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1. RESUMEN
Los gliomas son los tumores primarios mas prevalentes del sistema nervioso central que se
desarrollan a partir de células gliales neoplasicas. Entre ellos, el glioblastoma (GB) es el méas
frecuente y agresivo, con mal pronostico y una esperanza de vida tras el diagnostico de 15
meses. En los ultimos afios se ha ampliado el estudio sobre las bases genéticas y moleculares
que atafien el desarrollo de los GBs. Las mutaciones mas frecuentes afectan a las vias de PI3K y
EGFR. Dos de los efectores més relacionados con el crecimiento de los GB son PDE y GSK3 y
su expresion se encuentra aumentada en el GB. Estudios anteriores observaron que la inhibicion
de estos efectores mostraba resultados prometedores en la progresion del GB. En este trabajo se
ha utilizado un modelo de GB en Drosophila melanogaster para evaluar la eficacia de
compuestos que inhiben GSK3 y PDE. Se analiz6 el nimero de células gliales, asi como el
volumen de la membrana glial en cerebros de larva con GB tratados. Los resultados obtenidos
muestran tendencias en la reduccién del GB en determinados compuestos, destacando VP3.15,
un inhibidor dual de GSK3 y PDE, que muestra resultados significativos en esta inhibicién del
desarrollo del tumor. Como futuras propuestas en la linea de este trabajo, seria interesante
analizar mas a detalle las dianas de estos compuestos y replicar esta blsgqueda sistematica en

modelos de cultivo celular y xenograft.

2. ABSTRACT
Gliomas are the most prevalent primary brain tumors that developed from neoplastic glial cells.
Among them, glioblastoma (GB) is the most frequent and aggressive, with a poor prognosis and
a life expectancy of 15 months after the diagnosis. In the recent years, the study of the genetic
and molecular bases that affect the development of GBs has been expanded. The main pathways
involved in the development of these tumors are PI3K and EGFR. PDE and GSK3 are two of
the most related effectors to the growth of GB, and their expression is increased in this
pathology. Previous studies observed that inhibition of these effectors showed promising results
in reducing the development of GB. In this work we used a Drosophila melanogaster model of
GB to verify the efficacy of compounds that inhibit GSK3 and PDE. We analyzed glial cell
number, as well as glial membrane volume in larval brains in treated and untreated GB samples.
The results show trends in the reduction of GB in certain compounds, highlighting VP3.15, a
dual inhibitor of GSK3 and PDE, which shows a significant reduction of the tumor progression.
Some of the future proposals in this line of work are to analyze in more detail the targets of

these compounds, and to replicate this screening in cell culture and xenograft models.

Palabras clave: Drosophila; glioblastoma GB; glia; membrana glial; PDE; GSK3;
PIBK/Akt/mTOR; EGFR



3. INTRODUCCION
3.1 Glioblastoma: clasificacion, incidencia, prognosis y tratamiento

El glioblastoma (GB) es el tumor cerebral maligno primario mas comdn en humanos (Ostrom et
al., 2015). Su incidencia es de 3.2 casos cada 100.000 personas y la media de edad de
diagnostico son 64 afios (Davis, 2016). Es un tipo de céancer incurable, con una media de
supervivencia de 15 meses con un tratamiento adecuado y de 3 meses si no se aplica ninguno
(Thakkar et al., 2014).

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) se pueden clasificar en funcién del tipo celular
al que afectan, de si son benignos o malignos, del origen del tumor y, finalmente, de su

localizacion (focales o difusos).

Los tumores benignos tienden a crecer de forma lenta y no difunden por el tejido, mientras que
los malignos son cancerosos, crecen rapidamente, invaden el tejido sano, difunden y destruyen
otros tejidos. En el caso del GB, éste esta formado por astrocitos neoplasicos mal diferenciados
que difunden y tienen una propension a infiltrarse en el resto del tejido cerebral sano (Furnari et
al., 2007).

En funcion de su origen pueden ser primarios o secundarios, afectando los primeros
principalmente a poblacién de mayor edad, mientras que los secundarios se encuentran

principalmente en pacientes mas jovenes (Furnari et al., 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud llevé a cabo una clasificacion en funcion de la gravedad
de los tumores primarios del sistema nervioso central (TPSNC). Se basa en la célula de origen

del proceso tumoral, asi como las caracteristicas morfoldgicas que se asocian al prondstico:

- OMS Grado I: tumores circunscritos, de lento crecimiento y bajo potencial de
conversién a un tumor de mayor malignidad.

- OMS Grado IlI: tumores de borde difuso, lento crecimiento y, algunos, con tendencia a
progresar a tumores de mayor malignidad.

- OMS Grado IlI: tumores infiltrantes con células atipicas o anaplésicas y mayor nimero
de mitosis.

- OMS Grado IV: tumores de rédpido crecimiento con alta tasa mitética, pudiendo

presentar vasos de neoformacion y é&reas de necrosis.

Esta clasificacion tienes implicaciones terapéuticas, ya que, por ejemplo, las lesiones OMS de

Grado | pueden ser extirpadas en su totalidad a través de cirugia; mientras que en las lesiones



infiltrantes (Grado 11, 111 y 1V), esta extraccidén puede ser incompleta y, por lo tanto, requerir

tratamientos oncologicos (radioterapia y quimioterapia) (Sinning, 2017).

En referencia a sus caracteristicas histopatoldgicas, la necrosis y proliferacion microvascular
que produce el GB le otorgan el grado IV, el més alto en la clasificacién de gravedad de la
OMS. Estos tumores cursan con anaplasia, alta tasa mitética, e invansividad, aunque estas
caracteristicas no son Unicas de los GBs, ni por ellas se les asignaria el grado 1V (Wirsching et
al., 2016). Otra de las caracteristicas remarcables de este tipo de tumores es su heterogeneidad
celular dentro del propio tumor, con subtipos tumorales distintivos, lo que implica una dificultad
en el adecuado funcionamiento de los tratamientos especificos (Brandes et al., 2008; Segura-
Collar et al., 2020; Majewska et al., 2017).

La altima clasificacion realizada por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) se basa en los
parametros moleculares y genéticos, ademas de los histoldgicos utilizados en su versién
anterior. Actualmente los GBs forman parte del grupo de “gliomas difusos”, que incluye tanto
los astrociticos como los oligodendrogliales. Los divide en: 1) GB, IDH-wildtype; 2) GB, IDH-
mutante; y 3) GB, NOS (Not Otherwise Specified). EI primero de ellos abarca el 90% de todos
los casos de GB, ademas de corresponderse con la tipologia clinica de “GB primario” y se
diagnostica principalmente en pacientes mayores (+55 afios). EI GB, IDH-mutante, por su parte,
conforma sélo el 10% de los diagnosticos de GB y se corresponde a la tipologia de “GB
secundario”, diagnosticado principalmente en personas mds jovenes. Finalmente, el tercer tipo
corresponde a aquellos tumores cuya evaluacion de IDH no puede ser realizada. (Louis et al.,
2016)

Ademas de la clasificacion de la OMS, The Cancer Genome Atlas (TCGA) divide los GBs en
funcion de su perfil de expresion génica en cuatro subtipos: proneural, neural, clasico y
mesenquimal (Davis, 2016; Soomro et al., 2017; Verhaak et al., 2010). Los GB proneurales
tienen caracteristicas de células oligodendrogliales y su incidencia es menor, apareciendo en
pacientes mas jévenes con un GB secundario. El tipo neural surge de los astrocitos, asi como de
células de linaje de oligodendrocitos y expresa genes relacionados con neuronas. Su
caracteristica mas prominente es su alto nivel de EGFR (epidermal growth factor receptors) y
una forma de expresion similar a la del tejido cerebral sano. Los marcadores que expresan los
GB de la tipologia cléasica son de precursores celulares y células madre y tienen caracteristicas
de astrocito, mientras que el tipo mesenquimal comparte caracteristicas de gliomas astrociticos

de cultivo (Soomro et al., 2017).

Debido a la complejidad del tumor, su tratamiento es extremadamente dificultoso. Actualmente

el tratamiento estandar es la reseccion quirdrgica de la zona afectada, acompafiada de sesiones



de radioterapia y quimioterapia con el farmaco temozolomida (TMZ) (Kovaleva et al., 2019;
Davis, 2016). Por su elevado grado de infiltracion las cirugias de reseccion terminan no siendo
curativas y el tumor resurge o progresa. Tal es la dificultad del tratamiento que en ocasiones el
planteamiento inicial es la cura paliativa (Davis, 2016).

3.2 Drosophila como modelo de estudio

Drosophila como modelo animal de laboratorio empezé a usarse en 1910 y desde entonces ha
contribuido ampliamente al avance del conocimiento cientifico, lo que le confiere la categoria
de buen modelo de estudio en biologia. En primer lugar, hay una extensa homologia entre
humanos y Drosophila tanto a nivel celular como genético ya que un 75% de genes asociados a

enfermedades de humanos, tienen un ortdlogo en mosca (Chen et al., 2019).

En humanos encontramos grandes familias de genes que intervienen en funciones similares, en
cambio en Drosophila el nimero de genes es menor y no existe redundancia génica. De este
modo, se simplifican los estudios de pérdida de funcién para modelizar y entender el
funcionamiento de genes relevantes para enfermedades. En consecuencia, se necesita modular
menos genes para reproducir las condiciones patoldgicas propicias y llevar a cabo experimentos

para testar la actividad terapéutica de compuestos (Su, 2019).

Utilizar Drosophila en el estudio para cancer tienes numerosas ventajas respecto a otros
modelos clésicos, como podria ser el modelo murino del ratén o de la rata. Entre estas ventajas
esta el hecho de que su ciclo de vida es corto, su descendencia es extensa, tiene un genoma
completamente secuenciado y un gran abanico de herramientas genéticas con las que trabajar.
Entre estas herramientas encontramos el sistema UAS-Gal4, un extenso catadlogo de ARNi para
casi todos los genes que componen su genoma y herramientas para la mutagénesis dirigida o de
insercion (Chen et al., 2019). Ademas de contar con multiples herramientas gendmicas,
Drosophila es un organismo multicelular complejo con caracteristicas biolégicas y fisioldgicas
conservadas que son relevantes para modelizar procesos patolégicos humanos (Pandey et al.,
2011).

En cuanto a la modelizacion de enfermedades neurolégicas, las equivalencias celulares entre
humanos y Drosophila permiten desarrollar este tipo de enfermedades en el modelo de forma
adecuada. La homologia entre mosca y humanos los encontramos tanto a nivel celular como,
parcialmente a nivel morfologico en el SNC (se explicara més adelante — apartado 3.2.2) (Chen
et al., 2019). Los cerebros de mosca adulta cuentan con circuitos neuronales intrincados que
median  comportamientos complejos como los ritmos circadianos, suefio, aprendizaje y

memoria, cortejo, alimentacién, agresion, acicalado, etc. (Pandey et al., 2011). En



investigaciones neuropatolégicas en humanos se utiliza principalmente tejido post-mortem, por
lo que los modelos animales como el de Drosophila son una buena alternativa complementaria

para este tipo de estudios (Pandey et al., 2011).

Inicialmente, para el desarrollo de nuevos farmacos era necesario identificar proteinas
implicadas en enfermedades humanas y, posteriormente, buscar un compuesto quimico que
pudiera alterar la funcién de estas proteinas haciendo pruebas con un extenso nimero de
compuestos quimicos, optimizandolos y testandolos en modelos animales (Pandey et al., 2011).
Los modelos de enfermedades humanas en Drosophila contribuyen al desarrollo de estas drogas
de forma eficaz por su alto rendimiento en el testeo de los compuestos especificos para

trastornos especificos, y el alto grado de conservacion funcional con humanos.

En este caso en concreto el modelo de Drosophila nos permite reproducir de forma genética el
GB, de este modo es posible seguir la evolucion de dicho tumor desde el nacimiento del animal

hasta la muerte y estudiar las fases de desarrollo a lo largo del ciclo de vida de la mosca.

3.2.1 Ciclo vital de Drosophila melanogaster

Como se ha comentado anteriormente, una de las principales ventajas del modelo de Drosophila
es su corto ciclo de vida. Bajo condiciones estandar de laboratorio, a 25°C, el ciclo de vida de
Drosophila dura 10 dias desde la fertilizacion hasta la adultez. Este ciclo se puede dividir en

diferentes fases:

1. Embriogénesis: es un proceso rapido que se completa a las 24 horas después de la

fertilizacion. El embrion queda depositado en la comida (papilla).

2. Estado larval: 1 dia después de la deposicion de los huevos en la comida, éstos pasan
al primer estado larvario. La larva empieza a alimentarse por si misma. 24 horas mas
tarde pasan al segundo estado larvario y 48 horas después al tercer estado larvario.
Durante todos estos se produce un crecimiento constante de las crias. Hacia el final del
tercer estado larvario (alrededor de 5 dias después de la puesta de huevos) la larva deja

de alimentarse y sale de la papilla (etapa errante) para buscar un sitio seco y pupar.

3. Etapa pupal: encapsulacion al final del tercer estadio larvario, con una duracion de
unos 4 dias. Muchas estructuras son destruidas, mientras que otras se van formando

(muchas de ellas a partir de los discos imaginales).

4. Adultos: emergen después de la eclosion de las pupas. La duracion de la vida de estas
moscas es de alrededor de 30 dias, pero varia en funcion de la temperatura. El tamafio

de las moscas hembra al nacer es algo mayor al de los machos y estan preparadas para
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la reproduccién 12 horas después de haber eclosionado, aunque su pico de fertilidad se

produce entre el dia 4 y 15 tras su eclosion.

("Drosophila life cycle and fly anatomy | Cherry Biotech", 2021), (Stocker et al., 2008).

3.5-4.5
dias
Embrion
_Pupa
1 dia
2.5-3 Primer estado
. larvario
dias
¢ Tercer estado
larvario
Segundo estado

larvario 1 dia

1 dia
Figura 1: Imagen ilustrativa del ciclo vital de Drosophila melanogaster

3.2.2 Eguivalencias del SNC en Drosophila

A nivel morfol6gico nos encontramos que tanto Drosophila como los humanos cuentan con un
cerebro simétrico que consta de dos lébulos y ademas ambos comparten la existencia de una

estructura equivalente, la médula espinal en humanos y el ganglio ventral en las moscas.

Las funciones de la glia en Drosophila estan conservadas aunque la clasificacion de estas
celulas sea diferente. Durante el desarrollo realizan tareas de guia axonal, eliminacién de
sinapsis para la refinacion de circuitos y forman la barrera hematoencefalica (BHE). Una vez
formado el sistema nervioso regulan sinapsis (reciclando glutamato), modulan la permeabilidad

de la BHE y dan soporte tréfico a las neuronas (Losada-Pérez et al., 2020).

Drosophila cuenta con 4 tipos de células gliales: glia de la linea media, glia del neuropilo, glia
del cortex y glia de la superficie. La primera se encarga de guiar los axones durante el desarrollo
(parecido a la funcién que realiza la glia radial en humanos). La glia del neuropilo tiene
funciones equivalentes a las de los astrocitos, oligodendrocitos y precursores de los
oligodendrocitos humanos; se dividen en glia envolvente y glia “astrocyte-like”. La glia del

cortex provee soporte trofico a las neuronas, rodea los cuerpos neuronales y es de gran
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importancia durante el desarrollo, aportando apoyo metabdlico. Finalmente, la glia de la
superficie cubre el SNC y sistema nervioso periférico (SNP), comparte caracteristicas con

astrocitos y células de Scwhann (Losada-Pérez et al., 2020).

3.2.3 Modelos de GB en Drosophila

Existen diversas formas de replicar los GBs en el modelo de Drosophila, algunos de ellos son:

A. Coexpresion de formas constitutivamente activas de EGFR y PI3K. Utilizando la
herramienta UAS-GALA4 es posible reproducir el tumor (Read et al., 2009). Este modelo
recapitula la progresion, migracion e invasion de las células tumorales en el cerebro de
Drosophila. Se utiliza in vivo para estudiar las bases genéticas y moleculares de la

enfermedad (Losada-Pérez et al., 2020). Este modelo es el que se utiliza en el actual

trabajo.

\

~ S

no de Drosohila y un cerebro con GB.

Figura 2: Imagenes comparativas de n cerebro sa
Imagen A: cerebro control sin GB; Imagen B: cerebro de Drosophila con un GB desarrollado.
En la segunda imagen se puede apreciar el crecimiento de los I6bulos y el aumento de células
gliales en comparacion con la imagen control. Marcado en rojo (RFP) la membrana glial, y en

verde (Repo) los nucleos de las células de la glia.

B. Regulacion a la baja de PTEN con una forma constitutivamente activa de Ras.
Tanto PTEN como Ras son objetivos aguas abajo de PI3K y EGFR, de modo que la
modificacion de ambos produce una neoplasia comparable a la que encontramos en los
GBs humanos (Losada-Pérez et al., 2020).

Pese a ser buenos modelos de estudio del GB, tienen ciertas limitaciones. En funcién de la
region reguladora (“enhancer”) utilizada para expresar los genes inductores del GB, puede

variar el nimero de células afectado. Habitualmente se utiliza el enhancer “Repo”, que dirige la
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expresion de los genes de interés a las células gliales y sus precursores. Debido a que el
enhancer Repo dirige la expresion de genes indistintamente a todas las células gliales, es dificil
estudiar la progresiéon de una célula tumoral por expansion clonal, o las etapas iniciales del
desarrollo del GB. En cambio, el uso de Repo permite reproducir las caracteristicas del frente
difuso e infiltrativo del GB y la relacion entre las células del GB y el tejido sano circundante
(Losada-Pérez et al., 2020).

C. Ruta p53: esta via estd afectada habitualmente en los pacientes con GB, pero en
Drosophila las funciones de p53 no estan del todo conservadas. Se intent generar un
modelo expresando las mutaciones de p53 mas habituales que encontramos en humanos

pero no se desarrollaron transformaciones neoplésicas (Losada-Pérez et al., 2020).

D. Expresién de FGFR3 (receptor 3 del factor de crecimiento de los fibroblastos)-
TACC3 (“Transforming acidic coiled coil-containing protein 3”): produce una
proteina quimérica hiperfosforilada con un dominio quinasa constitutivamente activado

gue tiene un efecto oncogénico en vivo (Losada-Pérez et al., 2020).

Para el estudio de la recidiva de los tumores secundarios después del tratamiento es necesario
generar un modelo especifico. Un ejemplo es la amplificacién del receptor de factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) y sus ligandos, comunes en GB tratado. El
aumento de la expresién de la forma constitutivamente activa de pvr (homélogo de PDGFR
humano) en la glia, causa migraciones aberrantes de las células gliales a los discos imaginales y
muerte por la expresion de tetraspanin 2A (tsp2A). Tsp2A es homélogo de CD9 (en humanos),

encontrado en la mayor parte de muestras humanas de GB (Losada-Pérez et al., 2020).
3.3 GB: bases genéticas y moleculares

La aparicion de GBs se debe a diferentes alteraciones genéticas en diversas rutas que controlan
la proliferacion celular, supervivencia celular (apoptosis y necrosis), invasion y angiogénesis
(Furnari et al., 2007).

Encontramos diferentes problemas en cuanto a la proliferacion y senescencia de las células en
los gliomas debido a mutaciones en los genes reguladores del ciclo celular. La inactivacion de
rutas que preservan la regulacion del ciclo celular hace que estas células sean especialmente
susceptibles a divisiones celulares inapropiadas causadas por formas constitutivamente activas
de efectores de sefializacion mitogénica, como es la fosfoinostidina3-quinasa (PI3K) y la

proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Furnari et al., 2007).
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Aunque las bases genéticas son heterogéneas, las alteraciones mas comunes que se producen en
los GBs incluyen amplificaciones gendmicas, mutaciones activadoras y sobreexpresion de
receptores de tirosina-quinasa (RTK — receptor tyrosine kinases), como EGFR, PDGFRA
(receptor A del factor de crecimiento derivado de plaquetas) y FGFR (receptor del factor de
crecimiento fibrobléastico) y genes de rutas de tansduccion de sefial de RTK, como PI3K. La
mayoria las alteraciones se encuentran en las vias PI3k (89,6%). Mé&s concretamente EGFR
(57%) y PI3K (25%) se encuentran amplificadas o mutadas. PTEN, una via supresora, también
esta afectada en el 41% de los casos (Losada-Pérez et al., 2020). Otras mutaciones que podemos
encontrar son las de los genes IDH (1 y 2), que generan GBs con un prondstico clinico méas
favorable que aquellos que son wildtype (silvestre). En contraste a lo que pasa con los genes
IDH, las alteraciones en EGFR implican un grado mayor de malignidad, propiciando la
supervivencia de las células tumorales y aumentando su capacidad proliferativa, angiogénica e
invasiva. En la ruta de p53 también encontramos mutaciones, las cuales evitan el normal

funcionamiento de sus capacidades supresoras tumorales (Segura-Collar et al., 2020).
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Figura 1: Esquema de las vias que se encuentran alteradas en el desarrollo de un GB. Extraido
de Read et al., 2011.

3.3.1 IDH

La enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH) participa en la catalizacion del oncometabolito 2-
hidroxiglutarato. Este oncometabolito actia impidiendo la regulacion epigenética y aumenta la
hipoxia (Sim et al., 2018). La familia del gen IDH tiene tres isomerasas, IDH1, IDH2 e IDH3.
La mutacion de este gen produce cambios epigenéticos que repercuten en el perfil de expresion

y la inactivacién de supresores tumorales (Soomro et al., 2017).
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Las mutaciones en el gen IDH (IDH-mutado) se observan en, aproximadamente, un 5-10% de
todos los casos de GB. Estas mutaciones se asocian con edades mas tempranas, asi como mejor
pronostico (Wirsching et al., 2016). Entre éstas, encontramos en mayor proporcion la de IDH1,
descrita en un 90% de los casos; mientras que las mutaciones en IDH2 representan sélo un 10%
(Soomro et al., 2017). Por otro lado, el GB IDH-wildtype se asocia a edades mas tardias y a un
peor pronostico. Mutaciones en el promotor TERT (telomerasa transcriptasa inversa) son las
alteraciones moleculares mas frecuentes en el GB IDH-wildtype. Estas implican un aumento en
la trasncripcion de TERT y un aumento en su actividad, inmortalizando células tumorales (Le
Rhun et al., 2019). Estas mutaciones en TERT (telomerasa transcriptasa inversa) se asocian con
un pronostico especialmente malo en este tipo de pacientes (Wirsching et al., 2016). Este
promotor se relaciona con el mantenimiento de los telémeros, esencial para las células que estan
en crecimiento activo y sus mutaciones se correlacionan con alteraciones en EGFR
(amplificaciones) y IDH y TP53, aunque con los dos ultimos esta correlacion es inversa
(Thakkar et al., 2014).

3.3.2 P53

Las alteraciones que se producen en p53 son un sello distintivo del cancer y se dan de forma
prematura en los GBs (Maher, 2001, Segura-Collar et al., 2020). La proteina p53 tiene
funciones anti-tumorales gue quedan abolidas cuando se producen mutaciones en su gen. Estas
mutaciones, ademas, dotan a esta proteina de otras funciones oncogénicas (Segura-Collar et al.,
2020). Estas mutaciones en p53 se han encontrado en aproximadamente un 60% de los
pacientes con GB secundario, y en un 25% de pacientes con GB primario (Chaurasia et al.,
2016).

La funcion principal de p53 es la prevencion de la propagacion de células con genomas
inestables a través de la detencion del ciclo celular en la fase G1 o iniciando la apoptosis o
arresto proliferativo. La ruta de p53 esta alterada en la mayoria de los gliomas esporadicos. Se
producen pérdidas de TP53 ya sea a través de mutaciones que impiden la unién del acido
desoxirribonucleico (ADN) o la pérdida del cromosoma 17p (Furnari et al., 2007). Una de las
ganancias de funcion de esta proteina es aumentar el reciclaje de varios receptores a la
membrana plasmética, aumentando la activacion de sefiales aguas abajo; esta funcion se ha
relacionado con diferentes receptores de membrana, como por ejemplo EGFR (Segura-Collar et
al., 2020).

Aquellos gliomas que tienen mutaciones en TP53 son menos agresivos que los “p53-wild-type .
En este tipo de gliomas encontramos diversos genes alterados relacionados con el tréfico
vesicular. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio encontraron que la regulacién a la

baja del gen Kish (ortélogo en Drosophila de TMEM167A) en los GBs con p53 “wild-type”
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impedia la progresion del tumor (Portela et al., 2018). Los tumores que tienen la variante
“wild-type” de p53 acumulan alteraciones en EGFR, produciendo una mayor actividad de este
receptor que propicia la supervivencia de las células tumorales. Por otro lado, los tumores p53-
mutantes no parecen modificar su curso con la inhibicion de Kish, por lo que se ha postulado
que las mutaciones en p53 aportan rutas de sefializacion alternativas a la funcion de
Kish/ TMEM167A (Segura-Collar et al., 2020).

3.3.3 MGMT

Es una enzima localizada en el nucleo de las células que se encarga de la reparacion ADN.
Cuando se producen dafios en el ADN, esta enzima se transfiere al nicleo y se une a O6-metil-
guanina para reparar de forma efectiva el ADN. Al mismo tiempo que se produce esta
reparacion, la propia enzima se desactiva de forma irreversible (“enzima suicida”) (Soomro et

al., 2017).

Cuando se producen metilaciones en el promotor del gen de MGMT, se inhibe la transcripcién
de varios genes como consecuencia, resultando en la inactivacion de genes de supresores
tumorales, genes reparadores de ADN y genes proapoptoticos; induciendo la carcinogénesis
(Soomro et al., 2017).

El 50% de estas metilaciones del promotor de MGMT se producen en GBs secundarios. Este

tipo de metilaciones son sensibles a quimioterapia (Soomro et al., 2017).

3.3.4 PISK

La ruta de PI3K/Akt/mTOR est4 activada en casi el 90% de GBs diagnosticados. Esta via
participa en la regulacion de la movilidad de células de glioma diferenciadas, asi como en la
supervivencia y proliferacion de las mismas (Langhans et al., 2017, Read et al., 2011). Ademas,
algunos efectores de PI3K, como las Akt quinasas, suelen estar constitutivamente activadas o
amplificadas en los GBs (Read et al., 2011 y 2009). Estas modificaciones de la via de PI3K se
producen principalmente a través de alteraciones en PTEN y Akt (Le Rhun et al., 2019).

PI3K activa la proteina Akt (Yang et al., 2020) a través de la generacion del segundo mensajero
PIP3. Esta activacion de Akt estimula la progresion del ciclo celular e inhibe la apoptosis,
promoviendo el crecimiento celular (Shahcheraghi et al., 2020). Akt media en la iniciacion de la
sefializaciéon de la via mTOR, relacionada también con el crecimiento celular. Por lo que se

puede concluir que Akt participa activamente en la proliferacién tumoral (Li et al., 2016).

Por otro lado, PTEN es un miembro de la familia de tirosina fosfatasa. Es un gen supresor de
tumores que realiza dicha funcion a través de la fosforilacion de proteinas. PTEN puede inhibir

la invasiéon celular, adherencia celular a la matriz circundante y la formacién de vasos
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sanguineos. También se relaciona con la sefializacion de las rutas de transduccion. Cuando se
produce un exceso de diferenciacién celular, puede regular el ciclo celular e inducir apoptosis,
inhibiendo, de este modo, el crecimiento tumoral. Aproximadamente un 86% de los pacientes
con GB tienen pérdida de funcion del gen PTEN (Le Rhun et al., 2019) y cambios la ruta de
sefializacion del receptor de tirosina quinasa / fosfoinostidina 3-quinasa (RTK/PI3K) (Soomro
et al., 2017). Esta pérdida de PTEN, que antagoniza la via de sefializacion de PI3K, se puede dar
por mutaciones puntuales, deleciones y silenciamiento epigenético e implica la activacion
constitutiva de PI3K debido a los niveles elevados de PIP3 (Chen et al., 2019; Portela et al.,
2020).

En conclusidn, la via de PI3K/Akt/mTOR tiene diversos componentes que participan en la
modulacion del crecimiento de los tumores. Su mal funcionamiento produce un aumento en la
fosforilacién de Akt, que produce una mayor proliferacion tumoral. Finalmente, la pérdida de

funcién de PTEN evita la inhibicién de la via Akt, perdiendo sus propiedades antitumorales.
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Figura 4: Representacion esquematica de la via de sefializacion de PI3K/Akt/mTOR. Extraido
de Li et al. (2016).

3.35 EGFR

El gen de EGFR codifica un receptor transmembrana de tirosina-quinasa. Cuando el ligando se
une a este receptor, EGFR se fosforila, y promueve el crecimiento, migracion y supervivencia

celular (Thakkar et al., 2014; Soomro et al., 2017). La sefializacion de este receptor promueve la
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division celular, invasividad tumoral y resistencia a radioterapia y quimioterapia. La actividad
de EGFR se puede aumentar por la regulacién al alza de la expresion de EGFR, inhibicion o
eliminacion de vias inhibitorias, la aparicion de formas constitutivamente activas de EGFR y
amplificacion de EGFR (Thakkar et al., 2014). Esta Gltima tiene una alta incidencia en gliomas
(40-50% de todos los GB) (Soomro et al., 2017). La alteracion del gen de EGFR resulta en
mutaciones diversas; de entre ellas, la sobreexpresion de EGFRvIII, una version
constitutivamente activa del receptor que se genera por la eliminacion del dominio de union del
ligando. La activacion constitutiva de estos receptores a través de amplificaciones o mutaciones
de los genes de los mismos contribuyen, a través de la estimulacién cronica de la sefializacion
de Ras, a la proliferacion, migracion y resistencia a apoptosis de las células tumorales (Chen et
al., 2019; Portela et al., 2020). Esta mutacion es un indicador de mal prondstico en pacientes

con este tipo de tumores (Thakkar et al., 2014; Soomro et al., 2017).

3.4 PDEyGSK3en GB

3.4.1 Fosfodiesterasa (PDE)

Las PDE son una subfamilia de ectonucleotidasas, de las cuales los mamiferos tienen 11
isoformas codificadas por 21 genes diferentes. Cada una de estas isoformas tiene diferentes
afinidades con AMPc. Las PDE generan gradientes intracelulares y microdominios de estos
segundos mensajeros para regular su sefalizacion espacio-temporal a través de la
metabolizacion de AMPc y GMPc (Safitri et al., 2020).

Estudios comparativos de los tumores cerebrales, muestran niveles bajos de AMPc en
comparacion con tejido de cerebros sanos. Aunque todavia no se conoce exactamente los
mecanismos moleculares de AMPc, niveles altos intracelulares de este segundo mensajero se
relacionan con la muerte de células cancerigenas (Safitri et al., 2020). En ensayos con
inhibidores no especificos de PDE en cultivos celulares realizados en células tumorales de
glioblastoma (A172 y U87MG) mostraron una disminucion en la supervivencia de este tipo de
celulas (Moon et al., 2012). Por ese motivo los inhibidores de PDE son una buena propuesta de

terapia para pacientes con GB.

Dependiendo del tipo de célula en el que encontremos funcionamientos defectuosos de AMPc,
éste juega un papel diferente promoviendo o reprimiendo la proliferacion celular. En el caso del

GB produce una supresién de la proliferacion celular (Safitri et al., 2020).

La sobreexpresion de PDE especificas se ha relacionado con patrones alterados de AMPc en el
cerebro (PDE1, PDE4, PDE5 y PDE7Y). En trabajos relacionados, se ha observado que la
inhibicion de algunas PDE puede reducir la proliferacion de determinados cénceres a través del

aumento de AMPc y la induccién de apoptosis. Se produciria una potenciacion de las vias de

18



sefializacién de AMPc/PKA (efector aguas abajo de AMPCc) a través del secuestro no selectivo
de PDE y, como consecuencia, una reduccion del crecimiento celular. Esto sugiere que la
inhibicion de algunas fosfodiesterasas podria ser una terapia viable para el tratamiento del
cancer. (Safitri et al., 2020).

Investigaciones sobre la PDE7B demostraron que un aumento en la expresién de este gen
correlacionaba negativamente con la supervivencia en los pacientes. La sobreexpresion en
cultivos de células de GB resultd en un aumento del crecimiento y agresividad del tumor
(Brooks et al., 2014).

Otros autores encontraron que PDE5 se expresa de forma significativa en células cancerosas. El
aumento en los niveles de PDES5 correlaciona con una mayor supervivencia de los pacientes.
También se ha descrito en cultivo celular la relacion entre la sobreexpresién de PDE5 y la
inhibicién de la invasvidad, movilidad y reparacion de ADN, que implican una mayor
supervivencia de las células cancerigenas (Cesarini et al., 2017). Por lo tanto, es necesaria una
aproximacion experimental mas detallada para conocer el papel de las diferentes PDEs en la
progresion del GB.

En cuanto a Drosophila, encontramos cinco genes que codifican fosfodiesterasas: PDELc,
PDE4 (dunce), PDE6, PDES8, PDE9 y PDE11. Todos ellos excepto la fosfodiesterasa 9 actlan
regulando AMPc y GMPc. PDE9 codifica una fosfodiesterasa que estad involucrada en la
neurogénesis («FlyBase Gene Report: Dmel\Pdelc», 2021; «FlyBase Gene Report:
Dmel\Pde6», 2021; «FlyBase Gene Report: Dmel\Pde8», 2021; «FlyBase Gene Report:
Dmel\Pde9», 2021; «FlyBase Gene Report: Dmel\Pdell», 2021). Esta regularizacion de AMPc
y GMPc también se produce por parte de las fosfodiesterasas en humanos. Estudios anteriores
en Drosophila han observado que PDE1, PDE6 y PDE11 mostraban sensibilidad a algunos
inhibidores de PDE de vertebrados. En este mismo estudio realizaron una caracterizacion de las
PDE en Drosophila y observaron un alto grado de similitud en la estructura y funcion de las

PDE en humanos y Drosophila (Day et al., 2005).

3.4.2 Glucdgeno sintasa guinasa 3 (GSK3)

GSK3 es una proteina quinasa que participa en la fosforilacion de residuos de serina y treonina
en multiples vias, habitualmente inhibiendo sus dianas aguas abajo (Beurel et al., 2015). Tiene
funciones diversas en el crecimiento y la diferenciacion celular. En mamiferos GSK3 tiene dos
isoformas, la alfa y la beta. Se trata de una proteina constitutivamente activa, inactivada
habitualmente por hormonas y otras moléculas que participan en sus vias de sefializacion
(Abdul et al., 2017). GSK3 juega un papel central en diversas enfermedades

neurodegenerativas, cardiovasculares, inflamatorias, cancer, etc. (Beurel et al., 2015) y tiene un
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papel relevante en el desarrollo oncogénico de diversos tumores. En el caso de los GBs, la
evidencia indica que GSK3 (especificamente GSK3[) desarrolla funciones pro-tumorales (Zhou
etal., 2016).

Akt es una quinasa que requiere de una doble regulacién para activarse: translocacion a la
membrana plasmaética y fosforilacion. Akt contiene un dominio con alta afinidad a PIP3, que
ocasiona la translocacion. PIP3 es catalizado por PI3K, por lo que éste ultimo es esencial para la
translocacion de Akt. La formacién de PIP3 resulta, también, en la translocacion a la membrana
y activacion de PDK (quinasa dependiente de fosfatidilinositol). PDK1 fosforila a Akt en
Thr308, lo que es necesario y suficiente para la activacion de Akt. PTEN inhibe la fosforilacion
de Akt a través de la desfosforilacion de PIP3 a PIP2 (Majewska et al., 2017).

Altos niveles de Akt fosforilada se relacionan con un peor pronéstico en GB. La amplificacion
ylo sobreexpresién de EGFR conlleva la activacién de PI3K/Akt en estos tumores, por lo que la
inhibicién de la ruta PISBK/Akt/mTOR se ha propuesto como estrategia terapéutica (Majewska et
al., 2017).

El principal regulador de Akt es PTEN, que habitualmente esta inactivo en los GB por
mutaciones genéticas o metilaciones, implicando un incremento en los niveles de PIP3 y una
actividad elevada de Akt (Majewska et al., 2017).

GSK3p tiene diferentes regiones de fosforilacion que producen la activacion o inactivacion de la
proteina. El sitio de fosforilacion de Akt es la Ser9 y produce la inactivacion de GSK3p. Esta
fosforilacién es propiciada por la estimulacién de insulina. Por otro lado, la autofosforilacion o
fosforilacion por otras tirosina quinasas en Tyr216 aumenta la actividad catalitica de GSK3p .
Los niveles de GSK3p y GSK3p fosforilada en Tyr216 estan aumentados en GB comparandolo
con cerebros sanos. Esta proteina modula la actividad de la p-catenina, que se transloca al
nicleo activando genes relacionados con la proliferacion, diferenciacion, supervivencia y

apoptosis (Majewska et al., 2017).

GSK3p también regula la actividad de NF-xB (nuclear factor-kappa B), que controla la
transcripcion del ADN y acta como un factor de supervivencia. A su vez, GSK3p fosforila c-
MYC, un factor de transcripcion relacionado con la regulacion del crecimiento celular y

proliferacion (Majewska et al., 2017).

En cuanto a Drosophila, encontramos un ortélogo de este gen (GSK3), denominado shaggy
(sgg). Se localiza en el cromosoma X en el locus NC_004354.4 («FlyBase Gene Report:
Dmel\sgg», 2021). La proteina que codifica este gen es una serina/treonina quinasa necesaria
para la regulacion de diversos procesos del desarrollo de la larva y los discos imaginales. Las

funciones de esta proteina se encuentran altamente preservadas entre mamiferos y Drosophila.
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Del mismo modo que en GSK3 en humanos, Sgg es inactivada por la fosforilacion que produce
la insulina (Papadopoulou, 2004). Este gen codifica 10 isoformas de la proteina diferentes. La
forma corta de esta proteina (Sgg-PB) se expresa durante la embriogénesis y es esencial para la
viabilidad del animal, mientras que la forma larga (Sgg-PA) se expresa especificamente en el
sistema nervioso en desarrollo y no es necesaria para la viabilidad. La complejidad de la
expresion de Sgg refleja diferentes funcionalidades en la expresion espaciotemporal de GSK-3
(Korona, et al. 2020).

En anteriores trabajos (Trostnikov et al., 2020) se observoé la relacion entre la modulacion de
GSK3 en diferentes tipos celulares y la esperanza de vida. Encontraron que la sobreexpresion
ubicua de sgg reducia la esperanza de vida y la disminucién de la expresion de este gen a través
de ARNI incrementaba la esperanza de vida. Por otro lado, la sobrexpresion de sgg en el sistema
nervioso provocaba cambios patolégicos en las neuronas que producian un declive en la
supervivencia y una reduccion severa de la esperanza de vida, mientras que la sobreexpresion de

sgg en musculos sélo provoco una reduccion menor de la supervivencia.

Del mismo modo, los inhibidores de GSK3 han sido desarrollados y utilizados previamente para
el tratamiento del cancer. GSK3 regula a NK- kB, que muchas veces esta expresado de forma
aberrante en trastornos inmunoldgicos asi como en cancer. En el caso del GB uno de los
inhibidores de GSK3 que se desarrollaron previno el crecimiento de las células tumorales a
través del aumento de la expresion de la caspasa-3 y caspasa-8, que inducen apoptosis en estas
éstas (Duda et al., 2020). Otros estudios, como el de Kotliarova et al. (2008), encontraron a
través de inhibidores de GSK3 y regulacion genética a la baja de GSK3o/f una reduccion en la

supervivencia celular y la clonogenicidad de las células tumorales de GB.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis: La inhibicion de PDE7 y GSK3 en un modelo de GB de Drosophila tiene efectos en
la regulacion de la progresion del tumor.

Obijetivos:

1. Optimizar el protocolo del uso de compuestos inhibidores. En primer lugar es necesario
realizar pruebas de concentraciones de compuestos para determinar las dosis eficaces y

toxicidad.

2. Probar la eficacia de los compuestos en GB a través de la contabilizacion de células
gliales y cuantificacion del volumen del GB, y comparar estos resultados con los

obtenidos en larvas control, con GB pero sin administracion de los compuestos.

3. Reevaluacion de las concentraciones de los compuestos para la optimizacion de la
administracion. Después de la administracion de diversas dosis de los farmacos es

necesario reevaluar las concentraciones que sean mas eficaces.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Sistema de expresion UAS-GAL

Sistema binario utilizado para inducir la expresion de genes especificos de cualquier organismo
en determinados tejidos con una temporalidad especifica (Brand y Perrimon, 1993). Este
sistema proviene de la levadura (S. Cerevsiae) y es andlogo a otros sistemas equivalentes como
podrian ser el LexA/LexOP (E. Coli) (del Valle Rodriguez et al., 2011), o el sistema QF/QUAS
(N. Crassa) (Riabinina y Potter, 2016).

GAL4 es una proteina de la levadura que regula los genes inducidos por galactosa. GAL4 se
puede poner bajo el control de cualquier promotor especifico para generar la expresién del gen
de interés bajo un patrén espacio-temporal determinado. Por el hecho de provenir de S.
Cerevsiae, GAL4 no afecta a la transcripcion de genes endogenos de Drosophila, ya que es
especifico para unirse a secuencias UAS y activar la transcripcion de genes situados bajo el

control de estas secuencias.

Este sistema se utiliza en Drosophila para activar la transcripcién de genes exdgenos bajo el
control especifico de un promotor unido a GAL4. Este promotor dirige la expresién del gen
GALA4. La proteina GAL4 cuando se une a la diana UAS, activa la transcripcion del gen de
interés. Este gen de interés no se expresa en ausencia del factor de transcripcion GAL4 (Brand y
Perrimon, 1993).En este trabajo se utilizaron moscas macho con una construccion RepoGal4,
UAS-myr-RFP/TM6B y hembras con UAS-EGFR?, UAS-PI3K“**(Dp110), de forma que la
coexpresion de las formas constitutivamente activas de EGFR y PI3K se dirigié especificamente
a células de la glia (promotor Repo) para generar un GB (Figura 5).
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Figura 5: Representacion esquematica del funcionamiento del sistema UAS-GALA4.
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Para que ésta expresion se produzca de forma controlada en el tiempo se puede utilizar un
represor del sistema Gal4 denominado GALS80. En este trabajo utilizamos una forma
termosensible (GAL80™) que se encuentra activa a 17°C. Mientras GAL80" est4 activo, inhibe
la actividad de GAL4, por lo que éste no se une a UAS y no se produce la expresion del gen de
interés (evitando la aparicion del GB en este caso). Cuando aumentamos la temperatura a 29-
30°C, GAL80™ se inactiva, lo que impide la inhibicion de la funcion de GAL4, que activara la

transcripcion del gen de interés (Figura 6).
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Figura 6: Esquema del funcionamiento de GAL80, bloqueo del sistema UAS-GALA.

5.2 Cruces genéticos

5.2.1 Estirpes Drosophila

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron dos lineas transgénicas de Drosophila
melanogaster, ambas proporcionadas por el laboratorio C-12 del Instituto Cajal (CSIC — Centro
Superior de Investigaciones Cientificas). Las estirpes de Drosophila se conservaron en tubos
con papilla en incubadores a 25°C con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Las estirpes
utilizadas fueron las siguientes:
1) w: UAS-EGFR’, UAS-PI3K““**(Dp110); %
2) w: tubGalg80"™/cyo;RepoGal4, UAS-myr-RFP/TM6B

La estirpe w:UAS-EGFR’, UAS-PI3K“***(Dp110) fue cedida por el laboratorio de Renee Read
(Read et al., 2009). La estirpe (2) con la que se realiza el cruce proviene del Bloomington
Drosophila Stock Center (BDSC).
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En este trabajo nos referiremos a la construccién (1) (w; UAS-EGFR’, UAS-PI3K“***(Dp110))
como “ON*” para simplificar la lectura ya que la construccién transgénica se encuentra insertada

en el cromosoma X.

Para el cruce se utilizaron hembras virgenes del stock ON* 'y machos (2)
w;tubGal80"/cyo;RepoGal4, UAS-myr-RFP/TM6B de tal modo que toda la descendencia del
cruce hereda un cromosoma X y por tanto, desarrolla el GB.

Una vez seleccionados, se cruzaron 10 hembras virgenes con 5 machos jovenes en cada uno de
los tubos. Estos tubos se mantuvieron 4 dias a 25°C para que se produjera la copula y la puesta
de huevos. Pasados estos 4 dias se vaciaron los tubos y se dejaron otros 3 dias a 29°C para
permitir la activacion del sistema Gal4/UAS y la expresion de los genes pro-tumorales.

Finalmente, se procedié a seleccionar y diseccionar las larvas con GB.
5.2.1 Balanceadores

Los cromosomas balanceadores son una de las herramientas mas utilizadas en Drosophila.
Contienen inversiones multiples para evitar recombinaciones meidticas con un cromosoma no
reordenado. Estos genes portan mutaciones dominantes con un fenotipo facilmente visible y
mutaciones recesivas estériles o letales. Encontramos balanceadores para cada uno de los
cromosomas principales. No hay necesidad de generar balanceadores para el cuarto cromosoma,
ya que éste no se somete a recombinacion meidtica. Las mutaciones mas habituales que
encontramos afectan a la forma y color del ojo adulto, la forma de las alas y la forma y nimero
de los penachos (Stocker et al., 2008).

En este trabajo se utilizd un balanceador localizado en el tercer cromosoma: TM6B. Este
balanceador es una inversion inducida por rayos X. TM6B lleva un marcador dominante y una
mutacion recesiva letal (Ashburner et al., 2005). Este balanceador se utiliz6 para poder
distinguir aquellas larvas que desarrollaban un GB, por lo que se seleccionaron las que eran
TM6B negativas.

5.3 Compuestos

La administracion de los farmacos en las larvas se realiza a través de la papilla de la que comen.

Los farmacos llegaron al laboratorio en forma sélida, por lo que se tuvo que realizar la dilucion
de los mismos. EI medio que se utiliz6 para esta dilucion es DMSO. Se realizaron las diluciones
para que la concentracion final del farmaco fuera de 200mM. Durante la realizacion de las

diluciones se observé que ciertos farmacos no se podian disolver a una concentracion tan alta,
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por lo que se tuvo que reducir la misma. Finalmente los farmacos y su concentracion fueron los

siguientes:

COMPUESTO CONCENTRACION

VP3.15 100mM
VP1.14 100mM
VP1.15 200mM
S14 200mM
TC3.6 200mM
AGF2.20 200mM
TDZD8 200mM
Tideglusib 200mM
VP2.51 200mM
VP0.7 50mM

Tablal: Listado de los compuestos utilizados con sus concentraciones.

VP3.15 y VP1.14se disolvieron a la concentracién recomendada inicialmente (100mM),
VP1.15, S14, TC3.6, AGF2.20, TDzZD8, Tideglusib y VP2.51al doble de concentracion
(200mM) y VPO0.7, debido a la dificultad encontrada para que se disolviera completamente, a la
mitad de la concentracién recomendada (50mM). Con el compuesto VPO0.7, incluso realizando
una dilucion a 50mM, no se pudo disolver el soluto completamente en el medio. Aun asi se

decidid incorporarlo en los experimentos y analizar los resultados.

Los compuestos diluidos se mezclaron en la papilla (comida estandar) que se hace en el propio
laboratorio. Una vez hecha la papilla, debido a que sigue conservando a 56°C, se mantiene en
forma liquida, lo que permite la mezcla del compuesto con la comida. Esta papilla mezclada con
el farmaco se pone en tubos donde finalmente se realizan los cruces y donde éstas moscas

pondran los huevos de los que saldran las larvas que consumiran los compuestos.

Para las primeras pruebas se realizé una preparacion de 5 mililitros de papilla con una cantidad
de 5, 20 y 50ul de cada compuesto. Se comprobé que la concentracion de 50 microlitros era
toxica para las larvas debido al DMSO, por lo que en la siguiente réplica se utilizaron
concentraciones de 5, 20 y 35 microlitros. Debido a la poca cantidad de papilla utilizada, ésta se
secaba, por lo que en el segundo ensayo se doblaron las cantidades de papilla y de farmaco, de

modo que las cantidades eran de 10 mililitros de papilla 'y de 10, 40 y 70ul de compuesto.

Del mismo modo, en la primera réplica, durante el proceso de mezcla de farmacos con la

papilla, se afiadieron primero los compuestos a cada uno de los tubos en las concentraciones
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correspondientes y después se llenaron con papilla. Realizar el proceso de este modo podia
provocar que los compuestos se quedaran en el fondo de los tubos y no se mezclaran bien con la
comida. En la segunda réplica se decidio realizar el proceso a la inversa, afiadiendo primero la
papilla y, mientras ésta seguia en estado liquido, se afiadian los compuestos y se mezclaban para

que se repartieran de forma méas homogénea en toda la comida.

Para mantener la papilla en estado liquido se dejaba en un bafio a 56°. Se sirvié en los tubos

individualmente para evitar que se solidificara antes de tiempo.

A continuacién se detallan cada uno de los compuestos:
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VP3.15

VP1.14

VP1.15

S14

TC3.6

VP3.15 es una pequefia molécula
gue pertenece a la familia de los
iminotiazoles inhibidores duales
de GSK-3 y PDE7. La
modulacion de GSK-3 es

alosterica (sustrato competitiva).

Se trata de un iminotiazol
inhibidor dual de GSK-3 y PDE7.
La modulacion de GSK-3 es

alosterica (sustrato competitiva).

Es un iminotiazol inhibidor dual
de GSK-3 y PDE7. La
GSK-3 es

alosterica (sustrato competitiva).

modulacion de

Este compuesto es una
quinazolina inhibidora
de PDE?7.

Este compuesto es
una quinazolina

inhibidora de PDE?7.

Formula: C20H22N+OS

Formula: C20H15N4S

Formula: C1H16BrN;OS

Formula: C14H1oN,OS

Formula: C14H1gN,S,

IC50 GSK3p = 0,88uM
IC50 PDE7A = 1,59 pM

IC50 GSK3p = 1,28uM
IC50 PDE7A = 0,38 uM

IC50 GSK3B = 1,95uM
IC50 PDE7A = 1,11 uM

IC50 PDE7A = 4,68
uM

IC50 PDE7A = 1,04
uM

Estructura quimica:

Estructura quimica:

=

S/N
L
S N
\ Z 2HBr

Estructura quimica:

Estructura  quimica:

S

Estructura quimica:

i




AGF2.20 TDZDS8 Tideglusib VP2.51 VPO0.7
Es un difenil sulfuro | Es una tiadiazolidindiona | Es una tiadiazolidindiona | Es un  imino-tiadiazol  inhibor | Es una quinolina modulador
inhibidor de PDE?7. inhibidora de GSK-3 | inhibidora de GSK-3 ATP- | competitivo de GSK-3 alosterico de GSK-3
ATP-no competitivo. no competitivo.
Formula: C12HsCIN,0,S | Formula: C;oH;0N,0,S Formula: C19H14N,0,S Formula: C1,HgMe3N505S Formula: C,;H,50,N;Et
IC50 PDE7A = 0,37 uM | IC50 GSK3p = 2uM IC50 GSK3pB = 60 nM IC50 GSK3p = 0,62uM IC50 GSK3p =3,01uM
Estructura quimica: Estructura quimica: Estructura %uimica: Estructura quimica: Estructura quimica:
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5.4 Diseccion

Para la obtencion de los cerebros de las larvas se realizd a las mismas una diseccion en guante.
Se obtienen las larvas de los tubos y se comprueba el estadio en el que estan. Las larvas
utilizadas estan en estadio Ill. Se puede distinguir por la forma de sus espirdculos. Como se
puede observar en la figura 6, los espiraculos del estadio Il son méas pequefios y el final de los
mismos es redondeado; mientras que en el estadio Il son algo méas grandes y el final tiene

forma de “palmera”.

Estadio Il

Figura 7: Espiraculos de larva de Drosophila en estadio 11 y I11. Extraido de Pocas et al. (2020)

Una vez obtenidas las larvas en estadio |11, se comprobé bajo la lupa de fluorescencia que todas
las que se seleccionaba tuvieran fluorescencia roja (indicativa de la presencia del GB, por el
marcador RFP).

Después se realiz6 la diseccion en guante en PBS (Phosphate-Buffered Saline). Esta consiste en
sujetar con una pinza la parte mas caudal de la larva (en el % de la longitud de la misma) y con

otra pinza arrancar la parte que queda por debajo (Figura 8).

Figura 8: Imagen representativa del proceso de diseccion larvario.

Posteriormente, ubicando la punta de una de las pinzas en la mandibula de la larva, con ayuda
de las segundas pinzas, se le da la vuelta a la cuticula, de forma que el interior de la larva queda
en la parte exterior y el exterior en la interior. Una vez dada la vuelta, se retiran los 6rganos de

modo que sélo queda el cerebro y el ganglio dorsal pegados a la zona rostral (Figura 9).



e
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Figura 9: Imagen representativa del proceso de diseccion larvario.

Cuando se realizaron disecciones de diversos compuestos a la vez las larvas se dejaron en FA
(formaldehido) al 4% en hielo para prevenir modificaciones en el tiempo de fijacion y evitar la

degradacion del tejido.

5.5 Inmunohistoquimica

Una vez diseccionados los cerebros de las larvas éstos se fijaban en FA (Formaldehido) al 4%
en PBS durante 20 minutos. Posteriormente se realizaron 3 lavados consecutivos con PBT
(Phosphate-Buffered Saline + triton) al 0.3% durante 10 minutos cada uno de ellos. Después se
dejaron en blogueo con BSA (albumina de suero bovino) + PBT(0.3%) durante 1 hora. Una vez
finalizado el blogueo se incubaron los cerebros en anticuerpo primario overnight. Para marcar
los nucleos de las células gliales y del GB, y contar el nimero de células gliales se utilizé el
anticuerpo primario anti-Repo mouse de Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB)
(1:200).

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBT durante 10 minutos cada uno y se aplicé el
anticuerpo secundario: Alexafluor anti-mouse 488 de Invitrogen (1:500). Finalmente se
realizaron 3 lavados mas de 10 minutos en PBT y se pusieron las muestras en DAPI (4,6~
diamidino-2-phenylindole) durante una hora para marcar todas las células y facilitar la

identificacion posterior de las mismas antes de proceder a montarlas en los portaobjetos.

Finalmente se aislo el cerebro y se retird el resto del tejido larvario, se colocaron los cerebros
con la parte dorsal hacia arriba (Figura 10) y se cubrieron con un cubreobjetos para su

observacion en microscopia de fluorescencia y confocal.

Figura 10: Imagen representativa del montaje de las muestras de cerebros.
5.6 Toma de imagenes

Para la toma de imagenes de imagenes se utilizd un microscopio confocal Lecia SP5 (Leica

Microsystems). Para los cerebros se utiliz6 un objetivo de 20x, con planos en el eje Z de
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1024x512 pixeles y 1,5um de separacion. Valores de excitacion y picos de emision de cada

longitud de onda:

Excitacion Pico de emision

DAPI (azul) 405nm 415-473nm
488 (verde) 488nm 498-546nm
RFP (rojo) 561nm 532-550nm

Tabla2: valores de excitacion y pico de emision de los diferentes canales utilizados en el

microscopio confocal.

En funcion de la disponibilidad del servicio de microscopia confocal del Instituto Cajal se
utiliz6 un microscopio directo o invertido, con la diferencia de que el objetivo de 20x del
primero se utiliza en seco, mientras que el del segundo es de inmersién en aceite. Se utilizaron

las mismas condiciones con todos los cerebros.

5.7 Andlisis de imagenes

Para el analisis de las imagenes tomadas en microscopia confocal se utiliz6 el programa Imaris

en su version 6.3.1.

En primer lugar, para los contajes celulares realizados se utiliz6 la herramienta “Spots”. Se
selecciona el area que se quiere analizar, pidiéndole en primer lugar que analice s6lo una region
de interés; en este caso el recuento de células se hizo por separado en cada l6bulo. Una vez
seleccionada la zona, escoges el canal que quieres que detecte y el diametro estimado (en este
caso 5um). Para el filtro se utilizo “Intensity sum” y se ajustdé manualmente la seleccion de
células, ya que de forma automaética, en muchas ocasiones, pasaba por alto algunas de éstas
células. Una vez finalizado, con la herramienta “edit”, de ser necesario, se eliminan algunas
selecciones de células que quedan fuera del 16bulo. Finalmente, en el apartado “statistics”

aparece el nimero de células contabilizado.

En cuanto a los contajes del volumen de la membrana, con el mismo programa, se utilizé la
herramienta “Surfaces”. Del mismo modo que en el contaje de células, se selecciona el area de
interés (en este caso, uno de los l6bulos) y posteriormente escogemos el canal que nos interesa
analizar. Una vez aparece el area que identifica, se ajusta manualmente la superficie detectada.
Seleccionamos como filtro “intensity sum”. Finalmente, en el apartado de “statistics”
accedemos a “detailed” y seleccionamos “Average values”. El valor que buscamos es el que se

encuentra en la fila “volume” y la columna “sum”.
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En relacion al andlisis de algunas de las iméagenes tomadas, en determinados casos ha sido
necesario descartar alguna de ellas debido a que, bien la toma o el proceso de
inmunohistoquimica no han sido del todo adecuados, observdndose una falta completa de

marcaje celular en determinadas zonas.

5.8 Analisis estadisticos

Los resultados de los analisis de cuantificacion a través del contaje de células gliales y volumen
de la membrana glial se trataron con Excel (Excel Office) y posteriormente el analisis
estadistico se realizd con GraphPad 5. Se realizaron analisis de ANOVA con un post-test de
Bonferroni. ElI p valor para rechazar la hipétesis nula y afirmar diferencias estadisticas

significativas entre los datos fue de p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Calibrado de los compuestos

Las primeras administraciones de los farmacos que se realizaron a las larvas de Drosophila
melanogaster fueron en concentraciones de 5, 20 y 50ul del compuesto en DMSO (con las
concentraciones correspondientes mencionadas anteriormente — apartado 5.3) por cada 5 ml de
papilla. Se observd que en aquellos tubos en los que se afiadia 50ul del compuesto los
embriones no alcanzaban estadios larvarios. Por lo tanto, se concluy6 que las cantidades de

DMSO eran toxicas para las larvas.

Se decidio realizar una réplica del experimento modificando las cantidades utilizadas. En este

caso las concentraciones fueron de 5, 20 y 35pl.

6.2 Efecto de los inhibidores de GSK3 y PDE en cerebros con GB: contaje
celular y volumétrico

Evaluamos el efecto de los farmacos en el crecimiento de los cerebros de larva con GB. Lo
hacemos a través del contaje de células de glia y la medicion volumétrica de la membrana glial.
Para ello utilizamos una estirpe de Drosophila en la que se coexpresa las formas
constitutivamente activas de PI3K y EGFR utilizando el sistema de expresion UAS-Gal4 (ver
materiales y métodos — 5.1 y 5.2). Realizamos un marcaje de los nicleos de las células gliales
(anti-repo) con inmunohistoquimica, se procedié a montar las muestras y se tomaron las
imagenes con microscopia confocal. Una vez tomadas, se cuantificaron las células y el volumen
de la membrana glial (gracias a la construccion genética RFP-myr, que marca la membrana con
un marcador fluorescente rojo). Finalmente se realizd el analisis estadistico de los datos

obtenidos.

Las muestras de AGF2.20 (5ul) se perdieron debido a problemas con el montaje de las mismas.
Por otro lado, en las muestras de AGF2.20 (20ul) y TDZDS (5pul) las larvas no llegaron a

desarrollarse hasta el estadio I, lo que sugiere que pueden ser toxicas.

Comparamos el namero de células gliales contabilizadas en cerebros con GB que ingieren el
vehiculo DMSO (control vehiculo), y los comparamos con las cuantificaciones de cerebros de

animales que han ingerido cada uno de los compuestos.
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Grafica 1: Representacion de los datos obtenidos del analisis y cuantificacion de las células
gliales en cada una de las condiciones de la primera mitad de compuestos (control — azul,
control vehiculo (con DMSO) — morado (5ul) y verde (20ul) y experimental (con los
compuestos). Marcado con un asterisco las condiciones que muestran diferencias en
comparacion con el control positivo. Para p < 0.05 (*); para p < 0.01 (**); para p < 0.001 (***)
ANOVA.
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Grafica 2: Representacién de los datos obtenidos del analisis y cuantificacion de las células
gliales en cada una de las condiciones de la segunda mitad de compuestos (control — azul,
control vehiculo (con DMSO) — morado (5ul) y verde (20ul) y experimental (con los
compuestos). Marcado con un asterisco las condiciones que muestran diferencias en
comparacion con el control positivo. Para p < 0.05 (*); para p < 0.01 (**); para p < 0.001 (***)
ANOVA.

Se presentan dos C. Vehiculo (5 y 20ul) por cada concentracion ya que se realizaron las
pruebas de los compuestos en dos experimentos independientes, debido a la cantidad elevada
de farmacos y concentraciones. De este modo, los dos C. Vehiculo que aparecen primeros

pertenecen a la primera mitad de compuestos probados; y los segundos a la segunda mitad.

Podemos observar que hay diversos compuestos, asi como dos de los controles vehiculos, que
muestran diferencias significativas con el control positivo (azul). Del mismo modo, ninguno de
los compuestos es significativamente diferente a los controles vehiculo correspondientes a su
concentracion. Aun asi, algunos de los tratamientos muestran tendencias de disminucion del

namero de células gliales.
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Por otro lado, se realizaron las medidas volumétricas de la membrana glial y comparamos los

datos obtenidos de los controles y los tratados.

Contaje volumen membrana glial
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Gréfica 3: Representacién de los datos obtenidos del analisis y cuantificacion del volumen
de la membrana glial en cada una de las condiciones de la primera mitad de compuestos
(control — azul, control vehiculo (con DMSO) — morado (5ul) y verde (20ul) y experimental
(con los compuestos). Marcado con un asterisco las condiciones que muestran diferencias en
comparacion con el control positivo. Para p < 0.05 (*); para p < 0.01 (**); para p < 0.001 (***)
ANOVA.
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Grafica 4: Representacion de los datos obtenidos del anélisis y cuantificacion del volumen
de la membrana glial en cada una de las condiciones de la segunda mitad de compuestos
(control — azul, control vehiculo (con DMSO) — morado (5ul) y verde (20ul) y experimental
(con los compuestos). Marcado con un asterisco las condiciones que muestran diferencias en
comparacion con el control positivo. Para p < 0.05 (*); para p < 0.01 (**); para p < 0.001 (***)
ANOVA.

Se presentan dos C. Vehiculo (5 y 20ul) por cada concentracion ya que se realizaron las
pruebas de los compuestos en dos experimentos debido a la cantidad elevada de farmacos y
concentraciones. De este modo, los dos C. Vehiculo que aparecen primeros pertenecen a la

primera mitad de compuestos probados; y los segundos a la segunda mitad.

Podemos observar en la distribucion de los datos de las gréaficas que las muestras de los
compuestos TC3.6 (5ul), TDZD8 (5ul) y VP0.7 (5ul) muestran una tendencia de reduccion del
volumen de superficie de la membrana glial, si bien es cierto que ninguno de ellos muestra

diferencias significativas con los controles vehiculo.
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Control GB

VP3.15 (5um)

Tanto para las cuantificaciones de las células de la glia como para el volumen de la membrana
glial seria necesario realizar una réplica y estudiar de forma mas detallada los efectos del

DMSO y de los compuestos por separado.

6.2.1 Inhibidores duales de PDE7 y GSK3

De entre los farmacos del grupo de inhibidores duales de PDE7 y GSK3 VP3.15 es el
compuesto que muestra diferencias significativas en el descenso de nimero de células gliales en
comparacion con un cerebro con GB no tratado. A continuacidbn mostramos imagenes

representativas de la condicion control y el compuesto VP3.15:

Repo (glia) RFP (membrana glial) DAPI
C

Figura 11: Efectos en el desarrollo del GB tras la aplicacion del fairmaco VP3.15 (5 y 20ul).
Imagenes comparativas de un cerebro control con un GB desarrollado (A-D) y otro con un GB y
tratamiento con VP3.15 (E-H). En verde encontramos las células gliales (Repo), en rojo la

membrana de la glia o red glial (RFP) y en azul los nucleos celulares marcados con DAPI.

En la comparacion de la figura 11 podemos apreciar una reduccion del volumen del tumor en la
muestra tratada con el compuesto VP3.15 (iméagenes E-H). Las imagenes B y F muestran una
reduccion del nimero de células gliales a través del marcaje con anti-repo (verde). Las

imagenes C y G muestran una reduccion en el volumen de la red glial (rojo).
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Gréfica 5: Cuantificacion de células gliales en cerebros con y sin tratamiento. En azul el
control positivo (GB sin compuesto ni DMSO), en morado el control vehiculo (GB con DMSO
- 5ul) y en rojo el compuesto VP3.15 (5ul). Para p<0.05 (*); para p<0.01 (**); para p<0.001
(***) ANOVA.

Como podemos observar en la Gréfica 5, el compuesto VP3.15 muestra diferencias
significativas en comparacion con el control y el control vehiculo (p<0.05 test ANOVA). Por
otro lado vemos que no hay diferencias significativas entre el control positivo y control

vehiculo.
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Control GB

TC3.6 (20ul)

S14 (20ul)

6.2.2 Inhibidores de PDEY

De entre todos los farmacos inhibidores de PDE7 que utilizamos los que parecen tener una
tendencia a reducir el nimero de células gliales son TC3.6 y S14. Por otro lado, TC3.6 parece
tener un cierto potencial en la reduccion del tamafio de la membrana glial. A continuacion
mostramos imagenes representativas de la condicion control y los compuestos TC3.6 y S14:

Repo (glia) RFP (membrana glial) DAPI
C

Figura 12: Efectos en el desarrollo del GB tras la aplicacion del farmaco TC3.6 (20ul) y

S14 (20pul). Imagenes comparativas de microscopia confocal de un cerebro control con un GB
desarrollado (A-D) y otros con un GB y tratamiento con dos compuestos: TC3.6 (E-H) y S14 (I-
L). En verde encontramos las células gliales (Repo), en rojo la membrana de la glia o red glial

(RFP) y en azul los nucleos celulares marcados con DAPI.

En la figura 11 podemos observar la comparacion de un cerebro GB control con dos compuestos
inhibidores de PDE. En este caso no se aprecia una reduccion del tamafio del tumor (imagenes
A-D, E-H y I-L), aunque el marcaje de las células de la glia es menor en los cerebros con

compuestos (imagenes Fy J).
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6.2.3 Inhibidores de GSK3

Del resto de farmacos que inhibien a GSK3 los que parece que pueden tener algun papel en la reduccion
de las células gliales son TDZD8 y VP0.7. Ambos, juntamente con VP2.51, parece que puedan tener

alguna relacion con la reduccion del volumen de la membrana glial. A continuacion mostramos imagenes

representativas de la condicion control y los compuestos TDZD8 y VPO.7:

Control GB

TDZDS (5ul)

VPO0.7 (Sul)

Repo (glia) RFP (membrana glial)

Figura 13: Efectos en el desarrollo del GB tras la aplicacién del farmaco TDZD8 (5ul) Y
VVPO0.7 (5ul). Imégenes comparativas de microscopia confocal de un cerebro control con un GB
desarrollado (A-D) y otros con un GB y tratamiento con dos compuestos: TDZD8 (E-H) y
VPO0.7 (I-L). En verde encontramos las células gliales (Repo), en rojo la membrana de la glia o

red glial (RFP) y en azul los ndcleos celulares marcados con DAPI.

Los cerebros que observamos en la figura 13 muestran diferencias en cuanto al tamafio entre los
GB tratados (imagenes E-H y I-L) y los controles (imagenes A-D). En el compuesto TDZD8
(imagen F) hay un menor marcaje celular de la glia que en el control (imagen B), aunque no

muestra diferencias significativas.
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6.3 Reevaluacion de las concentraciones de los compuestos

En la segunda réplica del experimento se utilizaron concentraciones de 5, 20 y 35ul de los
compuestos. Se observé que las Ultimas seguian siendo demasiado altas produciéndose retrasos
considerables en el crecimiento de las larvas y final no llegaban a término. Se establecio 20l
como el umbral maximo de concentracion que se podia administrar en la papilla sin llegar a ser

letal.

Las pruebas finales de los farmacos que parecia que tenian tendencias positivas en la inhibicion
del desarrollo del tumor se hicieron entonces exclusivamente en las concentraciones de 5 y 20ul
(en funcion de los resultados).
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7. DISCUSION

En este trabajo se ha analizado en un modelo de Drosophila el efecto de compuestos inhibidores
de las vias de PDE y GSK3 relacionadas con el desarrollo del GB. Los resultados sugieren que
hay una tendencia a la reduccidn del crecimiento del GB, tanto del nimero de células tumorales

como en el volumen del tumor, tras el tratamiento con algunos de los compuestos.

El GB es el tumor cerebral primario mas agresivo del sistema nervioso y presenta recidivas de
forma casi inevitable en todos los pacientes que lo sufren a pesar de los tratamientos actuales
(Campos et al., 2016). Dentro de la rama de la oncologia es uno de los tumores malignos méas
dificiles de tratar y aunque se ha avanzado mucho en su conocimiento, los tratamientos actuales

no ofrecen buenos resultados (Alexander et al., 2017).

Actualmente, a los pacientes con GB, se les realiza una reseccion quirdrgica del tumor, seguida
de radioterapia y tratamiento de quimioterapia con Temozolomida (TMZ) y un adyuvante de
TMZ. Se realizaron estudios para comprobar si era necesario realizar terapias diferentes en
funcion de la edad de los pacientes que desarrollan el GB. Se observéd que la radioterapia en
conjunto con el tratamiento de TMZ incrementaba la esperanza de vida independientemente de
la edad del paciente. Para los tumores recurrentes se utiliza Bevacizumab como farmaco de

eleccion (Alexander et al., 2017).

Se han realizado estudios muy diversos probando terapias para tratar el GB. Algunos de ellos se
basan en modificaciones en células madre para estimular la liberacion de proteinas
antriproliferativas y proapoptoticas, enzimas de conversion a drogas tdxicas, antiangiogénicos,
factores pro y anti-inflamatorios, etc. (Abadi et al., 2021). Otras investigaciones han estudiado
la posibilidad de aplicar terapia luminica a través de agentes fotosensibilizadores dirigidos a las
células tumorales (Vasilev et al., 2020). También ha sido extenso el estudio del desarrollo de
inmunoterapias para el GB, aunque los resultados obtenidos han sido poco prometedores
(Medikonda et al., 2021).

Otro enfoque de investigacion relevante en la actualidad es el estudio de compuestos que
interfieran con la actividad aberrante de determinadas moléculas que se encuentran alteradas en
el GB. Se ha focalizado este estudio en la detencidn de la angiogénesis, modificaciones en el
metabolismo aberrante, desregulaciones epigenéticas, funcionamiento inmune aberrante, etc.
(Zhou et al., 2020). Como ya se ha comentado en la introduccién, son muchas las alteraciones
genéticas y moleculares que encontramos en pacientes con GB. Las més destacables son
aquellas relacionadas con IDH, TP53, MGMT, PI3K y EGFR.

44



En relacion a estas vias mencionadas, PDE y GSK3 son dos componentes que forman parte de
las mismas y se relacionan con el desarrollo tumoral del GB. La sobreexpresion de PDE
(PDE7) implica un aumento en el desarrollo del tumor ya que comporta una reduccion de los
niveles de AMPc, que interviene en la inhibicion del crecimiento celular. La via de PI3K
participa en el control del metabolismo de glucosa y éste metabolismo se encuentra alterado en
las células tumorales (Hoxhaj y Manning, 2020). Del mismo modo el AMPc es un componente
en la regulacion del metabolismo celular (Ravnskjaer et al., 2015). Es posible que la alteracion
de la via de PI3K afecte al metabolismo, alterando de este modo el funcionamiento del AMPc.

Es necesario indagar mas en la investigacién de este supuesto para poder afianzarlo.

Por otro lado, los niveles de GSK3p se encuentran aumentados en pacientes con GB. La
fosforilacion de esta proteina produce efectos pro-tumorales a través de la modulacion de -
catenina, NF-kB y ¢-MYC, relacionados principalmente con proliferacion y supervivencia
celular. La modulacion de GSK3 viene dada por la via de PI3K, a través de la proteina quinasa
Akt.

Estas caracteristicas convierten a PDE7 y GSK3 en posibles dianas para el tratamiento de GBs.
Estudios previos realizados sobre estas mismas dianas muestran resultados prometedores en
modelos de cultivo y xenograft, aunque presentan dificultades en su efectividad en los ensayos

clinicos.

Estudios sobre compuestos inhibidores de PDE encontraron aumentos en los niveles de AMPc y

estos niveles correlacionaban positivamente con una inhibicion del crecimiento celular in vitro
(Safitri et al., 2020). De un modo parecido, en este trabajo se ha observado una clara tendencia a
la reduccion del namero de células gliales, asi como del volumen de la membrana glial tras la
aplicacion del compuesto TC3.6 (inhibidor de PDE) in vivo. Si bien es cierto que no se
encontraron diferencias significativas, seria interesante repetir el procedimiento con una n

mayor.

Los compuestos utilizados en este trabajo que eran inhibidores exclusivamente de PDE, TC3.6 y
S14, se han probado en modelos murinos y cultivos celulares de otras enfermedades como
esclerosis maltiple, encefalitis autoinmune, diferenciacion y supervivencia de precursores de

oligodendrocitos, lesiones médula espinal y alzhéimer pero no en GB.

En cuanto a los compuestos que inhiben la acciéon de GSK3(, se han probado diferentes

farmacos que inhiben la fosforilacion y activacion de Akt (un efector de la via de GSK3p),
observando resultados prometedores en la inhibicién del desarrollo del GB en cultivos celulares
pero con pobres resultados en modelos de xenograft (Atkins et al., 2021; Henke et al. 2012; Qin
etal., 2013).
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En otros articulos se ha hecho uso del compuesto Tideglusib para comprobar si tenia efectos
sobre el crecimiento del tumor. Zhou et al. (2016) encontraron reducciones en el tamafio del
tumor in vitro. En modelos de xenograft en raton con GB encontraron también una disminucion
significativa del volumen del tumor en comparacion con los controles (Zhou et al, 2016). En
contraste, en este trabajo los valores obtenidos en el contaje celular y volumétrico en este
compuesto no muestran diferencias significativas ni tendencias a la disminucién en

comparacion con los controles vehiculo.

En la misma linea que los resultados de este trabajo, donde TDZD8 muestra tendencias a la
reduccion del namero de células de glia y volumen de la matriz glial, otros estudios encontraron
reducciones en la proliferacion y aumentos en la apoptosis en células in vitro, asi como un
retraso en el crecimiento in vivo y un aumento de la supervivencia del animal (Aguilar et al.,
2010).

Otros compuestos inhibidores de GSK3 probados en este trabajo (VP2.51 y VP0.7) han sido
utilizados en otras enfermedades como depresion, enfermedad de la motoneurona o encefalitis

autoinmune pero no han sido probados para el tratamiento del GB.

En cuanto a los compuestos de inhibicién dual de PDE y GSK3 (VP3.15, VP1.14, VP1.15 y
AGF2.20) se han probado en otras enfermedades como, esclerosis mdltiple, encefalitis

autoinmune, enfermedades de la retina, dafio hipocampal, psicosis, lesion medular,

diferenciacidn, etc.

De forma general, de entre todos los compuestos utilizados en este trabajo, los que tienen un
mayor efecto en la reduccion del nimero de células gliales y de volumen de la red glial son los
inhibidores de GSK3. Aunque el compuesto inhibidor de PDE TC3.6 que muestra una cierta
eficacia, ésta parece ser menor que la observada en los compuestos inhibidores de GSK3 a

concentraciones equivalentes.

Por ltimo, investigaciones recientes remarcan las diferencias en las mutaciones genéticas,
perfil de expresion genética, microambiente, etc. entre las células que conforman el ndcleo del
tumor y las que estdn en la periferia. La recurrencia de estos tumores se desarrolla a partir de
células tumorales que se encuentran en esta periferia (Campos et al., 2016). Seria interesante
abordar terapias que ademas de atacar al tumor primario se puedan focalizar también en tratar al

tumor que reaparece.

7.1 Limitaciones

Durante el desarrollo de los experimentos presentados se encontraron una serie de limitaciones

y probleméaticas que presentaremos a continuacion. En primer lugar, para este trabajo se
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realizaron dos réplicas, cuyos resultados resultaron ser algo dispares. En la primera réplica los
valores de los contajes del nimero de células gliales, asi como del volumen de la membrana
glial, no mostraban ninguna tendencia de cambio en comparacion con los controles. Estas
diferencias probablemente se dieron debido a la metodologia utilizada para la administracién del
compuesto en la papilla. Inicialmente se afiadi6 el farmaco en primer lugar y después la papilla
paralelamente en todos los tubos. Probablemente, sobre todo en las concentraciones menores, el
farmaco se secO parcialmente en el fondo del tubo mientras no se afadia la papilla. En la
segunda réplica se afiadié primero la papilla y posteriormente el farmaco; ademas se realizo

cada mezcla secuencialmente en cada compuesto y concentracion.

En segundo lugar, en ciertos grupos control se encontraron larvas que desarrollaron gliomas con
un menor numero de células y un volumen mas reducido que algunos cerebros con GB y
tratamiento. Por ese motivo, para poder validar los experimentos, se utiliza un nimero elevado

de controles a lo largo del trabajo.

Otra de las limitaciones son las n de los grupos. Debido a la temporalidad concreta que se aplica
en la metodologia para el desarrollo de las larvas, y los posibles efectos de algunos compuestos
sobre la velocidad del desarrollo embrionario, encontramos grupos experimentales en los que
las larvas ya habian pupado, mientras que en otros todavia no habian alcanzado el estadio IlI.
Para solucionar este problema, propongo usar ventanas temporales mas amplias y hacer un
seguimiento individualizado de cada muestra experimental. Ademas, en algunos compuestos
(TDZD8 y AGF2.20 en la cantidad de 20ul) no llegaron a desarrollarse larvas de estadio III.
Sabemos que en aquellas pruebas realizadas con cantidades de DMSO mayores a 20pl parecia
producirse un retraso en el desarrollo de las larvas, pero desconocemos si en el caso de estos

compuestos este retraso se producia por el farmaco en si.

Del mismo modo, una de las muestras obtenidas de un compuesto se perdié en el proceso de
obtencion de imagenes de la misma. Actualmente se estd realizando una réplica de este
compuesto (AGF2.20), asi como de algunos de los otros que muestran tendencias a la reduccion
del GB.

Finalmente, es necesario remarcar las diferencias que encontramos en los contajes realizados en
las larvas control de los dos grupos de farmacos. Los analisis se realizaron en dos grupos con la
mitad de farmacos en cada uno para facilitar el trabajo debido a la gran cantidad de muestras y
condiciones de cada uno de ellos. Durante el anlisis se observé que el contaje celular en los
cerebros de larvas control era diferente entre los dos grupos. Estos resultados son relativos a los
controles por lo que, en cada grupo experimental se incluyeron los controles correspondientes.
Hay factores como la humedad relativa, pequefios cambios en la temperatura, pequefios cambios

en la alimentacion y posiblemente, factores desconocidos, que puede afectar a los resultados
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obtenidos. Por este motivo, es especialmente importante incluir los correspondientes controles
en cada experimento. En este caso se podria realizar un ensayo con todos los compuestos y un
solo grupo control con una n grande para evitar disparidades entre los grupos control de los

diferentes farmacos.

7.2 Perspectivas futuras

Como posible continuacion a este trabajo se propone una profundizacion en el estudio de los

compuestos y realizar ensayos de los mismos en diferentes modelos.

Para empezar, seria interesante probar modificaciones de estos compuestos en su estructura
quimica, ya se al azar o de forma dirigida. De este modo se valora de nuevo su eficacia para el
tratamiento del GB.

Otro de los puntos importantes a desarrollar en el futuro es comprobar si el efecto que producen
estos compuestos es a través de la inhibicién de las dianas propuestas (PDE y GSK3). En el
caso de las PDE, una opcion para comprobar la inhibicion de PDE seria analizar los balances de
AMPc en cerebros con GB y cerebros con GB y tratamiento. Esto se podria realizar con un kit
de analisis de AMPc (cCAMP, Biotrak " EIA System). Para evaluar la inhibicion de GSK3, se
podrian comprobar los niveles de GSK3pB fosforilados y no fosforilados con anticuerpos
especificos. También existe la opcién de utilizar anticuerpos para determinadas dianas de
GSK3pB como Gas (subunidad alfa de Gs), NF-kB o c-MYC. Finalmente, se podria comprobar a
través del uso de RNAI especifico de cada uno de los genes de interés para validar si el

silenciamiento de dichos genes frena el desarrollo del tumor.

También es importante probar la supervivencia en adultos de Drosophila. En este trabajo se
realizaron algunos ensayos parciales para comprobar la supervivencia en adultos de Drosophila
y comprobar si la reduccion en el nimero de células gliales o el volumen de la red glial
correlaciona con la supervivencia. Las primeras instancias de estos experimentos muestran una
mayor supervivencia en aquellos compuestos que se relacionan con la inhibicion de PDEs
(VP3.15, VP1.14, VP1.15, TC3.6), aunque destacd también un compuesto inhibidor de GSK3
(VP2.51). Curiosamente, algunos de los compuestos en los que se observaba supervivencia eran
aquellos en los que no habia cambios significativos a nivel celular o de red glial. Esto propone
la posibilidad de que haya diversos factores mas alla del namero de células o el tamafio del
tumor que intervengan en la supervivencia del paciente. En esa misma linea, en nuestro
laboratorié se public6 un articulo en el que se indagaba en la importancia de la comunicacion
entre las células tumorales del GB y las neuronas. Observaron que las células del GB
“vampirizaban” (deplecionan) WNT de las neuronas, produciendo neurodegeneracion (Portela
etal., 2019).
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Una vez comprobado si se producen efectos de inhibicion en el desarrollo del tumor, se deberian
realizar estudios que nos sirvan para determinar si estos compuestos tendrian la misma
efectividad en células humanas. El siguiente paso seria probar estos compuestos en cultivos
celulares humanos de GB. Algunos de los compuestos probados ya se han testado in vitro, pero
muchos de los que aparecen en este trabajo se han utilizado Unicamente para probar sus efectos
en enfermedades distintas al GB.

Finalmente, si los compuestos muestran eficacia en cultivos celulares, seria necesario estudiar
estas mismas células de GB humano en un modelo que permita la interaccion de estas células
con el entorno. EI modelo que nos permite observar el desarrollo de células de GB en animales
es el xenograft. En este laboratorio se realizaron ya pruebas con este modelo para determinar el
papel del gen kish y del compuesto Brefeldina-A en la modulacion del reciclaje vesicular de
EGFR (Portela et al., 2018).

Siendo éste el objetivo final, en caso de que alguno de los compuestos muestre resultados
significativos a lo largo de todo el proceso, se procederia a realizar un ensayo clinico del
farmaco. Es de especial importancia remarcar que el funcionamiento de los compuestos no se
daré de la misma manera en todos los GB. Las diferentes mutaciones producidas en los genes
afectados determinan el nivel de efectividad de estos fa&rmacos en cada uno de los pacientes.
Aquellos que tienen un mejor prondstico son los que tienen mutaciones en IDH. Por otro lado,
investigaciones previas realizadas en el laboratorio (Portela et al., 2018), mostraron que el
efecto del compuesto Brefeldina-A en la regulacién del trafico vesicular y prevencion del
crecimiento del GB se restringia a GB  “p53-wild-fype” y no en modelos de GB con p53

mutado.
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8. CONCLUSIONES

O

Drosophila es un modelo con un gran potencial para el estudio de procesos
bioldgicos.

El modelo de Drosophila es adecuado para el estudio del desarrollo de
enfermedades en humanos, asi como la blsqueda sistematica de compuestos

para su tratamiento.

PDE y GSK3 son potenciales dianas terapéuticas contra el GB a través de su

inhibicion.

Los inhibidores de PDE muestran una eficacia modesta en la inhibicion del

desarrollo de GB.

Los inhibidores de GSK3 muestran una eficacia razonable en la inhibicion del

desarrollo de GB.

Los inhibidores duales de GSK3 y PDE muestran una eficacia mayor en la
inhibicion del desarrollo de GB.

Los compuestos VP3.15, TC3.6, TDZD8 VP2.51 y VP0.7 son de especial

interés y muestran un mayor potencial terapéutico en GB.
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