y en la ingesta de

alimentos
Control 25 50 75
mmol G / Kg dieta

PCinicial, g 205+ 04 206 + 0.2 21.0+ 04 20.78+0.41
PC final, g 25.0+ 0.5 24.03+0.46 24.54+0.20 24.08+0.41
PH, g 1.64+0.07 1.56+0,06 1.60+0.05 1.52+0.06
PH / PC 0.064 £0.002 0.065+0.002 0.065+0.002 0.063+0.002
Alimento ingerido, g/dia 410+ 026  3.96 £ 0.26 4.02+0.25 3.88+0.23

Luego de tres semanas de tratamiento con G (0, 25, 50 y 75 mmol dieta G/ kg) se midio el peso
corporal (PC) y el peso del higado (PH) en los animales. Los valores representan la media + SEM (n
= 5). Los valores obtenidos para cada parametro evaluado no difieren significativamente entre las

dosis ensayadas (p>0,05)

IM.2.3. CONCENTRACION DE GERANIOL EN SANGRE

Luego de 21 dias de haber recibido la dosis de G correspondiente (0, 25, 50 o 75
mmol G / Kg dieta), los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se
obtuvieron muestras de sangre por puncion cardfaca. Alicuotas (200-300ul) de
sangre entera se colectaron con anticoagulante en viales herméticamente cerrados

para determinar la concentracion de G por CGC-MS como se describe en el item
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I1.3.8. Pese al bajo limite de deteccion del método (20ng), la concentracion de G

sanguinea fue muy baja y no logré detectarse.

IM.2.4. COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS PLASMATICOS

Alicuotas de sangre, obtenidas como se detalla en el inciso anterior, se utilizaron
para determinar la concentracion de colesterol y triglicéridos séricos. Para lo cual se
separd el suero del paquete globular (IL3.5) y se hicieron las determinaciones
mencionadas con los kits enzimaticos correspondientes como se detalla en el
capitulo Materiales y Métodos.

El G mostré un efecto hipolipemiante, ya que se reduce tanto la colesterolemia
como la trigliceridemia en animales tratados, siendo esta disminucion significativa,
en ambos casos, a partir de 50 mmol G / Kg de dieta.

La hipocolesterolemia provocada es leve, el colesterol sélo se reduce un 18.4%
respecto al control para la mayor dosis. Sin embargo, la reduccion en los niveles
plasmaticos de TG es mucho mayor, llegando a disminuir hasta en un 58.5% (Figura

[L.2).
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Colesterolemia Trigliceridemia
Figura IlL.2. Lipidos plasmaéticos. Al finalizar el tratamiento con G (0, 25, 50 o 75 mmol /

Kg dieta) se obtuvieron muestras de suero de los animales y se determind
colesterolemia y trigliceridemia. Los resultados se expresan como media + SEM, con 5
<n<8§ (*)p <005 (**) p < 0,01 respecto al grupo control; (##) p < 0.01 respecto al

grupo tratado con 25 mmol G / Kg dieta. 50
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M.2.5. COLESTEROL LIBRE, COLESTEROL ESTERIFICADO Y TRIGLICERIDOS
HEPATICOS

Se extrajeron los lipidos totales de higado y luego de separarlos por cromatografia
en capa fina (TLC), se carbonizd la placa y se cuantificd colesterol libre (CL),
colesterol esterificado (CE) y triglicéridos (TG). Si bien se observa una disminucion de
estos componentes en el plasma, no se encontraron diferencias significativas en el

contenido lipidico hepatico entre los ratones tratados y controles (Figura 1IL.3).
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Figura IIL.3. Contenido lipidico hepatico. Los lipidos del higado se extrajeron y se separaron por
TLC vy la placa se reveld con FeCls.H,SO,4 (A). Las cantidades relativas de colesterol libre (CL),
colesterol esterificado (CE) y triglicéridos (TG) fueron cuantificados como se detalla en Materiales

y Métodos (B). Los resultados se expresan como media + SEM, n = 5.

11.2.6. INCORPORACION DE [“CJACETATO

Se evalud la sintesis lipidica en higado midiendo incorporacién de [“Clacetato en
lipidos totales (LT), acidos grasos (AG) vy lipidos insaponificables (LI). Segun los
resultados obtenidos (Figura IL.4), se observa que dosis bajas de G (25 mmol G / Kg
dieta) no disminuyen significativamente la incorporacion de acetato en LT. Sin

embargo, ésta se encuentra disminuida a partir de 50 mmol G / Kg dieta. La sintesis
51



Efecto del geraniol sobre el metabolismo lipidico

de acidos grasos esta significativamente inhibida sélo con la dosis mas alta de G
mientras que la sintesis de la fraccion de lipidos insaponificables demostrd una
importante inhibicion frente al tratamiento con todas las dosis ensayadas. En este
Ultimo caso las tres dosis utilizadas disminuyeron significativamente los niveles de

radiactividad incorporada.
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140 { HEEE 25 mmol G / Kg dieta
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Figura NL4. Incorporacion de acetato. Se inyectd [““Clacetato tres horas previas al sacrificio de los
ratones, se midid la incorporacion de marca radioactiva en lipidos totales (LT), acidos grasos (AG) y
lipidos insaponificables (LI) de higado. Los resultados se expresan como la media + SEM con n=5, (*) p

< 0,05.

Al intentar cuantificar la incorporacién de [**Clacetato en intermediarios y productos
finales de la VM separando los lipidos insaponificables por TLC, resultd que la
radiactividad incorporada no fue suficiente como para ser cuantificada ni por
exposicion en una pantalla Storage Phosphor Screen GE-Healthcare, ni midiendo la
radiactividad de cada componente del insaponificable extraido por raspado de la
placa de TLC (segun estandares sembrados en la misma placa) en contador de

centelleo liquido.
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I.2.7. EFECTO DEL GERANIOL SOBRE LA HMGCR DE HIGADO DE RATON

Siendo la HMGCR la enzima limitante de la VM, se obtuvieron microsomas hepaticos
con una alta integridad proteica verificada en geles de poliacrilamida tefiidos con
Coomasie blue (Figura IIL5).

La cantidad de HMGCR determinada partir de las bandas inmunoreactivas obtenidas
por westernblot (Figura II.6.A) demostraron un reduccidon en los niveles de la
proteina que oscilan entre un 20 y un 33%, aunque por razones metodoldgicas no
ha sido posible determinar el grado de significancia estadistica de esta reduccion.
Por el contrario, al evaluar la actividad de la enzima se observd una inhibicion
estadisticamente significativa a partir de 50 mmol G / Kg de dieta (Figura IL.6.B),
siendo este efecto mucho mas marcado que la reduccion en los niveles proteicos de
HMGCR, alcanzandose una disminucion de la actividad del 72% para la dosis mas
alta, que no solo es significativa respecto al control, sino también en comparacion
con la menor dosis ensayada.

Paralelamente, se extrajo el ARNm total del higado (Figura IIl.7.A), del cual se obtuvo
por retrotranscipcion el ADNc. Se verificod la eficacia del sistema de amplificacion del
gen de HMGCR mediante una PCR cualitativa (Figura I.7.B). La posterior
cuantificacion relativa del ARNm de HMGCR de por real time RT-PCR (Figura IL.7.C y
IL.7.D) mostré que si bien la cantidad y la actividad de la enzima disminuyen
conforme a la dosis de G suministrada, el ARNm de la misma se vio aumentado,
siendo este aumento estadisticamente significativo para la dosis mayor (Figura

11.6.C).
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Figura IIL5. Electroforesis de microsoma de higado. Gel de poliacrilamida 12,5% con
SDS tefiido con Coomasie blue, se evidencian las calles donde se separaron las

protefnas microsomales seguin su peso molecular.
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Figura IIL.6. Expresion de HMGCR. En microsomas hepaticos se determinaron los niveles proteicos
(A) la actividad (B) y la expresion relativa del ARNm de HMGCR (C). Los resultados se expresan
como la media + SEM, con n=4; (*) p < 0.05, (**) p < 0.01 respecto al grupo control. (#) p < 0.05

respecto al grupo tratado con 25 mmol G / Kg de dieta.
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Figura II.7. Obtencion y analisis del ARNm por RT-PCR. Se extrajo el ARN de higado
y se sembrd en gel desnaturalizante para corroborar la calidad del mismo (A). Se
obtuvo el ADNc, se amplificd con los primers para los genes de [(-actina, LDLR,
HMGCR y SREBP-2 y se chequearon los amplicones en gel de agarosa al 2% (B).
Curvas de amplificacion (C) y de disociacion (D) de amplicones de HMGCR
obtenidas por real time RT-PCR.
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IM.2.8. EXPRESION DEL RECEPTOR DE LDL Y DE SREBP-2

Por Ultimo se midi6 en higado la cantidad relativa del ARNm de LDLR y SREBP-2 por
real time RT-PCR luego de verificar la eficicacia del sistema de amplificacion
mediante una PCR cualitativa como se muestra en la Figura IlI.7.B. Los resultados
mostraron que hay un aumento de la cantidad de ARNm del LDLR de una manera
dosis dependiente, siendo significativo a partir de 50 mmol G / Kg dieta.

Por el contrario, en lo que respecta a la expresion de SREBP-2, no se observaron
cambios estadisticamente significativos en ninguna de las tres dosis ensayadas

(Figura 1IL.8).

Expresion relativa
del ARNm de LDLR
Expresion relativa
del ARNm de SREBP-2

= Control

mmmm 25 mmol G/ Kg dieta
mmmm 50 mmol G/ Kg dieta
== 75 mmol G/ Kg dieta

Figura IIL.8. Niveles de ARNm de LDLR y SREBP-2. Se obtuvo el ARNm de los higados de
ratones tratados con 0; 25; 50 o 75 mmol G / Kg de dieta. Se determind la cantidad relativa
del ARNm del LDLR (A) y del SREBP-2 (B). Los resultados se expresan como la media + SEM,

n=4; (*) p < 0,05 respecto al grupo control.
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I11.3. DISCUSION

Los farmacos hipolipemiantes son de importancia crucial para evitar enfermedades
cardiovasculares y mejorar la calidad de la vida cotidiana. A su vez, elevadas
concentraciones de colesterol y TG plasmaticos constituyen uno de los mayores
factores de riesgo para distintos tipos de enfermedades como aterosclerosis,
enfermedades neurodegenerativas, calculos biliares, entre otras (Tabas 2002,
Wolozin 2004; Maxfieldy Tabas 2005; Després 2007). Numerosos estudios han
indicado que una dieta adecuada y tratamiento farmacoldgico para lograr una
optima concentracion de colesterol en sangre pueden reducir la morbilidad vy la
mortalidad por cardiopatia coronaria (Hu y Willett 2002; De Backer y col. 2003). Los
agentes hipocolesterolemiantes mas populares y cominmente prescritos son las
estatinas (Rallidis y col. 2007; Rozman y Monostory 2010), sin embargo, sus efectos
colaterales asociados como reacciones musculares, hepaticas o complicaciones
renales no pueden ser pasados por alto (Kapur y Musunur 2008; Sanossian y
Ovbiagele 2008; Rozman y Monostory 2010). Debido a estos efectos secundarios se
han buscado alternativas naturales (Karimi y col. 2010; Vallianou y col. 2011).

La escasa toxicidad del G ha favorecido su uso en la industria farmacéutica, y se han
investigado ampliamente sus efectos como insecticida, repelente, antimicrobiano,
antihelmintico y agente antioxidante (Chen y Viljoen 2010). Nuestros estudios
confirman que el G no resulta un compuesto toxico a las dosis evaluadas ya que no
produce efectos adversos apreciables en ratones NIH nude (Tabla III.1). Asimismo se
ha descripto la capacidad de ciertos mamiferos y microorganismos de metabolizar
el G (Chadha y Madyastha 1984; Demyttenaere y col. 2000; King y Dickinson 2000).
Estos reportes sustentarian la inocuidad del G asi como una posible explicacion a la
dificultad para detectar su concentracion plasmatica en los ratones tratados, alin con
una técnica tan sensible (Iimite de deteccion de 10-30 ng) como la utilizada en

nuestros ensayos.
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Nuestros estudios demuestran que el G, tiene un efecto hipolipemiante ya que
disminuye significativamente la trigliceridemia y colesterolemia a partir de 50 mmol
G / Kg de dieta.

Debido a que el higado tiene un rol primordial en la homeostasis del colesterol y en
el metabolismo lipidico (Van der Wulp 2013), hemos evaluado los efectos del G
particularmente en este 6rgano. Se demostrd que en los ratones tratados con 50 y
75 mmol G / Kg dieta, la sintesis hepatica de lipidos totales y especialmente de
lipidos insaponificables disminuye significativamente con respecto a los ratones
control (Figura IL4), siendo el colesterol el lipido insaponificable que se encuentra
mayormente afectado segun se demostrd en ensayos /n vitro en nuestro laboratorio
(Polo y de Bravo 2006; Polo y col. 2011; Crespo y col. 2013). Estos resultados son
muy alentadores para considerar al G como un potencial fitoquimico
hipocolesterolemiante, ya que sabiendo que aproximadamente el 50% del colesterol
en humanos proviene de la sintesis de novo, una de las vias mas efectivas de reducir
sus niveles plasmaticos es indudablemente inhibir su sintesis enddgena a nivel
hepatico (Vallianou y col. 2011).

Pese a la disminucion en la cantidad de lipidos detectada en plasma (colesterol y TG)
y a la inhibicion de la sintesis de LI (colesterol y precursores) y AG en el higado, el
contenido lipidico (CL, CE y TG) en ese 6rgano no varfa entre los ratones tratados y
los controles (Figura II.3). Estos resultados sugieren un aumento en la incorporacion
y/0 una disminucion en la exportacion de lipidos por parte del higado. Teniendo en
cuenta que las células de mamiferos adquieren el colesterol exdgeno principalmente
de las LDL via el LDLR (Goldstein y Brown 1990), se midio la expresion hepatica del
ARNm del receptor y se observd un aumento estadisticamente significativo en los
ratones tratados con las dosis mas altas de G (Figura II.8). Estos resultados son
acordes a lo observado con la colesterolemia que disminuyd significativamente en
los animales tratados con las mismas dosis, por lo que se podria concluir que ese

aumento en la expresion de los LDLR podria producir un incremento en la captacion
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de LDL vy ser éste el mecanismo responsable de contribuir a la disminucion de la
cantidad de colesterol plasmatico que se ha demostrado en estos ensayos.

Por otro lado, los isoprenoides han demostrado tanto en células normales como en
células tumorales en cultivo, disminuir la expresion de la principal enzima reguladora
de la via de sintesis del colesterol, HMGCR, (Peffley y Gayen 2003; Mo y Elson 2004;
Chung y col. 2008) proponiéndolo como uno de los multiples efectos que estos
compuestos parecen ejercer sobre esta via metabdlica y que adn no han sido
especificamente dilucidados. Si bien son muy pocos los reportes del efecto del G
sobre la HMGCR, se ha demostrado en células tumorales cultivadas /n vitro una
inhibicion tanto transcripcional como postranscripcional de la enzima (Peffley y
Gayen 2003; Crespo y col 2013). Los resultados obtenidos en este trabajo son
concordantes con los mecanismos propuestos tanto en la bibliografia como en
trabajos previos en nuestro laboratorio (Crespo y col 2013) sugiriendo un
mecanismo de inhibicion postranscripcional, ya que en animales tratados con G la
HMGCR en higado demostré una disminucion tanto de su actividad como de su
cantidad mientras que la expresion de su ARNm se incrementa de una manera dosis
dependiente (Figura II1.6). Sumado a la modulacion de la expresion de la enzima por
G los resultados muestran una inhibicion en la actividad enzimatica que no se
corresponde con la disminucion en los niveles de HMGCR, lo que nos podria indicar
gue existe una inhibicion directa del G sobre la actividad de la HMGCR. Apoyando
esta teoria se ha propuesto la capacidad de G de unirse a esta proteina (Pattanayak
y col. 2009). Sabiendo que la expresion del gen de HMGCR y de LDLR es regulado
por SREBP-2 se evaluaron los niveles de su ARNm y no se observaron variaciones en
los ratones tratados con ninguna de las tres dosis de G respecto a los animales
controles (Figura 1I1.8), posiblemente debido a que el G podria estar regulando,
directa o indirectamente, el mecanismo de maduracion de este factor de

transcripcion que involucra su clivaje en el reticulo endoplasmico y migracion al

59



Efecto del geraniol sobre el metabolismo lipidico

nucleo (SREBP-2 maduro) y no necesariamente su transcripcion (Wong y col. 2008;
Crespo y col. 2013).

Si bien el efecto hipotrigliceridemiante fue descripto para otros terpenos y aceites
esenciales de ciertas plantas (Karimiy col. 2010; Vallianou y col. 2011), el mecanismo
por el cual producen este efecto no es claro. De acuerdo a nuestros resultados el G
inhibe la sintesis de acidos grasos (Figura IIL.4), con lo cual podriamos pensar en una
inhibicion de la enzima acido graso sintetasa (FAS) como fue propuesto por Duncan
y col. para los hepatocitos tratados con farnesol (Duncan y col. 2008). A su vez, al
encontrar que solo la dosis mas alta de G produce una inhibicion estadisticamente
significativamente en la sintesis de acidos grasos (Figura 14) y que los TG
plasmaticos ya se encuentran significativamente disminuidos en los ratones tratados
con 50 mmol G / Kg de dieta (Figura IlL.2) consideramos que podrian existir
otro/otros mecanismos de regulacion del metabolismo de los acidos grasos que
estarfan mediando la hipotrigliceridemia en ratones tratados con G. Se ha
hipotetizado que este monoterpeno -directa o indirectamente- ademas de inhibir Ia
lipogénesis, podria inducir la oxidacion de los acidos grasos, como ha sido
reportado para otros intermediarios de la via del mevalonato (Duncan y col. 2008).
Si bien hay estudios que abordan el efecto hipolipidémico y mas aun el efecto
antitumoral de distintos isoprenoides (Sebti y col. 1991; Moy Elson 1999; Mo y Elson
2004; Ong y col. 2006; Chung y col. 2008; Duncan y col. 2008; Karimi y col. 2010;
Vallianou y col. 2011), éste serfa el primer reporte del efecto hipolipemiante /n vivo

del G como potencial agente nutracéutico.
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IV.1. DESCRIPCION DE LOS ENSAYQOS REALIZADOS

Se implantaron 10’ células de adenocarcinoma de pulmén humano (A549) en
ratones NIH nu/nu de aproximadamente dos meses de edad, luego del desarrollo
de los tumores, éstos se mantuvieron por repiques sucesivos como se detalla en
Materiales y Métodos (item I1.2.2).

Una vez desarrollado en los animales un tumor de tamafio medible (300mm?
aproximadamente) se dividieron los ratones en cuatro lotes: un grupo control y tres
grupos experimentales, cada uno de los cuales recibid una dieta suplementada con
cantidades crecientes de G (25, 50 y 75 mmol de G / Kg dieta). El tratamiento se
prolongd por tres semanas. Tres horas previas al sacrificio se les inyectaron (via
intraperitoneal) 25uCi de [**Clacetato. Durante las semanas de tratamiento se
realizaron peridédicamente las medidas del volumen tumoral (IL.2.3). Se midio el
grado de apoptosis en los tumores obtenidos en la necropsia (seccion I1.8) y se
cuantificaron los niveles de la proteina Ras en membrana y en homogenado de
células tumorales (II.5.5).

Se determind colesterol sérico (11.3.6). En higado y en tumor se midié contenido de
colesterol libre y esterificado (1.3.1), incorporacion de [“Clacetato en lipidos
insaponificables (colesterol y precursores), en acidos grasos y en lipidos totales
(IL3.4). Se cuantificaron tambiéen, los niveles de HMGCR y SREBP-2 en citoplasma y

nucleo respectivamente (I1.5.3).
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IV.2. RESULTADOS

IV.2.1. CRECIMIENTO TUMORAL

Se evalud el efecto de G en el progreso del tumor, midiendo en el curso del
tratamiento (dos veces a la semana) el volumen tumoral (Figura IV.1). La
suplementacion dietética con G resultd en una disminucion del crecimiento tumoral
para las dosis mayores a partir de las dos semanas de tratamiento, sin haber
diferencias significativas entre dosis. Se observd también, una disminucion de
crecimiento tumoral en los animales tratados con 25 mmol G / Kg de dieta hacia el

final del tratamiento.

5000

—a— Control

4000 ® - 25 mmol G/ Kg dieta

—a— 50 mmol G / Kg dieta
® 75 mmol G/ Kg dieta

3000 -

2000 A

1000 -

Volumen tumoral (mm3 )

0 5 10 15 20 25

Dias de tratamiento
Figura IV.1. Crecimiento Tumoral. Ratones portadores de tumor, de 300 mm® aproximadamente,

fueron tratados con G (0, 25 50 o 75 mmol G / Kg de dieta) durante tres semanas.
Periédicamente se midié el tamafio tumoral. Los valores se expresan como la media de 5

animales + SEM. (***) p < 0,001.
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IV.2.2. TOXICIDAD DEL GERANIOL

Se corrobord que el G no produjera efectos adversos en el animal midiendo el peso
de higado (PH), el peso corporal (PC) final y el peso corporal corregido por el peso
que le aporta el tumor al animal (PC-PT). Para ninguno de los tres parametros
evaluados se observaron diferencias significativas entre los distintos lotes. Si bien hay
una tendencia a disminuir el peso corporal con las crecientes dosis de G, esta
tendencia desaparece al corregir el peso corporal sustrayendo el peso que aporta el
tumor. En cambio, el peso del tumor (PT) final disminuyd con las dosis crecientes de

G (tabla IV.1).

Tabla IV.1. Efecto de G en el crecimiento tumoral y el peso corporal y hepatico

Lote PC PT PC-PT PH

Control 2431 +108 264+073 2167+027 168 +0.10
25 mmol G/ Kg dieta 25.06 £ 0.56 157+036 2349+060 186+0.11
50 mmol G/ Kg dieta 2195+ 155 055+026% 2198+094 1.75=+0.07
75 mmol G/ Kg dieta 2149 +£081 079=+021* 2070+£064 1.72+0.07

Como control de toxicidad se evalud el peso corporal final (PC), el peso corporal corregido (PC-
PT) por el peso que aporta el tumor (PT) y el peso hepatico (PH). Los valores se expresan como

la media de 5 animales + SEM. (*) p < 0.05 respecto al grupo control.

IV.2.3. APOPTOSIS

Con el objetivo de conocer los posibles mecanismos responsables de la disminucion
de crecimiento tumoral, se midid apoptosis en cortes histologicos de tumor por el
método de TUNEL y cuantificando la actividad de Caspasa-3 (Figura 1V.2). Ambas
metodologias mostraron un aumento en la apoptosis celular estadisticamente
significativa en los animales tratados con 50 y 75 mmol G / Kg dieta respecto no
solo al lote control sino también al que recibi6 la dosis mas baja. Se observa para 50

mmol G / Kg dieta que el aumento tanto en las células TUNEL positivas como en la
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actividad de Caspasa-3 es mayor que para la dosis mas alta. Sin embargo, no
existen diferencias estadisticamente significativas entre ambas dosis. Se determind
también apoptosis en los hepatocitos de raton por el método de TUNEL mostrando
no aumentar significativamente en éstas células con las dosis de G ensayadas

(resultados no mostrados).
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Figura IV.2. Apoptosis. El porcentaje de células apoptoticas en secciones histoldgicas del tumor se
determind por el ensayo de TUNEL (A). Micrografias de fluorescencia de las secciones del tumor de los
ratones controles y los alimentados con 25, 50, y 75 mmol G / Kg de dieta: las microfotografias del lado
izquierdo muestran células TUNEL positivas (células apoptéticas) seflaladas mediante flechas y a la
derecha se muestran el total de los nucleos tefiidos con DAPI (B). La actividad de la caspasa-3 se
cuantificd mediante un &t comercial tal como se describe en Materiales y Métodos (C) Los valores se
expresan como medias + SEM, n = 4. (**) p <0.01; (***) p <0.001 respecto al control. (#) p < 0.05; (###)
p < 0.001 respecto a la dosis 25 mmol G / Kg dieta.

65



Efecto del geraniol sobre el crecimiento tumoral

IV.2.4. DETERMINACION DE RAS

Siendo la inhibicién en la prenilacion de proteinas reguladoras de proliferacion
celular otro de los posibles mecanismos involucrados en la disminucion del
crecimiento tumoral (las proteinas una vez preniladas pueden anclarse a la
membrana donde son activas), se midieron los niveles de la proteina Ras en
membrana y en homogenado de tumor (Figura IV.3).

Se observd que los niveles de esta proteina se redujeron en la membrana de los
tumores en los animales tratados con 50 y 75 mmol de G / kg de dieta. Sin
embargo, no hubo modificaciones en la cantidad de proteina Ras total medida en

el homogenado.
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Figura IV.3. Ras. Determinacion de Ras en homogenado y en membrana plasmatica de los tumores
por Western blot. En ambos casos el panel superior muestra las bandas inmunoreactivas de Ras, el
panel del medio muestra el control de carga ya sea por inmunoblotting de B-actina (en
homogenado) o por tincién de la membrana de PVDF (en membrana plasmatica) y el panel inferior
muestra las cantidades relativas de Ras expresadas como porcentaje del control. Los resultados

expresan como la media + SEM, n=3.
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IV.2.5 METABOLISMO LIPIDICO EN ANIMALES CON TUMOR TRATADOS CON
GERANIOL

Por otra parte, se analizé el efecto de la portacion del tumor sobre el metabolismo
lipidico y como influye el G a dosis crecientes en animales portadores de tumor.

El colesterol sérico se vio levemente aumentado debido a la presencia del tumor
(0.9889 + 0.0496 g/I en ratones no portadores y 1.0957 + 0.0752 g/I para animales
portadores) y el efecto del G fue similar al que se observd en animales no
portadores (item 11.2.3), donde la colesterolemia disminuyd significativamente en
animales tratados a partir de 50 mmol G / Kg de dieta (Figura IV.4). Por otro lado si
bien no se obtuvieron diferencias significativas en el contenido, tanto hepatico como
tumoral, de colesterol libre (CL) y colesterol esterificado (CE), con ninguna de las
dosis ensayadas, se observa una tendencia a la disminucion de CL y CE en higado y
de CL en tumor (Tabla IV.2). Respecto a la incorporacion de [“*Clacetato los
resultados también se asemejan a los obtenidos en ratones sin tumor (véase item
[1.2.6), ya que en higado disminuyo significativamente dicha incorporacion en lipidos
insaponificables (LI) con las tres dosis ensayadas y en acidos grasos libres (AG) para
la dosis mayor, sin embargo la incorporacion en lipidos totales (LT) en higado en
esta situacion experimental solo es significativa para la dosis mas alta, siendo a partir
de 50 mmol / Kg dieta en ratones no portadores tratados con G (Figura IV.5). A su
vez, los resultados obtenidos en tumor de animales tratados se corresponden con
los de higado, mostrando una tendencia a disminuir la incorporacion de
radiactividad en las distintas fracciones lipidicas, siendo significativa sélo en LI de

animales tratados con la mayor dosis de G (Figura IV.5).

68



Efecto del geraniol sobre el crecimiento tumoral

1,2 1

1,0 4 T *

0,8 -

0,6 -

04 -

Colesterol (g/1)

0,2

0,0

mmmm Control

—— 25 mmol G / Kg dieta
=== 50 mmol G / Kg dieta
—= 75 mmol G / Kg dieta

Figura IV.4. Colesterolemia en animales portadores. En suero obtenido al momento del

sacrificio de los animales se determind el contenido de colesterol. Los resultados de

expresan como la media + SEM con 5 < n < 20, (*) p < 0.05.

Tabla IV.2. Contenido lipidico hepatico y tumoral

Contenido de Colesterol libre 'y Esterificado

% del Control

Higado
CL CE
Control 100 +13.19 100 + 11.09
25 mmol G /Kg dieta 9536 £ 16.17 77.35+5.39
50 mmol G / Kg dieta 9439 + 19.59 91.70 + 3.46
75 mmol G/ Kg dieta 66.63 +12.16 87.68 + 5.01

Tumor
CL CE
100 + 20.91 100 + 28.06
99.14 + 3209 6697 + 14.85
84.33 + 2479 108.01 + 30.12
7771 + 1644 10119 + 2431

Se separaron los lipidos totales extraidos de higado y tumor por TLC, se reveld la placa por

carbonizacién con FeCl3.H,SO,4y se cuantificaron las bandas correspondientes a colesterol libre

(CL) y colesterol esterificado (CE). Los resultados se expresan como la media + SEM con n=5.
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Figura IV.5. Incorporacion de acetato. Se inyectod YC]-acetato tres horas previas al sacrificio de los
ratones tratados con 0, 25, 50 y 75 mmol de G / Kg dieta y se midi¢ la incorporacion de marca
radioactiva en LT, AG y LI de higado y tumor. Los resultados se expresan como la media + SEM con

3<n<5, (%) p < 0.05.

IV.2.6. NIVELES DE HMGCR Y SREBP-2
Con el fin de analizar el efecto del G sobre la via del mevalonato, se cuantifico la enzima
limitante de la via, HMGCR, en citoplasma de higado y tumor. Los resultados obtenidos
evidenciaron una disminucion dosis dependiente de la enzima en ambos tejidos (Figura
IV.6).
Por Ultimo, con el objetivo de cuantificar el factor de transcripcion SREBP-2 maduro se
analizd por western blot el extracto nuclear obtenido de higado y tumor de ratones tratados
y controles. Las proteinas de la Unica banda inmunoreactiva obtenida (coincidente ademas
con el peso de SREBP-2 maduro) fueron determinadas por Espectrometria de Masa MALDI-
TOF en el “Centro de Estudios Quimicos y Biologicos por Espectrometria de Masa MALDI-
TOF" (CEQUIBIEM). Este estudio mostrd que la proteina presente en la banda no se
correspondia con la proteina esperada, por lo que no fue posible obtener resultados de la
cantidad de SREBP-2 nuclear.
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Figura IV.6. Niveles de HMGCR. Se cuantificé por westernblot la cantidad proteica de HMGCR

en la fraccion citoplasmética de higado y tumor de animales tratados con 0, 25, 50 y 75 mmol

G/ Kg dieta.
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IV.3. DISCUSION

El uso de productos naturales como farmacos antineoplasicos es hoy en dia un tema
de gran interés en la investigacion médica humana. Se ha sugerido a los
isoprenoides vegetales como supresores del crecimiento de las células cancerosas y
del desarrollo del tumor a través de multiples efectos sobre la via del mevalonato
(Duncan y col. 2004). Los mecanismos moleculares que subyacen a estas acciones,
sin embargo, siguen siendo poco conocidos. Estudios recientes demostraron que el
G tiene actividad antitumoral significativa en una variedad de sistemas de cultivo de
células tumorales de higado, de colon, de pancreas y cancer de piel (Carnesecchi y
col. 2001; Ong y col. 2006; Stan y col. 2010; Manoharan y col. 2012). Se han
reportado también, estudios del G como agente quimiopreventivo atribuible ya sea
a su capacidad antioxidante (Chaudhary y col. 2012), como a su capacidad de
modular la VM (Ong y col. 2006; Cardozo y col. 2011; Chaudhary y col. 2012). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis muestran que el G no solo tiene
importancia como agente quimiopreventivo, sino también como quimioterapéutico
in vivo, demostrado por la capacidad del G de disminuir el crecimiento tumoral una
vez desarrollado el tumor (figura IV.1).

En cuanto al/los mecanismo/s de accion por el cual este monoterpeno inhibiria el
crecimiento tumoral, pudimos observar que hubo un aumento de la apoptosis en
células tumorales de los animales tratados con las dosis mayores de G, las cuales
causan una disminucion en el crecimiento a partir de las dos semanas de
tratamiento. Esta induccion apoptotica ha sido reportada, también, en otros trabajos
tanto /n vitro como /n vivo (Izumi 'y col. 1999; Duncan y col. 2004; Ong y col. 2006;
Cardozo y col. 2011; Chaudhary y col. 2012). Ademas, este efecto parece ser mas
pronunciado en las células malignas que en las células normales (Duncan y col.
2004). En consonancia con esto Ultimo, se observo que el G aumento la cantidad de
células apoptéticas en la linea tumoral A549 implantado en ratones (Figura IV.4) sin

un aumento en el numero de células apoptoticas en el higado del hospedador
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(resultados no mostrados).

Debido a que el crecimiento tumoral estara condicionado tanto por la apoptosis
como por la proliferacion celular, ademas de evaluar y demostrar que se induce la
muerte celular programada en los tumores de ratones tratados con G, se abordaron
estudios bioquimicos de vias metabdlicas asociadas con la proliferacion celular.
Como se describid previamente (item L4), las proteinas de la familia Ras intervienen
en distintas cascadas de sefalizacion intracelular que desencadenan procesos de
crecimiento y proliferacion celular (Vigil y col. 2010). Para ser bioldgicamente activa,
la proteina Ras se une a la membrana plasmatica interna en un proceso mediado
por grupos prenilo como el farnesil pirofosfato (FPP), donde al intercambiar GDP
por GTP gatilla las cascadas de traduccion de sefiales a las que se acopla (Vigil y col.
2010). El FPP se une covalentemente a la proteina Ras (a través de una modificacion
postraduccional), reaccion catalizada por la enzima farnesil-transferasa (Gysin y col.
2011). Ha sido hipotetizado que los isoprenoides podrian afectar a estas
modificaciones (Swanson y Hohl 2006), evitando asi el funcionamiento éptimo de la
proteina Ras. En el presente estudio se demostrd que si bien hay una disminucion de
Ras en membrana, no hay cambios en los niveles totales de la proteina (Figura IV.3),
indicando que el G no afectaria la sintesis y/o degradacion de la misma y que el
déficit en membrana se deberfa principalmente a una inhibicion de prenilacion de la
proteina. Esto podria deberse a una disminucion de la concentracion de sustrato,
FPP, producto de la modulacion de la VM por parte del G (Chaudhary y col. 2012)
evidenciado por la disminucion de HMGCR en homogenado tanto de higado como
de tumor en animales portadores tratados con G (Figura IV.6). En un informe
reciente (Crespo y col. 2013), sin embargo, se sugiere que este efecto no seria el
Unico mecanismo por el que el G inhibe la prenilacion de ciertas proteinas. Se ha
planteado que el G podria interferir en esta modificacion postraduccional por una
combinacion de eventos incluyendo la limitacion de mevalonato y la alteracion de la

actividad de farnesil-protein-transferasas (Duncan y col. 2004, Mo y Elson 2004).
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Deberfan realizarse ensayos adicionales para lograr dilucidar el mecanismo de
accion del G sobre la prenilacion.

Algunos autores correlacionan directamente la inhibicion de la prenilacion con la
inducciéon apoptotica (Chen y col. 2010), con lo que podriamos suponer que la
disminucion de la GTPasa, Ras, en membrana es una de las razones que activaria la
cascada apoptotica.

Al analizar el efecto de las distintas dosis de G, es notorio que no se observen
variaciones significativas entre las dosis mayores (50 y 75 mmol G / Kg de dieta) no
solo en la disminucion de crecimiento tumoral (Figura IV.1, Tabla IV.1), sino tampoco
en la apoptosis (Figura IV.2) ni en la disminucion de Ras en membrana plasmatica
del tumor (Figura 1V.3). Estos resultados sugieren que 50 mmol G / kg de dieta
podria ser la dosis que produce la maxima inhibicion del crecimiento del tumor, es
decir, pareceria que el efecto del G a partir de esa dosis se mantiene constante
alcanzando una meseta.

La presencia de tumor modifica determinados parametros lipidicos en el animal
huésped (De Antueno y col. 1987). Estudios previos realizados en el laboratorio
mostraron que el implante tumoral de células A549 en ratones nude produce
alteraciones en el metabolismo lipidico de los animales, induciendo una
hipercolesterolemia, modificando el contenido hepatico de colesterol y su sintesis en
higado, rifion, corazon y pulmon (Bellini 2003). Los resultados actuales corroboran la
tendencia del tumor a aumentar la colesterolemia. Los efectos de las distintas dosis
de G son consistentes con los observados en ratones nude no portadores (capitulo
Il), ya que conforme aumenta la dosis de G disminuye la sintesis de colesterol en
higado (evidenciada por la disminucién de la incorporacion de [MClacetato en
lipidos insaponificables) y sus niveles en sangre, y aungue tampoco se aprecian
variaciones significativas en el contenido hepatico de colesterol tanto libre como
esterificado (tabla IV.2), existe una tendencia a disminuir conforme aumenta la dosis

de G. Esta tendencia podria deberse a las alteraciones en el metabolismo lipidico
74



Efecto del geraniol sobre el crecimiento tumoral

ocasionadas por el implante tumoral per se, ya que es un tejido de replicacion muy
activa y consecuentemente demandante de metabolitos. En lo correspondiente al
tumor de los animales tratados con G, los parametros lipidicos tienen un
comportamiento similar a lo observado en el higado, mostrando una tendencia a
disminuir la incorporacion de [*Clacetato en LT, AG y L, siendo significativa sélo en
LIy para la mayor dosis de G (Figura IV.5).

Por lo tanto, nuestros resultados mostraron que el G inhibe la sintesis de lipidos
insaponificables tanto en las células tumorales como en las células del higado (no
tumorales) (Figura IV.5), y si bien no ha sido factible cuantificar cada uno de los
componentes de dicha fraccion, numerosos estudios /n vitro en nuestro laboratorio
han demostrado que es el colesterol el principal lipido insaponificable cuya
biosintesis se inhibe por G (Polo y de Bravo 2006; Polo y col. 2011; Crespo y col.
2013). Ademas, las dosis mas altas de G disminuyeron significativamente la
concentracion de colesterol en suero en los ratones tratados (Figura IV.4). Estos
resultados sugieren un incremento de la captacion del colesterol exdgeno, via LDLR,
por parte de las células hepaticas, efecto consistente con los resultados mostrados
en el capitulo Il que indicaban un incremento en la expresion del ARNm de dicho
receptor en higado de raton debido al tratamiento con G.

Por otra parte, también debe tenerse en cuenta que varios lipidos celulares (ademas
de los derivados de la via del mevalonato) estan cumpliendo un papel importante en
el crecimiento vy la division celular.

Se encontro que el G inhibe la biosintesis de acidos grasos, en el higado del raton y
existe una tendencia a disminuir dicha sintesis en las células tumorales implantadas.
Estudios en cultivo, ademas, mostraron que el G inhibe la biosintesis de fosfolipidos
(por ejemplo, fosfatidilcolina) en células HepG2 (Crespo y col. 2013). Estos resultados
demuestran que el G limita claramente la disponibilidad de lipidos que son
esenciales para el crecimiento y la proliferacion celular produciendo una disminucion

del desarrollo debido a un blogueo del crecimiento celular y a una induccion de la
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apoptosis.

La supervivencia, la muerte y el ciclo celular de las células tumorales son
mecanismos que se encuentran interconectados (Maddika y col. 2011).
Recientemente hemos publicado que G inhibe la progresion del ciclo celular (con
una detencién que ocurre en la interfase GO/G1) en células derivadas de un
hepatoblastoma humano (Crespo y col. 2013). Por ello, se propone que los
mecanismos por los que el G podria ejercer actividad antitumoral contra las células
A549 implican asociaciones entre las siguientes acciones: la supresion de la sintesis
de lipidos esenciales para el crecimiento celular, tales como acidos grasos, colesterol
y grupos prenilo, y la inhibicion de las enzimas preniltranferasas pertinentes. Estos
efectos, a su vez, inducen una detencion en la progresion del ciclo celular, junto con
una estimulacion concomitante de la apoptosis. Por otra parte, todos los efectos
antitumorales observados en nuestros experimentos se produjeron a dosis dietéticas
que no causan toxicidad en los animales (Tabla IV.1). En consecuencia estos
resultados apuntan a la posibilidad de que el G puede ser un candidato prometedor
para su uso en la prevencion y la terapia humana de cancer de pulmén con el

beneficio afiadido de su baja toxicidad.
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Efecto de la simvastatina sobre el metabolismo
del colesterol y el crecimiento tumoral

V.1. DESCRIPCION DE LOS ENSAYOS RALIZADOS

Se implantaron 10" células de adenocarcinoma de pulmoén humano (A549) en
ratones NIH nu/nu de aproximadamente dos meses de edad, luego del desarrollo
los tumores se mantuvieron los carcinomas por repiques sucesivos como se describe
en Materiales y Métodos (item 11.2.2).

Una vez desarrollado en los animales un tumor de tamafio medible (300mm?®
aproximadamente), los animales se dividieron en dos lotes: un grupo control y un
grupo tratado con simvastatina (S). Estudios previos realizados en el laboratorio
mostraron que 50 mg / Kg peso / dia de S ocasionan un incremento en la cantidad
de HMGCR hepatica en estos animales, sin ocasionar efectos adversos aparentes
(Polo y Bravo 2001). Se suplemento el agua de bebida de los animales tratados con la
dosis previamente mencionada y se calculo la dosis real midiendo la cantidad de
agua ingerida. El tratamiento se prolongd por tres semanas. Tres horas previas al
sacrificio se les inyectaron (via intraperitoneal) 25 uCi de [*Clacetato. Durante las
semanas de tratamientos se realizaron periddicamente las mediciones del volumen
tumoral (IL.2.3). Se midi6 el grado de apoptosis en los tumores obtenidos en la
necropsia (I1.8). Se cuantificaron los niveles de la proteina Ras en membrana y en
homogenado de células tumorales (I.5.5).

Se determind colesterol sérico (I1.3.6); en higado y en tumor se midid contenido de
colesterol (libre y esterificado) (I.3.1), incorporacion de [**Clacetato en colesterol y

precursores (lipidos insaponificables), en acidos grasos y en lipidos totales (I.3.4).
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V.2. RESULTADOS

V.2.1. DOSIS Y TOXICIDAD
Se calculd la dosis de S incorporada segun la cantidad de agua ingerida por los
animales. A su vez, se corrobord que dicha dosis no presentd efectos adversos

determinando el peso corporal y hepatico de los animales (tabla V.1).

Tabla V.1. Dosis de Sy su efecto sobre el peso corporal y hepético

Dosis PC inicial PC final PH
mg/Kg peso/dia Q) (c) Q)
Control ---- 252+08 280+12 171+024

Simvastatina 455+ 2.61 236+06 254+10 133+031

Durante las tres semanas de tratamiento se midié la dosis de S ingerida por
cada animal; se determind el peso corporal (PC) y el peso del higado (PH) en
los animales. Los valores son media = SEM, n = 5. Los valores de cada columna

no difieren significativamente (p>0,05).

V.2.2. CRECIMIENTO TUMORAL

Se evaluo el efecto de S sobre el crecimiento tumoral (Figura V.1.). Se observa una
disminucion del volumen tumoral en animales tratados respecto a los controles a lo
largo del tratamiento que se demuestra estadisticamente significativa al analizar los
volumenes relativos (Vr) del tumor, es decir, expresando los resultados como Vi / Vo,
donde Vi es el volumen tumoral medido en el tiempo iy Vg es el volumen tumoral

medido al inicio de cada experimento.
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Figura V.1. Crecimiento tumoral. Ratones portadores de tumor, de 300 mm’ aproximadamente,
fueron separados en dos lotes: control y tratados con S (50 mg / Kg peso / dia) durante tres semanas
y periddicamente se midié el tamafio tumoral. Los gréficos representan el volumen tumoral total (A)
y el volumen tumoral relativo (B) en el curso del tratamiento. Los valores se expresan como la media

+ SEM, n=5. (*) p < 0.05; (**) p < 0.01 vs control.

V.2.3. APOPTOSIS TUMORAL

Con el objetivo de conocer los posibles mecanismos responsables de la disminucion
de crecimiento tumoral, se cuantificd la apoptosis en tumores de los ratones del
grupo control y los tratados con S mediante el analisis de los mismos parametros
utilizados para evaluar apoptosis en animales tratados con G (Capitulo IV) midiendo
actividad de Casapasa-3, enzima comun a vias tanto intrinseca como extrinseca de
la cascada apoptotica, y cuantificando el porcentaje de células apoptoticas por el
método de TUNEL (Figura V.2). Se observd que existe un aumento estadisticamente
significativo en la apoptosis tumoral en animales tratados con S, evidenciado por
ambas metodologias. Esto indicarfa que esta droga, a las dosis ensayadas, posee un

efecto proapotatico.
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Figura 2. Apoptosis. En homogenados de células tumorales de ratones controles y tratados con
S (50 mg / Kg peso / dia) se cuantificd la actividad de caspasa-3 vy en los cortes histoldgicos de
los tumores se determind el porcentaje de células apoptoticas por el método de TUNEL. Los
valores se expresan como la media + SEM, 3 < n < 8 (*) p < 0.05, (**) p < 0.001 (A).
Micrografias de fluorescencia de las secciones del tumor de los ratones controles y los tratados
con S: los nlcleos de las células apoptoticas (TUNEL-positivas) sefialados con flechas se
muestran en los cortes tefiidos con rodamina (imagenes de la izquierda) y la totalidad de los

nucleos se evidencian con tincion con DAPI (imagenes de la derecha) (B).
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V.2.4. DETERMINACION DE RAS

Se determinaron los niveles de Ras en homogenado (Ras total) y Ras en membrana
plasmatica aislada (I.5.5) con el objetivo de relacionar la prenilacion de dicha
proteina con el efecto antiproliferativo de la droga.

Se observd que no se modificaron los niveles totales de la proteina en el
homogenado del tumor como consecuencia del tratamiento con S. Sin embargo,
hubo una disminucion de la proteina anclada a membrana en los animales tratados

con S con respecto a los controles (Figura V.3).
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Figura V.3. Ras. Determinacion de Ras en homogenado y en membrana plasmatica de los
tumores por Western blot. En ambos casos el panel superior muestra las bandas
inmunoreactivas de Ras, el panel del medio muestra el control de carga ya sea por
inmunoblotting de B-actina (en homogenado) o por tincién de la membrana de PVDF (en
membrana plasmatica) y el panel inferior muestra las cantidades relativas de Ras expresadas

como porcentaje del control. Los resultados expresan como la media + SEM, n=3.
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V.2.5. METABOLISMO LIPIDICO EN ANIMALES CON TUMOR TRATADOS CON
SIMVASTATINA

Con el proposito de conocer el efecto de la S sobre el metabolismo lipidico en
animales portadores de tumor, se evaluo el colesterol plasmatico, el contenido de
colesterol libre (CL) y esterificado (CE) en higado y en tumor, y la incorporacion de
[“*Clacetato en lipidos totales (LT), acidos grasos (AG) y lipidos insaponificables (LI)
tanto en higado como en tumor. Se observd que si bien existe una tendencia a
disminuir la colesterolemia en los animales tratados con S, esta diminucion no es
estadisticamente significativa. Tampoco se evidenciaron cambios en el contenido de
colesterol y éster de colesterol hepatico y tumoral (tabla V.2). Por ultimo, los
resultados correspondientes al efecto de la S sobre la sintesis lipidica en higado de
ratones portadores y en tumor, evaluada mediante la incorporacion de [“Clacetato,
mostraron que existe una clara tendencia a disminuir la sintesis de LI, tanto en
higado como en tumor, pero no se apreciaron cambios en la incorporacion de

radiactividad en AG y en LT (tabla V.3).

Tabla V.2. Colesterolemia y contenido de colesterol libre y esterificado

Colesterolemia Contenido de colesterol libre y esterificado
(g /1) % del Control
Higado Tumor
CL CE CL CE
Control 112 +005 100+1149 100+ 755 100+ 837 100+ 34.0

Simvastatina  1.08 £+ 0.06 115+ 27.06 142 +34.61 109 + 9.53 1228 + 25.7

Se obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca de animales portadores de tumor controles
y tratados con S (50 mg / Kg peso / dia) y se determind el colesterol sérico enzimaticamente como
se describe en Materiales y Métodos. Del tejido hepéatico y tumoral se extrajeron los lipidos totales y
se separaron por TLC, se reveld la placa por carbonizacion con FeCls.H,SOy4 v se cuantificaron las
bandas correspondientes a colesterol libre (CL) y colesterol esterificado (CE). Los resultados se

expresan como la media + SEM n=5.
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Tabla V.3. Incorporacion de *C-acetato

Higado Tumor
LT AG LI LT AG LI
Control 100+£1852 100+20.6 100+30.3 100+116  100+9.2 100+13.1

Simvastatina 117.5+24.8 106.8+27.8 86.4+7.0 1357+422 13544477 78.0+23.7

A ratones portadores de tumor (controles y tratados con 50 mg S/ Kg peso / dia) se les inyectd
[“Clacetato tres horas previas al sacrificio y se midid la incorporacion de marca radioactiva en lipidos
totales (LT), acidos grasos (AG) y lipidos insaponificables (LI). Los resultados se expresan como la media +

SEM, n=5.
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V.3. DISCUSION

Las estatinas se han convertido en una de las drogas mas prescritas en el mundo
para el tratamiento de dislipemias y en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares (Stancu y Anca 2001; Taylor y col. 2013). Independientemente de
los efectos producidos en el perfil lipidico, las estatinas ofrecen beneficios
cardiovasculares adicionales gracias a que poseen efectos celulares conocidos como
pleiotropicos, los cuales impactan en la homeostasis de la pared arterial (Mennickent
y col. 2008). Dichos efectos se deben a que las estatinas son capaces de interferir en
la sintesis de isoprenoides derivando en una disminucion en la prenilacion de ciertas
proteinas, involucradas en mecanismos de regulacion de proliferacion, apoptosis y
funcion endotelial de las células del musculo liso vascular, afectando su anclaje a la
membrana plasmatica y consecuentemente interfiriendo en la funcionalidad del
receptor al que se acoplan cuando estan preniladas, inhibiendo asi la cascada de
traduccion de sefiales que habitualmente gatillan (Mennickent y col. 2008). Esta
inhibicion de prenilacion ha sido blanco de muchos estudios donde se sugiere su
uso en diferentes enfermedades que contemplan no soélo la dislipemia, sino también
la inflamacién, desérdenes en la inmunidad y en la proliferacion celular (Bonovas y
col. 2005; Paraskevas 2008; Ramos-Esquivel y Ledn-Céspedes 2007,
Maneechotesuwan 2010). En el presente estudio se evalud a la simvastatina (una de
las estatinas mas utilizadas en los tratamientos hipocolesterolemiantes), como
agente antitumoral, mostrando una inhibicion significativa de proliferacion de
células A549 implantadas en ratones nude (Figura V.1). Sin embargo el efecto sobre
el crecimiento tumoral parece ser menos importante que el obtenido con G, donde
el crecimiento se reduce significativamente para las tres dosis (25, 50 y 75 mmol G /
Kg dieta) al final del tratamiento entre un 52% y un 83% (Figura 1V.1) siendo la
inhibicion para las estatinas de un 50% Yy no significativo al expresar los resultados

como volumen tumoral, volviéndose significativo al referir los volimenes tumorales
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al tamanfo inicial (volumen relativo) (Figura V.1). Al igual que para los tratamientos
con G los resultados obtenidos para S mostraron una disminucion de la cantidad de
Ras anclada a membrana en las células tumorales de los animales tratados respecto
a los controles, sin cambios en los niveles totales de la proteina lo que indicaria una
disminucion en la prenilacion de la proteina. Sin embargo, esta descripto en la
bibliografia que a concentraciones terapéuticas hipocolestesterolemiantes las
estatinas no sélo no disminuyen la prenilacion de Ras, sino que activan la cascada de
transduccion de sefiales de la GTPasa (Cho y col. 2011), lo que podria explicar el
efecto dual observado en estatinas donde a concentraciones bajas (terapéuticas) hay
un aumento en la tasa de crecimiento tumoral, mientras que se observa una
inhibicion de crecimiento a concentraciones 10 veces mayores (Wang y col. 2010).
Por lo cual, la utilizacion de las estatinas como drogas antitumorales es muy
discutida.

Se observé en estudios /n vitro que la proliferacion celular inhibida por estatinas se
revierte por el agregado de FPP, GGPP y mevalonato pero no por escualeno,
intermediario rio debajo del FPP y GGPP en la via de sintesis de colesterol (Cafforio
y col. 2005), por lo que se podria especular que la inhibicion de la prenilacion de
pequefias GTPasas se debe fundamentalmente a una disminucion de sustrato FPP
disponible y no a una inhibicion de la prenil protein transferasa como se plantea
para G. A su vez, el hecho de que la recuperacion de la proliferacion sea total
(Cafforio y col. 2005) nos hace pensar en que esta inhibicion de prenilacion es
esencial en la regulacion tanto de la proliferacion celular como de la apoptosis.

Al igual que con G, tambiéen se evidencié un aumento de la apoptosis en células
tumorales de los animales tratados con S. Esto Ultimo, podria deberse a la
activacion de la cascada apoptética intrinseca, via liberacion de citocromo ¢ por
parte de la mitocondria, como se reportd para células en cultivo (Zhongy col. 2003;

Cafforio y col. 2005).
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Si bien con las dosis utilizadas en el presente trabajo (50 mg S / Kg peso / dia) se
demostré una disminucion del crecimiento tumoral, la cantidad de S administrada
por kg de peso fue superior a la dosis maxima recomendada en terapias
hipocolesterolemiantes en humanos (Img / Kg / dia). Sin embargo, ensayos clinicos
de fase 1 donde se evallan los efectos de las estatinas en el tratamiento del cancer
mostraron que dosis de 17 mg / Kg / dia fueron bien toleradas por los pacientes
(Thibault y col. 1996).

Como ya se menciond, es bien conocido que las estatinas ejercen un efecto
hipocolesterolemiante en humanos por inhibir competitivamente HMGCR, con lo
cual al disminuir la sintesis de colesterol, disminuye el colesterol tisular, aumenta la
expresion de LDLR y la consecuente captacion de colesterol plasmatico por los
tejidos (Stancu y Anca 2001). Sin embargo, en los ensayos realizados en este trabajo
no se observa una disminucion significativa de la colesterolemia en los animales
tratados con S, lo que concuerda con estudios previos que han demostrado efectos
similares no sélo en ratones sino también en ratas (Akira y col. 1979; Polo y Bravo
2001). Se reportd ademas que roedores tratados con la estatina compactina
mostraron una disminucion de los acidos biliares excretados con las heces, con un
concomitante déficit de 7a-hidroxilasa, enzima limitante en la via de sintesis de los
acidos biliares (Akira y col. 1979). Estos resultados sugeririan que en estas especies,
las estatinas si bien inhiben HMGCR, no producen un efecto hipocolesterolemiante
posiblemente debido a un efecto compensatorio producido por la disminucién en la
excrecion de colesterol. Ademas, debe tenerse en cuenta que durante el tratamiento
realizado a los ratones en el presente trabajo, no se restringio el colesterol dietario
(143 + 05 mg colesterol / gr de alimento) mientras que el efecto
hipocolesterolemico en humanos puede requerir un tratamiento farmacologico
acompafado de una dieta baja en colesterol (Cuello y col. 2013). Sin embargo, si

bien el efecto hipolipemiante de S en ratones nude demostrd ser escaso, hay una
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tendencia a disminuir la sintesis de colesterol, observada por la disminucion en la
incorporacion de lipidos insaponificables; (tabla V.2). La falta de evidencia del efecto
hipocolesterogénico puede deberse a que las estatinas son menos efectivas en
ratones portadores que en no portadores, como fue descripto previamente en
nuestro laboratorio (Polo y Bravo 2001).

Concluimos entonces, que dosis de 50 mg / Kg peso / dia de la estatina simvastatina
ejercen una inhibicion en el crecimiento tumoral en ratones atimicos se deberia
fundamentalmente a la inhibicion de la enzima limitante de la via del mevalonato
HMGCR (efecto ampliamente reportado en la bibliograffa), disminuyendo el pool
celular de mevalonato y limitando consecuentemente la cantidad de isoprenoides
necesarios para la prenilacion de proteinas Ras, afectando su anclaje a membrana y
por lo tanto su funcionalidad. Estas proteinas Ras no funcionales inhibirian Ia
proliferacion celular y se activaria la apoptosis como consecuencia de su rol

regulador en dichos procesos metabdlicos.
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VI.1. DESCRIPCION DEL TRATAMIENTO RALIZADO

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos anteriores (capitulos IV y V) y
en ensayos previos realizados en el laboratorio (Polo y Bravo 2001), animales
portadores de tumor subcutaneo de células A549, mantenidos como se detalla en
Materiales y Métodos (incisos I1.2.1 y I1.2.2), se separaron en cuatro grupos: un grupo
control y tres grupos experimentales; un grupo tratado con G (50 mmol / Kg de
dieta) adicionado al alimento, otro con S (50 mg / Kg peso / dia) suministrada en el
agua de bebida y un grupo con la combinacion de ambos compuestos a las
concentraciones previamente mencionadas (G + S). El tratamiento se realizd durante
tres semanas, en las cuales se monitoreo el crecimiento de los tumores y se controlo
asimismo el peso, el consumo de alimento y de agua de los animales.

A las 3 semanas de tratamiento los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical y se obtuvieron muestras de suero, higado y tumor. Se midid apoptosis
tumoral (Seccion 11.8) y los niveles de Ras total y Ras anclada a membrana plasmatica
de las células tumorales (IL5.5). Se determind colesterol plasmatico, hepatico y
tumoral (I1.3.6; 1.3.1), incorporacién en higado y en tumor de [**Clacetato en lipidos

totales (LT), lipidos insaponificables (LI) y acidos grasos (AG) (I.3.4).
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VI.2. RESULTADOS

VI.2.1. TOXICIDAD

Durante el tratamiento se llevo a cabo el seguimiento de los animales sin observarse
cambios en su comportamiento. A su vez se determind el peso corporal y hepatico
corroborandose que el tratamiento administrado a cada grupo no le generd ningun
perjuicio apreciable a los ratones, ya que los parametros evaluados no difirieron en

los lotes tratados, ya sea con S, G 0 ambos respecto a los controles (tabla VI.1).

Tabla VIL1. Efecto del geraniol (G), la simvastatina (S) y su combinacién
(G + S) sobre el peso corporal y hepatico

PC inicial PC final PH

g g g
Control 237 +0.7 28.0+ 0.8 1.81 + 0.06
G 234 +12 270+ 13 1.85+0.10
S 237 +0.7 26.6 £ 0.7 1.78 + 0.04
S+G 23.8+10 270+ 13 1.80 + 0.09

Se determind peso corporal (PC) al inicio y al final del tratamiento y el peso del
higado (PH) en los animales tratados con G y/o S en los animales controles. Los
valores representan la media + SEM (n=5). Los valores no difieren significativamente

(p>0,05).

VI.2.2. CRECIMIENTO TUMORAL

Como se menciond en capitulos anteriores (incisos V.21 y V.2.2) se midio
periddicamente el volumen tumoral de los animales durante las tres semanas de
tratamiento, mostrando una inhibicion de crecimiento tumoral a partir del dia 14 de
tratamiento tanto para S como para G a las concentraciones ensayadas (Figura VL.1).

La inhibicion de crecimiento con la combinacion de ambos compuestos es mayor
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que el observado para cada uno de los tratamientos individuales. Asimismo, la
inhibicion del crecimiento tumoral en los ratones tratados con G + S tiene una
mayor significancia estadistica respecto a los controles (p < 0,001) que los
tratamientos individuales (p < 0.05 o p < 0.01). Sin embargo, para las dosis
utilizadas, a lo largo de todo el tratamiento no se observaron diferencias

significativas entre los tres lotes tratados (Figura VL1).
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Figura VL1. Crecimiento Tumoral. Ratones portadores de tumor, de 300 mm’
aproximadamente, se dividieron en cuatro lotes, un grupo control y tres experimentales, los
cuales fueron tratados con S (50 mg/Kg peso/dia), G (50 mmol / Kg de dieta) y la combinacion
de ambos (G + S) a las dosis mencionadas durante tres semanas. Periédicamente se midi6 el
tamafio tumoral. EI grafico representa el volumen tumoral relativo (Vr) a lo largo del
tratamiento. Los valores se expresan como la media + SEM, n=5. (*) p < 0.05; (**) p < 0.01;

(***) p < 0.001.
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VIL.2.3. APOPTOSIS TUMORAL

Se determind apoptosis en el tumor de los animales midiendo la actividad de
Caspasa-3. Se corrobord lo expuesto anteriormente (Capitulos IV y V) observandose
que tanto G como S tienen una fuerte induccion de la apoptosis, siendo la actividad
de Caspasa-3 significativamente mayor en los animales tratados con dichos
compuestos que en los controles. Si bien se observd un incremento significativo de
la actividad de esta proteasa en los tumores de los animales tratados con G + S
respecto a los controles y fue mayor que en los tratamientos con S o G, no fue un
aumento estadisticamente diferente a los obtenidos en los tratamientos individuales

(figura VL.2).
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Figura V1.2. Actividad de Caspasa-3. En homogenados de tumor se

determind la apoptosis cuantificando la actividad de caspasa-3. Los

valores se expresan como la media £ SEM, conunn = 5. (**) p <

0,01, (***) p < 0.001.
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VI.2.4. DETERMINACION DE RAS

Se evaluaron los niveles de Ras en membrana y Ras en homogenado en los cuatro
lotes de animales y se demostrd una disminucion mayor al 60% de la proteina
anclada a membrana para los animales de los tres lotes tratados con respecto a los
controles. Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles totales de la misma
cuando se trataron los animales con G y/o S; la combinacion de los componentes

no Mostro una inhibicion mayor que los tratamientos individuales (Figura VL3).
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Figura IV.3. Ras. Determinacion de Ras en homogenado y en membrana plasmatica de los
tumores por Western blot. En ambos casos el panel superior muestra las bandas
inmunoreactivas de Ras, el panel del medio muestra el control de carga ya sea por
inmunoblotting de B-actina (en homogenado) o por tincidon de la membrana de PVDF (en
membrana plasmatica) y el panel inferior muestra las cantidades relativas de Ras expresadas

como porcentaje del control. Los resultados expresan como la media + SEM, n=3.
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VI.2.5 METABOLISMO LIPIDICO EN ANIMALES CON TUMOR TRATADOS CON
SIMVATATINA Y/O GERANIOL

Como se describid en los capitulos IV y V, tanto el tratamiento con G, como con S
no modifican el contenido lipidico hepatico y tumoral de los animales. Al evaluar el
efecto combinado de S y G tampoco se observaron cambios estadisticamente
significativos con respecto a los ratones control (resultados no mostrados). Sin
embargo, si bien a las dosis ensayadas de Sy G no disminuyen significativamente la
sintesis de LT y AG ni en higado ni en tumor y la disminucién de la incorporacion de
[MClacetato en LI sélo fue estadisticamente significativa en higados de animales
tratados con G, la administracion de S y G en conjunto logran reducir
significativamente estos valores (incorporacion de radiactividad en LT, LI y AG) en
ambos tejidos (Tabla V1.2). Se calculd si la combinacion de los componentes fue

sinérgica calculando el parametro R segun Kern y col. (1988).
R = (Sexp)/(Sobs) donde:

- Sexp = valor de recuperacion de radioactividad esperado: es el producto del
porcentaje de recuperacion observado después del tratamiento con S y el
porcentaje de recuperacion observado con G dividido 100

- Sobs= valor de recuperacion observado: porcentaje de recuperacion en el
tratamiento combinado S+G

Se defini6 sinergismo cuando los valores del R resultaron mayores a 1, mientras que
para un R=1 se considerd un efecto aditivo. Estos resultados mostraron que la
combinacion de G y S fue sinérgica (R>1) en la incorporacion de acetato en LT, LIy

en AG tanto en higado como en tumor.
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Tabla VI.2. Incorporacion de [MClacetato

Higado Tumor

Incorporacion en LT
(% del control)

Control 100 + 10.5 100 + 8.6
G 989 +247  841+260
S 1175+ 248 1257 +29.22
S+G 143 +3.6%* 391+ 129*
R 8.1 2.7

Incorporacion en LI
(% del control)
Control 100 + 10.9 100 + 124

G 68.2 + 7.6 703 +£19.1
S 865+ 7.0 856+ 191
S+G 149+ 287 385+ 55*

R 4.0 1.6

Incorporacion en AG
(% del control)
Control 100 + 12.2 100 + 14.7

G 928 +22.3 540+ 133
S 106.0 + 29.8 1402 £ 155
S+G 117 £ 3.7 347 +7.9*

R 8.4 2.2

Se inyecto [14C]acetato tres horas previas al sacrificio de los ratones
de los cuatro lotes ensayados, se midid la incorporacién de marca
radioactiva en lipidos totales (LT), acidos grasos (AG) y lipidos
insaponificables (LI) y se calculd el R de Kern. Los resultados se

expresan como la media + SEM, 5<n<20.
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Por Ultimo se determind el efecto de la combinacion de S + G sobre Ia
colesterolemia, mostrando que si bien disminuye un 4% en los ratones tratados con
Sy G respecto a los animales con G, no hay diferencias significativas entre estos
grupos. Sin embargo, hay una mayor significancia estadistica del lote tratado con S

+ G respecto al control (Figura V1.4).
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Figura V1.4. Colesterolemia. En suero obtenido al momento del sacrificio de los

animales se determind el contenido de colesterol. Los resultados de expresan
como la media + SEM con 7zn221, (*) p < 0.05; (**) p < 0.01 con respecto al

control.
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V1.3. DISCUSION

Como se ha mencionado anteriormente la actividad de HMGCR en los tejidos
tumorales es elevada (Polo y col 1999; Elson y col. 1999) y la expresion de la enzima
es resistente a la regulacion por retroalimentacion de esteroles (McAnally y col.
2007), por lo que se ha propuesto que la HMGCR ofrece un blanco novedoso y
especifico para los agentes quimioterapéuticos (Mo y Elson 2004). Se observé que
se logré inhibir la enzima con G en animales portadores tanto en higado como en
tumor (Figura IV.6). El hecho de que la inhibiciébn por estatinas se realice por un
mecanismo diferente, nos hizo evaluar la posibilidad de que su administracion en
conjunto podria ser sinérgica.

Las estatinas han mostrado interactuar aditiva o sinérgicamente con otros agentes
quimioterapéuticos, tales como cisplatino (Kozar y col. 2004), gemcitabina (Bocci y
col. 2005) y tocotrienoles (McAnally y col. 2007; Wali y Sylvester 2007; Wali y col.
2009). Al analizar los resultados obtenidos podemos observar que hay una mayor
inhibicion de crecimiento y de actividad de Caspasa-3 en los animales tratados con
la combinacion de las drogas respecto a los que recibieron los componentes
individuales, sin evidenciarse diferencias significativas entre grupos. Sin embargo, la
significancia del grupo al cual se le administra S y G es mayor (respecto al control) a
partir del dfa 14 al analizar el crecimiento tumoral, por lo que se podria hablar de un
efecto aditivo de los componentes. Pareciera que el efecto del G sobre la
proliferacion se debe fundamentalmente a la inhibicion directa de la prenilacion,
mas que a limitar los niveles de mevalonato, ya que se ha observado que cuando se
restituyen los niveles de mevalonato en cultivos celulares tratados con G, la
viabilidad no revierte (Crespo y col. 2013), lo que no ocurre con S (Cafforio y col.
2005). Probablemente la inhibicion adicional de la sintesis de mevalonato por parte
de S no proporciona un mayor aporte sobre la inhibicién del crecimiento por lo cual

no se observa un sinergismo como el demostrado en la sintesis de colesterol (Tabla
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VI.2). Por otra parte, se podria pensar que la inhibicion del crecimiento tumoral
debido a la administracion de G 0 S a las concentraciones ensayadas es tan potente
que se dificulta mucho observar un efecto sinérgico, ya que para un R=1 deberia
esperarse que el crecimiento del tumor en animales tratados con S y G sea
practicamente nulo. De hecho, se observd un efecto sinérgico de Sy G en cultivo
celular de A549 donde las dosis utilizadas fueron subefectivas individualmente
(resultados no mostrados).

En nuestros estudios se demuestra el efecto sinérgico de la combinacion de
simvastatina (estatina), y geraniol (monoterpeno), en lo correspondiente a la sintesis
lipidica observada por una disminucion de la incorporacion de acetato en lipidos
totales, lipidos insaponificables y acidos grasos, tanto en higado como en tumor de
los animales portadores tratados con Sy G. A las concentraciones ensayadas tanto S
(50 mg / Kg peso / dia) como G (50 mmol / Kg de alimento) no son capaces de
disminuir significativamente la incorporacion de acetato en LT y AG en higado ni en
LT, LIy AG en tumor. Sin embargo, la administracion de ambas drogas en conjunto
provocaron una disminucion significativa de la sintesis lipidica tanto en los higados
como en los tumores. Si bien la disminucion de la incorporacion hepatica de acetato
en LI disminuye significativamente en los animales tratados con G (en un 31.8%
respecto a los controles), la disminucion es mucho mayor en los ratones que reciben
la combinacion de las drogas (85.1%). Asimismo se corrobora el sinergismo de Sy G
calculando el parametro R que resulta mayor a 1 tanto en higado como en tumor
para todas las fracciones lipidicas donde se evalla la incorporacion de acetato
(Tabla VI.2). Pese a esta fuerte inhibicion de sintesis, no se obtuvieron diferencias en
el contenido lipidico (CL, CE y TG) en los tejidos mencionados. El nivel de colesterol
plasmatico es menor y estadisticamente mas significativo respecto al control en
animales tratados con ambas drogas que los tratamientos individuales con S o G
(Figura VI4). Sin embargo, no es sustancialmente menor (sélo un 4%) que los

animales tratados con G y no se observan diferencias significativas al compararse el
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lote que recibio S + G, con los animales a los que se les administrd S o G de manera
independiente, lo cual indicaria que el fuerte sinergismo observado en la sintesis
lipidica no se refleja directamente en el contenido lipidico ni en el colesterol
plasmatico. Debe tenerse en cuenta que no se restringe la fuente exdgena de lipidos
y que el efecto hipocolesterolemiante de las estatinas en roedores es escaso
(Capitulo V).

Estudios /n vitro realizados en nuestro laboratorio demostraron que el G es capaz de
inhibir algun paso en la conversion de escualeno en colesterol a bajas dosis (Polo M
y de Bravo 2006; Crespo vy col. 2013), por lo que se propone que ésto sumado a la
inhibicion de la HMGCR en forma competitiva por S y a nivel postranscripcional por
G (como se plantea en el capitulo 1) podrian ser, en su conjunto, los mecanismos
probables del sinergismo. Es decir, si bien los dos componentes afectan la HMGCR,
el mecanismo de inhibicion es distinto (Figura VL5). La S inhibe la actividad de la
enzima competitivamente mientras que el G limita los niveles de la misma y podria
modular también su actividad (Figura IIL.6). Ademas del efecto sobre la HMGCR que
limita los niveles de mevalonato, se encuentran otros puntos de accion del G sobre
la VM. Se afectaria directamente la prenilacion de proteinas no solo debido a una
escasez de sustrato (FPP o GGPP), como se plantea para S, sino también a una
inhibicion directa de las proteinas preniltranferasas. Sumado a los bajos niveles de
mevalonato producidos por la accion combinada de S y G, existe una inhibicion
adicional del G en algun/os pasos de la conversion de lanosterol en colesterol que
serfa la causa de la marcada inhibicion de la sintesis de lipidos insaponificables
(colesterol y precursores).

La aplicacion clinica de las estatinas ha sido limitada debido a la toxicidad de dosis
elevadas que puede conducir a rabdomidlisis e incluso la muerte (Thibault y col.
1996). Nuestros resultados pueden representar un enfoque potencialmente
importante en futuros ensayos clinicos con estatinas en combinacion con

monoterpenaos.
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CONCLUSIONES

En este trabajo de Tesis:

v Hemos demostrado que el geraniol tiene efectos hipolipemiantes vy
antitumorales “in vivo" en ratones nude con dosis que no presentan

toxicidad.

v' Se avanzd en el conocimiento de los mecanismos de accion de este
monoterpeno sobre la via del mevalonato debido a que hemos demostrado:
- Inhibicion de la HMGCR a nivel postranscripcional, con una disminucion
de la cantidad y actividad de la enzima. Como consecuencia de ello
disminuye la colesterogénesis en higado y en tumor y aumenta la
expresion del receptor de LDL hepatico como mecanismo compensatorio

al descenso del colesterol intracelular.
- Inhibicion de la cantidad de proteina Ras unida a membranas sin
modificacion de los niveles totales de la misma. Estos resultados sugieren
una disminucion de la prenilacion por limitacion en la disponibilidad de

precursores o bien por inhibicion directa de las preniltranferasas.

v" Se demostrd una disminucion de la sintesis de acidos grasos que sugiere un
posible mecanismo responsable del efecto hipolipemiante ejercido por el

geraniol.

v' Se demostré un efecto proapoptotico y antiproliferativo del geraniol. A partir
de nuestros resultados se sugiere que estos efectos se deberfan a la
limitacion en la disponibilidad de lipidos esenciales para el crecimiento

tumoral.
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v' La administracion combinada de geraniol y simvastatina inhibio
significativamente el crecimiento tumoral y la apostosis, y demostrd tener un
efecto sinérgico sobre la inhibicion de la sintesis de lipidos tanto hepéticos
como tumorales. Esto reforzarfa la hipotesis de la accion inhibitoria del

geraniol en distintos puntos de vias del metabolismo lipidico.

Consideramos que la labor desarrollada en el presente trabajo colabora con una
mejor comprension de la accion de un componente muy frecuente en los aceites
esenciales sobre una compleja via metabdlica, con el objetivo de mejorar el disefio
de estrategias terapéuticas que incluyan el uso de compuestos naturales de manera
individual o en combinacion con drogas sintéticas para la lucha contra el cancer y

enfermedades asociadas a dislipemias.
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