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“Of course, now that we know the answer, it seems so completely obvious that no-one
nowadays remembers just how puzzling the problem seemed then”

(Por supuesto, ahora que conocemos la respuesta, parece tan obvio que nadie en estos
dias recuerda qué complicado parecia el problema entonces)

Francis Crick.
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Glosario de abreviaturas y acronimos

A
Aa: Aminoacido
ADN: Acido desoxirribonucleico
AKkt: Protein quinasa B
APS: Persulfato amonico (Ammonium PerSulfate)
ARN: Acido ribonucleico
ATCC: Coleccion Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture Collection)
ATM: Ataxia telangiectasia mutada
ATP: Adenosin trifosfato (Adenosine TriPhosphate)
ATR: Quinasa de la ataxia telangiectasia y Rad3 relacionados (4TM-Related kinase)

B
Bax: Proteina X asociada a Bcl-2 (Bcl-2-Associated X protein)
BCA: Acido bicinconinico (BiCinchoninic Acid)

C
CARD: Dominio de reclutamiento de caspasa (CAspase Recruitment Domain)
CAT: Catalasa
CDK: Quinasa dependiente de ciclina (Cyclin-Dependant protein Kinase)
Chk1: Quinasa del punto de control 1 (Checkpoint Kinase 1)
Chk2: Quinasa del punto de control 2 (Checkpoint Kinase 2)

Cip/Kip: Proteinas de interaccion con CDKs/ proteinas inhibidoras de kinasas (Cdk
Interacting Protein/Kinase Inhibitory Protein)

CKI: Inhibidor de CDK (Cyclin-dependant protein Kinases Inhibitor)

DD: Dominio de muerte (Death Domain)
DED: Dominio efector de muerte (Death Effector Domain)

DIOs: lodotironinas deiodinasas



DISC: Complejo de sefializacion de induccion de muerte (Death Inducing Signaling
Complex)

DKFZ: Centro de investigacion aleman  de cancer (Deutsches
KrebsForschungsZentrum)

DPDS: Difenildiseleniuro
DTT: Ditiotreitol

Egr-1: Respuesta rapida de crecimiento (Early growth response 1)

ERK1/2: Quinasa regulada por sefiales extracelulares (Extracelullar-Regulated Kinase
1/2)

F

FADD: Dominio de muerte asociado a Fas (Fas-Associated protein with a Death
Domain)

G
Gag: Antigeno grupo especifico (Group-specific antigen)

GNRH: Hormona liberadora de la hormona gonadotropina (Gonadotropin-Releasing
Hormone)

GPxs: Glutation peroxidasas
GSH: Glutation reducido

GST: Glutation-S-transferasa

HDAC: Histona desacetilasa

HER2: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (Human Epidermal
growth factor Receptor-type2)

IL-2: Interleucina-2



Mdm2: Gen murino doble minuto (Murine double minute 2)
MeSeH: Metilselenol

mTOR: Diana de rapamicina en células de mamifero (mammalian Target Of
Rapamycin)

MeSeA: Acido metilseleninico (MethylSeleninic Acid)

MeSeCys: Se-metilselenocisteina

N
NAD+: Nicotinamida adenina dinucleo6tido

NPCT: Ensayo nutricional de prevencion de cancer (Nutritional Prevention of Cancer
Trial)

(0)
OMS: Organizacion Mundial de la Salud (WHO en sus siglas en inglés)

PARP: Poli(ADP-ribosa) polimerasa

Pp-XSC: 1,4-fenilenbis(metilen)selenocianuro

R
ROS: Especies reactivas del oxigeno (Radical Oxygen Species)

SAM: S-adenosilmetionina
Se: Selenio

SELECT: Estudio de quimioprevencion con Se y vitamina E (Se and Vitamin E
Chemoprevention Trial)

SEOM: Sociedad Espafola de Oncologia Médica
SeCys: Selenocisteina

SeMet: Selenometionina

SePP1: Selenoproteina P

SPS1: Selenoproteina S

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida



SOD: Superoxido dismutasa

T
TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta (Transforming Growth Factor beta)
TNF: Factores de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor)

TRAIL: Ligando de apoptosis inducida por el receptor de TNF (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand)

TrxR: Tioredoxin reductasas

\%
Vav2: Segundo miembro de la familia de oncogenes VAV

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular endothelial growth factor)
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Introduccion

1. El cancer

Se denomina cancer a un conjunto de mas de 200 enfermedades diferentes,
caracterizadas todas ellas por la alteracion morfolégica y funcional de las c€lulas de un
tejido, seguida de la proliferacion descontrolada de las mismas que invaden, desplazan y
destruyen, localmente y a distancia, otros tejidos sanos del organismo. Si esta extension
no se controla puede llevar a la muerte.

El céncer es una enfermedad genética. Se produce por cambios en genes
especificos, siendo necesario que una célula acumule un gran ntimero de alteraciones
genéticas para convertirse en cancerosa (Ashworth A, 2013; Kandoth C, 2013). Este
proceso es muy improbable en células normales, ocurre de 1 a 3 veces por cada 10"
células. El gran catalogo de genotipos de cé€lulas cancerosas es una manifestacion de
alteraciones en la fisiologia celular que, en conjunto, dictan el crecimiento maligno.
Revisiones bibliograficas, ampliamente aceptadas, (Hanahan D, 2000; Hanahan D,
2011) han descrito diez alteraciones comunes a todas las c€lulas cancerigenas (Figura

1):
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Figura 1: Capacidades adquiridas del cancer (Hanahan D, 2011).
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Desregulacion de la energética celular

La descripcion de estas capacidades adquiridas y los avances en el conocimiento
de la carcinogénesis a nivel celular posibilitan la basqueda de dianas especificas para
desarrollar nuevas terapias dirigidas (Ladomeri M, 2013).

1.1. Incidencia del cancer

La importancia del cancer ha aumentado en el tltimo siglo como consecuencia del
descenso de las muertes por enfermedades infecciosas y del aumento de la esperanza de
vida, ya que la edad es uno de los principales factores de riesgo. En la mayor parte de
los paises desarrollados el céncer es la segunda causa de mortalidad, superado
unicamente por las enfermedades cardiovasculares (Lozano R, 2012), y los datos
epidemioldgicos muestran el comienzo de esta tendencia en el mundo menos
desarrollado, en particular en los paises «en transicion» y paises de ingresos medianos
(Farmer P, 2010). Mas del 60% de los casos de cancer se registran ya en Africa, Asia 'y
Centro y Sudamérica, asi como el 70% de las muertes asociadas al cancer (Bray F,
2012; Vineis P, 2014).

Mama
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Leucemia

Rifion M Incidencia

Pancreas M Mortalidad

0 10 20 30 40 50
ASR (W) por 100.000

Griéfica 1: Estimacion de la incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer en 2012. (Adaptado de
GLOBOCAN 2012).

El informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio 2012
contabiliza 32,6 millones de enfermos de cancer, 8,2 millones de muertes debidas a esta
enfermedad y el diagnostico de 14,1 millones de nuevos casos, estimando el aumento de
esta cifra hasta los 22 millones en las proximas dos décadas. Los tipos de cancer mas
frecuentes son el de mama y el de prostata y el de mayor mortalidad el cancer de
pulmoén (Grafica 1) (http://www.who.int/en/). Se prevé un aumento de la mortalidad
debida a cancer de pulmoén hasta 2030, a menos que se intensifiquen de forma notable
las actividades de control mundial del tabaquismo.
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La incidencia global de cancer en Espafia en 2012 fue de 215.534 casos, y la
mortalidad se cifré en 102.762 casos, de los cuales 2/3 de los casos y 3/4 de las muertes
corresponden a pacientes mayores de 65 anos. La prevision de incidencia de cancer en
el ano 2015 es de 227.076 casos. El tipo mas frecuente de cancer en Espana es el cancer
colorrectal, seguido de los de prostata, pulmon, mama y vejiga (Figura 2). En cuanto a
sexos, el cancer con mayor prevalencia en hombres es el de prostata y el de mama en las
mujeres. Sin embargo, como sucede a nivel mundial, es el cancer de pulmon el que
produce un mayor numero de defunciones (http://www.seom.org/).
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Figura 2: Incidencia, Mortalidad y Prevalencia a 5 afios en Espaiia en 2012 en los tumores mas frecuentes (Imagen
adaptada de SEOM).

A pesar de que tanto el nimero de nuevos casos de cancer como el nimero
absoluto de muertes se incrementan, por al aumento y envejecimiento de la poblacion;
las tasas de mortalidad global disminuyen debido, sin duda, a los diagndsticos cada vez
mas precoces y al mejor resultado de los tratamientos.

1.2. Factores causales del cancer

La aparicion de cancer se ha asociado a varios factores de riesgo comunes,
genéticos propios de cada persona o por la exposicion a agentes externos conocidos
como carcindgenos.
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La exposicion a carcindgenos quimicos, por ejemplo a amianto en el entorno
laboral o en el medio ambiente, a carcinégenos fisicos, radiacion (por ejemplo
ultravioleta o ionizante) y/o a carcindgenos biolodgicos, como las infecciones causadas
por determinados virus, bacterias o parasitos, por ejemplo hepatitis B o infeccion por
virus del papiloma humano (zur Hausen H, 2009), hacen que sea posible la union de las
mutaciones necesarias en una célula para que ésta se vuelva cancerigena. La
probabilidad de desarrollar cancer aumenta exponencialmente con la edad, siendo éste
otro factor de riesgo importante. Se debe a que al envejecer se pueden acumular mas
factores de riesgo y que los mecanismos de reparacion celular van perdiendo su
eficacia.

Cabe destacar que el 30% de las muertes debidas al cancer son consecuencia
directa de habitos de vida no saludables, por consiguiente evitables (Vineis P, 2014):

- Consumo de tabaco

Es el factor de riesgo mas importante, el 20% de todas las muertes por cancer son
debidas al tabaquismo, subiendo este porcentaje al 70% en el caso del cancer de pulmon
(http://www.who.int/en/). Causa 1,8 millones de defunciones anuales de las cuales el
60% se registran en paises de ingresos bajos y medianos (Vineis P, 2014).

- Exceso de peso, obesidad o inactividad fisica

Un ritmo de vida sedentario, con déficit de actividad fisica (Friedenreich CM, 2010;
Clague J, 2012), un alto indice de masa corporal y la baja ingesta de frutas y vegetales
(Boeing H, 2012) en conjunto provocan 274.000 defunciones anuales por cancer
(Friedenreich CM, 2010).

- Consumo nocivo de alcohol

351.000 defunciones anuales por céancer se relacionan directamente a este habito
(Moodie R, 2013).

-Infeccion por virus del papiloma humano

Trasmitido por via sexual, causa 235.000 defunciones anuales por cancer (Crosbie EJ,
2013).

- Exposicion a agentes carcindgenos en el entorno laboral

Se atribuyen al menos 152.000 defunciones anuales por cancer a esta exposicion
(http://www.who.int/en/).

1.3. Tratamiento del cancer

En la actualidad todavia no se dispone de tratamientos totalmente selectivos y
eficaces contra el cancer, aunque poco a poco, y gracias a los grandes avances que se
estan realizando en este campo, se espera que esto cambie en los proximos afos.
Actualmente, el cancer se trata con cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia
hormonal, terapia bioldgica, inmunoterapia y terapia dirigida, siendo los tres primeros



Introduccion

los més habituales.

1.3.1. Cirugia

La cirugia es el método elegido para eliminar los tumores pequefios y localizados
en un lugar concreto. Para alcanzar alta eficacia se precisa extirpar parte del tejido que
rodea el tumor, con el fin de asegurar que todas las células cancerosas han sido
eliminadas. Si el cancer se ha extendido a otras zonas, a través de la sangre o de la linfa,
habra que realizar otros tratamientos, bien sean afiadidos a la cirugia o Gnicos y distintos
a ella.

1.3.2. Radioterapia

La radioterapia utiliza rayos X de alta potencia o semillas radiactivas para destruir
las células cancerigenas. Especificamente, la radioterapia dafia el ADN de las células
cancerosas impidiendo que dichas células crezcan y se dividan. No tiene selectividad
por lo que células sanas del entorno radiado también pueden resultar destruidas en este
proceso, produciendo efectos secundarios.

La radioterapia puede emplearse como tratamiento Unico en aquellos casos en que
los tumores sean especialmente sensibles a la radiacion y no haya sefiales de que se
haya extendido hacia ningtn otro lugar. A menudo se combina con la cirugia, anterior a
¢ésta, para reducir el tamafio de un tumor al maximo posible y facilitar su extirpacion, o
tras la intervencion para prevenir la reaparicion del cancer.

El tratamiento conjunto de radioterapia y quimioterapia se practica también con
frecuencia. El empleo de quimioterapia, antes de la radioterapia, hace a las células
cancerosas mas sensibles a la radiacion. Se puede usar la radioterapia después de la
quimioterapia, con el fin de asegurar la eliminacion de todas las células cancerosas.

1.3.3. Quimioterapia

La quimioterapia utiliza fArmacos, conocidos como agentes quimioterapicos, para
el tratamiento del cancer. Debido a que los medicamentos se distribuyen a través del
torrente sanguineo a todo el cuerpo, la quimioterapia se considera un tratamiento
sistémico (http://www.cancer.org/). El objetivo de la quimioterapia es la destruccion de
las células que componen el tumor, aunque en la mayoria de las ocasiones se ven
afectadas a su vez células sanas (http://www.nlm.nih.gov/). A continuacién se presentan
los principales tipos de quimioterapicos segin su mecanismo de accion.

1.3.3.1. Agentes alquilantes

Estos agentes forman enlaces covalentes entre sus grupos alquilo y diversas
moléculas nucleodfilas presentes en la célula, como las bases del ADN, originando
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puentes de unidn intercatenarios o intracatenarios y bloqueando con ello la replicacion
del ADN, la transcripcion del ARN, la mitosis y la sintesis de proteinas (Lorenzo P,
2012). Actian durante todo el ciclo celular, afectando en mayor medida a las células en
rapida division. Debido al deterioro del ADN, largos tratamientos con este tipo de
quimioterdpicos pueden causar dafios en la médula 6sea que puede degenerar en
leucemia. Los agentes alquilantes se dividen segun su naturaleza quimica (Figura 3).
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Figura 3: Ejemplo de agentes alquilantes. (A) Mostazas nitrogenadas. (B) Nitrosoureas. (C) Triazinas. (D)
Etileniminas. (E) Compuestos con platino.

1.3.3.2. Antimetabolitos

Estos compuestos se asemejan a los componentes celulares necesarios para la
sintesis del ADN. La maquinaria celular no es capaz de distinguirlos de sus andlogos
biologicos y los incorpora al mecanismo celular, lo que finalmente lleva a la célula a no
poder dividirse. En este grupo se encuentran andlogos de las purinas, como la
Mercaptopurina o la Tioguanina; analogos de las pirimidinas, Citarabina, Gemcitabina,
el 5-Fluorouracilo, la Floxuridina o la Capecitabina; el analogo de la adenosina,
Fludarabina o anélogos del 4cido félico como el Metotrexato o el Pemetrexed (Figura
4).
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Figura 5: Ejemplos de antibidticos contra el cancer. (A) Antraciclinas. (B) Otros tipos de antibidticos.

Entre los antibidticos empleados como antineoplasicos destacan las antraciclinas
(Figura 5A), empleadas en diversos tipos de cancer, como leucemias, mama, pulmon,
mieloma, neuroblastoma, etc. Se han descrito numerosos mecanismos para explicar su
accion anticancerosa, destacando su capacidad para intercalarse entre los pares de bases
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adyacentes de ADN, para inhibir la topoisomerasa II o producir alteraciones en la
replicacion y transcripcion proteica, pudiendo originar, ademas, radicales libres en el
interior celular por reduccion de sus grupos quinona. Cabe mencionar a su vez la
Actinomicina D que, intercalandose entre las hebras del ADN, impide su correcta
replicacion y altera la sintesis de ARN, y la Mitomicina C que actia como agente
alquilante (Figura 5B) (Lorenzo P, 2012).

1.3.3.4. Inhibidores de la topoisomerasa
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Figura 6: Farmacos inhibidores de la topoisomerasa (A) Inhibidores de la topoisomerasa 1. (B) Inhibidores de la
topoisomerasa I1.

Las topoisomerasas son enzimas nucleares que controlan, mantienen y modifican
las estructuras y la topologia del ADN durante los procesos de replicacion y traslacion
del material genético (Florez J, 2008). Los antineoplasicos que dirigen su accion a esta
diana terapéutica se dividen en dos grupos, en funcion del tipo de topoisomerasa que
inhiben, la I o la II. Los inhibidores de la topoisomerasa I estabilizan el complejo que se
forma entre la enzima y la hebra del ADN, lo que provoca la escision de las cadenas de
ADN vy la muerte celular. En la Figura 6A, se muestran ejemplos de inhibidores de la
topoisomerasa I; la Camptotecina, extracto activo de la planta Camptotheca
accuminata, y analogos sintéticos de €ésta con mayor actividad y menor toxicidad. Los
inhibidores de la topoisomerasa Il (Figura 6B) provocan la ruptura de la cadena de
ADN; el Etoposido y el Tenipdsido forman un complejo covalente con la enzima y la
Mitoxantrona estabiliza el complejo ADN- topoisomerasa II.
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1.3.3.5. Inhibidores de la mitosis

Actian durante la metafase de la mitosis alterando la polimerizacion de la
tubulina, necesaria para la formacion del huso mitotico. Los derivados de la Vinca, la
Vincristina y la Vinblastina, inhiben esta polimerizacidon; mientras que los taxoles, el
Paclitaxel y el Docetaxel, impiden la despolimerizacion de los microtiibulos, originando
enlaces estables que carecen de la flexibilidad necesaria para su funcionalidad (Florez J,
2008).
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Figura 7: Ejemplos de farmacos que inhiben la mitosis

1.3.3.6. Corticoesteroides
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Figura 8: Ejemplos de corticoesteroides empleados como antineoplasicos

Los corticoesteroides son analogos de las hormonas que producen las glandulas
para combatir el estrés relacionado con enfermedades y traumatismos. Reducen la
inflamacion y a la vez afectan al sistema inmunoldgico. Son utiles en el tratamiento de
algunos tipos de cancer (linfoma, leucemias y mieloma multiple), asi como de otras
enfermedades.
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1.3.4. Terapia dirigida

Técnicamente, los tratamientos catalogados en este grupo son quimioterapicos,
pero incorporan una ventaja terapéutica importante: son capaces de atacar en mayor
medida a las células cancerosas. Se consideran el futuro de la quimioterapia ya que, a la
vez que avanza el conocimiento de los mecanismos y sefiales moleculares alterados en
las células malignas, se pueden desarrollar moléculas dirigidas a estas dianas, presentes
en menor grado, o incluso no presentes, en las células no tumorales. La mayoria de
estos medicamentos son inhibidores de la tirosin quinasa.

Tl

Imatinib Sunitinib Bortezomib

(&

Figura 9: Ejemplos de terapias dirigidas

Imatinib es una de las primeras terapias dirigidas, utilizada en céncer de estroma
gastrointestinal (Demetri GD, 2002) y en algunas leucemias (Druker BJ, 2001). Es un
inhibidor de la tirosin quinasa y actlia sobre proteinas o enzimas anormales presentes en
las células cancerosas que promueven el crecimiento descontrolado (Druker BJ, 2001).

Sunitinib es un inhibidor de quinasas que actua inhibiendo el receptor del factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (Mendel DB, 2003), inhibe la angiogénesis
y la tirosin quinasa, consiguiendo con ello frenar el crecimiento tumoral e impedir que
pueda diseminarse al limitar la formacioén de vasos sanguineos por parte del tumor. Se
emplea en clinica en cancer de rifion (Motzer RJ, 2006; Polyzos A, 2008) y estroma
gastrointestinal (Demetri GD, 2006).

Bortezomib inhibe el proteosoma impidiendo asi la destruccion de proteinas que
ya no son utiles para la célula y llevandola con ello a la muerte. Se emplea en mieloma
multiple que no responde a otros tratamientos (Hideshima T, 2001).

1.3.5. Agentes de diferenciacion

La terapia de diferenciacion tiene como objetivo forzar a las células cancerosas a
terminar el proceso de maduracion hacia células normales y, con ello, revertir la
carcinogénesis. No destruye las células cancerigenas pero si frena su crecimiento, con
menores efectos secundarios que los tratamientos clasicos de quimioterapia (Kawamata
H, 20006).

12
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Figura 11: Ejemplos de terapia hormonal. (A) Compuestos antiestrogénicos, (B) compuestos antiandrégenos, (C)
progestina, (D) agonistas de la hormona liberadora de la hormona gonadotropina (GNRH), (E) inhibidores de la
aromatasa.

La terapia hormonal inhibe la proliferacion celular mediante la reduccion de la
tasa de hormonas estimulantes circulantes, o por actuacion de los receptores hormonales
especificos. Se utiliza satisfactoriamente en canceres hormono-dependientes, como el de
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mama y el de prostata. Los medicamentos pertenecientes a este grupo (Figura 10) se
dividen en:

Antiestrogenos: son farmacos que bloquean de forma competitiva la unién del
estradiol al receptor nuclear estrogénico.

Antiandrogenos: se unen de forma selectiva al receptor para andrégenos
impidiendo su funcién de proliferacion sobre el nucleo de la célula.

Estrogenos
Progestinas

Agonistas de la hormona liberadora de la hormona gonadotropina (GNRH):
inhiben la liberacion de hormonas gonadales saturando el eje hipotadlamo hipofisis.

Inhibidores de la aromatasa: reducen la tasa de estrogenos y la proliferacion
celular inhibiendo la aromatasa, enzima que convierte la androstenodiona y testosterona
en estrona y estradiol en el tejido graso.

1.3.7. Inmunoterapia

Los tratamientos de inmunoterapia se clasifican en inmunoterapias activas, que
estimulan el sistema inmunitario del cuerpo para combatir la enfermedad, como la
interleucina-2 (IL-2) o el interferon-a, e inmunoterapias pasivas, que utilizan los
componentes del sistema inmunitario. Dentro de este subgrupo se encuentran las
terapias con anticuerpos monoclonales, que se fundamentan en la presencia de
moléculas especificas presentes en las células tumorales. Ejemplos de anticuerpos
monoclonales empleados en el tratamiento de neoplasias son:

Trastuzumab: se fija al receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2), sobreexpresado en el 20-30% de los canceres de mama (De P, 2013;
Mortenson ED, 2014).

Bevacizumab: actua contra el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
necesario para desarrollar los procesos de vascularizacion en el crecimiento de tumores
solidos (Dhillon S, 2013).

Cetuximab: se fija al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
(Pirker R, 2013).

Rituximab: se une especificamente al antigeno de membrana CD20, fosfoproteina
no glicosilada localizada en los linfocitos B que se expresa en los linfomas no
hodgkinianos de células B (Keating GM, 2010; Al-Zoobi L, 2014).

Ibritubomab tiuxetan [90Y]: su antigeno es también CD20, pero este anticuerpo
esta marcado con el isotopo itrio 90, emisor B que permite destruir las células diana y
sus vecinas (Scholz CV, 2013).

Alemtuzumab: reconoce a CD52, una glicoproteina de membrana que se expresa
en los linfocitos T y B y monocitos, tanto normales como cancerigenos, empleado en el

14



Introduccion

tratamiento de leucemia linfocitica cronica (Fiegi M, 2014).

1.4. Mecanismos biologicos alterados en las células cancerosas

La carcinogénesis es un proceso complejo que tiene lugar en distintas etapas
(Figura 12), pudiendo pasar afios desde la exposicion al carcindgeno hasta la aparicion
de la neoplasia. El metabolismo de ciertas sustancias en el interior de la célula puede
provocar la aparicion de moléculas reactivas que dafien el ADN (Iniciacion). Si este
dafio no es reparado, puede traducirse en mutaciones o defectos genéticos, pudiendo dar
lugar a estructuras celulares modificadas o células cancerigenas (Promocion). Cuando
estas cé¢lulas alteradas se dividen incontroladamente aparece la neoplasia. El tumor
puede crecer, o incluso diseminarse y provocar metastasis (Progresion).
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Figura 12: Esquema de las etapas de la carcinogénesis y mecanismos de quimioprevencion (Adaptada de
http://www.dkfz.de/en)

En cada una de estas etapas existen diversos mecanismos para prevenir o inhibir
el desarrollo de este proceso y el conocimiento de los mismos es esencial para disefiar
nuevas entidades que interfieran en la carcinogénesis. En la Figura 12 se han resaltado
los tres mecanismos en los que se centra este estudio:

- mecanismos antioxidantes

- inhibicion de la proliferacion celular a través de alteraciones en su ciclo
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- apoptosis

1.4.1. Estatus Redox, estrés oxidativo y Egr-1

Las reacciones redox son esenciales en innumerables procesos bioldgicos y
ayudan a mantener las funciones vitales celulares. Tal es el caso de la respiracion
celular aerdbica, donde la glucosa es oxidada hasta CO, y el oxigeno es reducido a
agua, proceso fundamental de obtencion de energia (Pagel JI, 2012). Multiples enzimas
y coenzimas contribuyen a estos procesos redox actuando de agentes oxidantes y/o
reductores, como la nicotinamida adenina dinucledtido (NAD"). Estos agentes son
esenciales, también, en la produccion y eliminacion de las especies reactivas del
oxigeno (ROS), un grupo heterogéneo de moléculas con alta reactividad que surgen
como subproducto de reacciones redox metabolicas (Hayes P, 2012). Entre las
numerosas entidades que forman este grupo hay que destacar los radicales libres, como
el anion superoxido ('Oy), el oxido nitrico (NO') o el radical hidroxilo (OH), y
moléculas oxidantes como el agua oxigenada (H,O;) o el 4cido hipocloroso (HCIO).

Las ROS, en concentraciones fisiologicas, son necesarias en la mediacion de la
sefalizacion celular (Circu ML, 2010), son participes en la activacion de la apoptosis
para la eliminacioén de células danadas y son indispensables en la defensa inmune. Sin
embargo, altas concentraciones de estas especies tienen efectos toxicos en las células,
pudiendo danar el ADN, oxidar proteinas o causar peroxidacion de lipidos (Brieger K,
2012; Ray PD, 2012). Para mantener el correcto balance entre la produccion y el
consumo o destruccion de ROS, las células cuentan con enzimas como la superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), tiorredoxinas, hemooxigenasas o peroxidasas que
metabolizan los excesos de las especies reactivas. Ademads, las células almacenan
sustancias antioxidantes, como el 4acido ascorbico (vitamina C), el tocoferol (vitamina
E), o polifenoles, que colaboran con la eliminacion de ROS (Seifried HE, 2007). El
estrés oxidativo se produce cuando el equilibrio entre produccion y detoxificacion de
ROS se rompe y estd relacionado con la aparicion de cancer (Ralph SJ, 2010; Ziech D,
2011; Afanas’ev I, 2013; Bauer G, 2014) y otras enfermedades como arterosclerosis,
diabetes, cataratas, retinopatias, Alzheimer (Mohsenzadegan M, 2012) o Parkinson
(Yan MH, 2012).

El estrés oxidativo provoca la activacion de numerosas vias de sefializacion cuya
finalidad es promover la sintesis de los “genes redox sensibles”, entre los que se
encuentra el gen que codifica el factor de transcripcion de la respuesta rapida al
crecimiento 1 (Egr-1) (Pagel JI, 2012). La induccion de la expresion de este gen es muy
rapida y responde a cambios en diversas sefiales, como cambios en niveles de factores
de crecimiento, hormonas, neurotransmisores y el ya mencionado aumento de ROS. Su
activacion supone un punto de convergencia entre diversas cascadas celulares y se le
atribuyen papeles en el control de la plasticidad sinaptica, en la curacidon de heridas, en
la capacidad reproductiva femenina y en el control del crecimiento y la apoptosis (Thiel
G, 2002). Se ha visto que en la mayoria de los carcinomas de prostata la expresion de
Egr-1 estd descontrolada, lo que sugiere que Egr-1 juega un papel importante en la
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iniciacion de este tipo de tumores y se presenta como una diana interesante para el
desarrollo de terapias antitumorales (Pagel J1, 2012).

1.4.2. Ciclo celular

Durante el crecimiento embrionario y el posterior desarrollo, la division celular
tiene lugar en cada tejido. La decision de una célula de dividirse o no tiene una
importancia crucial para el organismo. Cuando los mecanismos reguladores que limitan
la division celular son defectuosos, las células pueden experimentar dos complicaciones
contrarias: una falta de division o una division incontrolada. En el primer escenario se
produce una quiescencia mayor de la necesaria para el mantenimiento homeostatico de
los diferentes tejidos, mientras que en el segundo, al dividirse de forma no programada,
puede desencadenarse el desarrollo tumoral (Malumbres M, 2001; Malumbres M,
2009). La division celular en eucariotas tiene lugar en cuatro etapas bien definidas: Gj,
S, G, y M. Entre los mecanismos de sincronizacién que determinan el inicio de la
division celular y aseguran el paso ordenado a través de estos acontecimientos, juegan
un papel fundamental las proteinas quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), las
ciclinas, los inhibidores de las CDKs, (CKlIs), la fosforilacion de proteinas, la
localizacion intracelular de diferentes proteinas reguladoras del ciclo, los puntos de
restriccion y de control de dafios del ADN (Kastan MB, 2004) y el punto de control del
huso mitético (Figura 13) (Vermeulen K, 2003; Lehninger AL, 2009).
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Figura 13: Etapas del ciclo celular y su principal regulacién (Vermeulen, 2003)

1.4.2.1. Fases del ciclo celular

Fase G;: es la primera fase del ciclo y comprende el periodo entre el nacimiento
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de la célula y el comienzo de la replicaciéon del ADN. Durante este periodo la célula,
con una dotacion cromosémica 2n, dobla su tamafio y masa debido a la continua sintesis
de ARN, proteinas y otros componentes. Esta fase suele dividirse en temprana y tardia,
separadas por un punto de control llamado punto de restriccion R, en el que la célula
comprueba que ha generado la masa necesaria y que las condiciones ambientales son
favorables. En un ciclo celular de 24 horas, esta fase tiene una duracion de entre 6 y 12
horas.

Fase S: es la segunda fase del ciclo, en la que se produce la replicaciéon o sintesis
del ADN. La dotacion cromosomica varia desde 2n, al comienzo, hasta 4n al final de la
fase. Su duracion media varia entre 6 y 8 horas.

Fase G: este periodo comienza cuando todo el ADN se ha replicado, y por tanto,
la célula tiene dos juegos diploides completos de cromosomas (4n), y termina cuando
comienza la mitosis. En esta fase se encuentra el punto de control G/M, en el que la
célula comprueba que ha duplicado la masa, de forma que pueda dar lugar a dos células
hijas, y que ha completado la replicaciéon de ADN, s6lo una vez y sin errores. Su
duracién media es de 3 a 4 horas.

Fase M o Mitosis: en esta fase, que dura aproximadamente 1 hora, se produce la
division del nacleo e incluye 4 subfases distintas: profase, metafase, anafase y telofase.
La mitosis culmina en la citocinesis, es decir, la division del citoplasma llevando a la
formacion de dos células nuevas. En esta fase estd el punto de control del huso
mitotico, que comprueba la correcta alineacion de todos los cromosomas.

Ademas de estas fases ciclicas hay una quinta, la fase Gy: tras la mitosis las
células pueden volver a G; y recomenzar el ciclo o ir a fase Gy, y no replicarse de
nuevo. En esta fase se encuentran las células en quiescencia, células con dotacion
cromosOmica 2n, que mantienen una actividad de sintesis basal de ARN y proteinas,
como neuronas o células del musculo cardiaco.

1.4.2.2. Regulacion del ciclo celular

Las CDK son una familia de protein quinasas serina/treonina, cuyos niveles se
mantienen constantes a lo largo del ciclo celular. Se activan en puntos concretos del
ciclo celular por la unién de subunidades reguladoras conocidas como ciclinas, cuyos
niveles van aumentando y disminuyendo a lo largo del ciclo y, cuando estan activadas,
fosforilan proteinas concretas, induciendo procesos de control. Ademas, la fosforilacion
en residuos concretos de treonina y tirosina regula la actividad de las CDK, al inducir
cambios conformacionales que facilitan la unidn con las ciclinas.

Se conoce un gran numero de CDK pero s6lo CDK1, CDK2, CDK4, y CDK6
estan relacionadas directamente con el control del ciclo celular. A su vez hay cuatro
tipos de ciclinas, que se unen a las distintas CDKs en fases especificas del ciclo:

- Los complejos ciclina D-CDK4 y CDK6 son esenciales para la entrada en G.

- El complejo ciclina E-CK2 regula la progresion de la fase G, a la fase S.
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- El complejo ciclina A-CDK2 acttia en la fase S.

- El complejo ciclina A-CDKI1 actua en la fase tardia de G, promoviendo la
entrada a M.

- El complejo ciclina B-CDK1 regula la mitosis.

La actividad de las CDK esta contrarrestada por proteinas inhibidoras del ciclo
celular, llamadas inhibidores de CDKs o CKIs, que se agrupan en dos familias: la
familia INK4 y la familia Cip/Kip.

Familia INK4: estd formada por p15 (INK4b), p16 (INK4a), p18 (INK4c), y p19
(INK4d). Estos inhibidores forman complejos estables con las CDKs, bloqueando su
unioén con las ciclinas (Ortega S, 2002).

FamiliaCip/Kip: que incluye p21 (Wafl, Cipl), p27 (Cip2) p57 (Kip2), actian
inhibiendo los complejos CDK-ciclina. p21 ademas inhibe la sintesis de ADN. Estos
inhibidores estan regulados por sefiales internas y externas, p21 esta controlado
transcripcionalmente por el gen supresor de tumores p53, mientras que la expresion de

pl5 y la activacion de p27 aumentan en respuesta al factor de crecimiento transformante
beta (TGF-8).

La actividad CDK esta también regulada por puntos de control que previenen la
progresion celular hasta asegurar que la fase anterior ha concluido.

Punto de control de dafios en el ADN: Se encuentra en 2 fases del ciclo, antes de
entrar en fase S (punto de control G;-S) o tras la replicacion (punto de control G,-M)
(Kastan MB, 2004). El primero es dependiente de p53; los niveles de esta proteina
aumentan rapidamente en respuesta a dafo en el ADN, poniendo en marcha la
transcripcion de diferentes genes entre los que se encuentran p21, Mdm2 y Bax. p21
frena el ciclo y Mdm2 se une a p53, inhibiendo su actividad transcripcional y
contribuyendo a su degradacién por ubiquitinacion. Ciertas proteinas quinasa, como
ATM y ATR, fosforilan y activan p53 en respuesta al dafio en el ADN (Bartek J, 2004).
Cuando el dafo se detecta en el punto de control presente en G,-M la célula es capaz de
bloquear el ciclo con y sin p53, gracias a las protein quinasas Chkl y Chk2, que se
activan a través de ATM y fosforilan Cdc25, inhibiendo su actividad y promoviendo la
unioén de éste a 14-3-3, evitando de esta manera la activacion del complejo CDK1-
ciclina B e impidiendo asi la entrada de la célula en mitosis.

Punto de control del huso mitdtico: en este punto se controla el correcto
alineamiento de los cromosomas en el huso mitdtico, para asegurar la correcta
segregacion de las cromatidas entre las células hijas. Si se detecta anomalia el ciclo se
frena en metafase (Musachio A, 2007; Bolanos-Garcia VM, 2014).

1.4.3. Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada, descrito por primera
vez en 1972 por Kerr, Wyllie y Currie (Kerr JF, 1972), que juega un papel fundamental
en el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis tisular al eliminar células
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innecesarias o dafiadas (Mondello C, 2011). Se calcula que cada segundo un millon de
células son eliminadas del cuerpo humano por este mecanismo. Este proceso continuo
de crecimiento, proliferacion y muerte es esencial para el funcionamiento optimo de
practicamente todos los tejidos y 6rganos y debe ser coordinado de manera precisa. Si la
proliferacion falla, o la muerte celular se da en exceso, aparecen patologias como
enfermedades neurodegenerativas, SIDA, hepatitis C o infarto de miocardio; mientras
que si la proliferacion supera a la muerte pueden desarrollarse enfermedades
autoinmunes o cancer (Mason EF, 2011). El descenso de apoptosis en células
cancerigenas, que promueve una proliferacion celular aberrante con acumulacién de
defectos en el ADN, es un problema en si mismo; pero a esto hay que sumar que
frecuentemente confiere resistencia a la célula frente a los tratamientos (Plati J, 2011).
Estos hechos subrayan la importancia del conocimiento de los mecanismos bioquimicos
y moleculares que controlan la apoptosis para abordar el problema del cancer.

1.4.3.1. Vias de activacion de la apoptosis

Las senales de muerte celular que inician la apoptosis se procesan principalmente
a través de dos rutas bioquimicas: una via extrinseca, que se inicia mediante receptores
de muerte externos, y una via intrinseca, cuyo componente central es la mitocondria
(Figura 14).

Via extrinseca de activacion de apoptosis: se inicia con la union de un ligando de
la familia de los TNF (factores de necrosis tumoral) , como por ejemplo FAS o TRAIL,
a uno de sus receptores de membrana. Esta unidon desencadena el reclutamiento de
proteinas que contienen el DD (death domain; dominio de muerte) como FADD vy
procaspasas con DED, la procaspasa-8 y la procaspasa-10. Al complejo que se forma se
le llama DISC (death inducing signaling complex; complejo de sefalizaciéon de
induccion de muerte), que provoca la autoproteolisis de la caspasa-8 que activa las
caspasas ejecutoras, en especial caspasa-3. La caspasa-8 también actia sobre BID, cuya
protedlisis trasmite la sefial de muerte a la via intrinseca.

Via intrinseca de apoptosis: se activa a través de la mitocondria en respuesta a una
sefal interna, como dafio en el ADN que activa p53 o estrés oxidativo. Al recibir estas
sefiales, la membrana de la mitocondria comienza a permeabilizarse liberando al
citoplasma proteinas proapoptoticas, como el citocromo c. Se forma el apoptosoma que
activa las cascadas de activacion de caspasas, activando la caspasa-9 y la caspasa-3.
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Figura 14: Las dos vias de apoptosis (Hengartner, 2000)

1.4.3.2. Morfologia de la apoptosis

La apoptosis estd morfologicamente caracterizada por la condensacion de la
cromatina, la reducciéon del volumen celular causado por la condensacion del
citoplasma, la fragmentacion del ADN, el colapso del citoesqueleto y la formacion de
cuerpos apoptdticos que son rapidamente fagocitados y digeridos por macrofagos o
células vecinas sin activacion del sistema inmune, por lo que no se produce inflamaciéon
(Li J, 2008). El reconocimiento de las células apoptoticas por los macréfagos esta
promovido principalmente por la translocacion de la fosfatidilserina a la cara externa de
la membrana plasmatica (Ulukaya E, 2011).

Célula viable Célula apoptoética
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Figura 15: Morfologia de la apoptosis vista al microscopio electronico (Adaptada de Taylor RC, 2008)

1.4.3.3. Caspasas

A nivel molecular la apoptosis estd fundamentalmente controlada por una familia
de proteinas conocidas como caspasas. Las caspasas son cistein proteasas que se
sintetizan como proenzimas que requieren de la proteolisis de un dominio inhibidor
(prodominio) para su activacion. En el cuerpo humano existen 11 genes que codifican
11 caspasas, caspasa-1 a la 10 y caspasa-14. Las caspasas se clasifican generalmente en:

Caspasas iniciadoras: caspasa-1, -2, -4, -5, -8, -9 y -10. Estas caspasas iniciadoras
poseen largos prodominios que contienen uno de los siguientes motivos caracteristicos
de interaccion proteina-proteina, el DED (death effector domain; dominio efector de
muerte) o el CARD (caspase recruitment domain; dominio de reclutamiento de caspasa)
y estan involucradas en los procesos iniciales de apoptosis.

Caspasas ejecutoras: caspasa-3, -6 y -7. Estas caspasas tienen prodominios cortos
y se activan por la accion de las caspasas iniciadoras, actuando tras €stas en los procesos
apoptoticos. Son las responsables de la mayor parte de las protedlisis que tienen lugar
durante la apoptosis. Proteolizan diversos sustratos (en la literatura se reportan mas de
400) entre los que se incluyen proteinas estructurales, reguladores de la transcripcion y
la translocacion, quinasas, mensajeros (Li J, 2008).
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2. El selenio

El selenio, que debe su nombre a la diosa griega luna Selene, fue descubierto en
1818 por el quimico sueco Berzelius. El selenio fue considerado como un veneno desde
su descubrimiento hasta 1957, afio en que Schwarz y Foltz lo identificaron como
micronutriente en bacterias, mamiferos y aves. La OMS lo introdujo en la lista de
elementos traza esenciales para la vida al relacionar zonas geograficas con menor
incidencia de cancer con regiones con altos niveles de selenio en suelo (Shamberger RJ,
1969; Brozmanova J, 2010). El selenio es, ademas, el tnico oligoelemento presente en
el codigo genético, formando la selenocisteina. Este aminodcido, al incorporarse a las
selenoproteinas, protege a los tejidos y membranas del estrés oxidativo y controla el
estatus redox de las células, si bien todavia se desconocen todas sus funciones. (Rayman
MP, 2000; Hatfield DL, 2002).

La dieta es la fuente méas importante de selenio, presente en los alimentos
vegetales y en menor medida en el pescado, los mariscos, las carnes rojas, los granos,
los huevos, el pollo, el higado, el ajo, asi como en la levadura de cerveza, en el germen
de trigo y en los panes enriquecidos. El alimento mas rico en selenio es la nuez de
Brasil, una sola nuez contiene 120 ug de este elemento (http://www.nlm.nih.gov/). El
contenido de selenio en los alimentos estd influenciado por la localizacion geografica,
los cambios estacionales, el contenido en proteina y el procesado del alimento asi como
la cantidad de mineral que estaba presente en el suelo donde la planta crecio, en el caso
de los vegetales (Reilly C, 2006).

Las formas quimicas de selenio presentes en los distintos grupos de alimentos son
(Rayman MP, 2008; Rayman MP, 2012):

- Selenometionina (SeMet)

Andlogo selenado del aminodcido (Aa) metionina, presente en cereales, levaduras y
suplementos alimenticios.

- Selenocisteina (SeCys)

Andlogo selenado de la cisteina, presente en animales por su presencia en las
selenoproteinas.

- Selenoneina

2-selenil-N,» Ny Ny-trimetil-L-histidina, presente en pescado.
- Se-metilselenocisteina (MeSeCys) y y-glutamil-Se-metilselenocisteina

Se encuentran en fuentes vegetales, como levaduras enriquecidas, ajo, cebolla y brocoli.
- Selenito sodico (Na,SeOs) y selenato sodico (Na,SeOq)

Componentes de los suplementos alimenticios y presentes ocasionalmente en aguas.
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Figura 16: Estructuras quimicas de los compuesots selenados presentes en los alimentos

La US Food and Nutrition board (1980) determin6 en 50-200 pg/dia la cantidad
diaria recomendada de ingesta de selenio (Valdiglesias V, 2010), ya que la accion
favorable que ejerce el selenio sobre la salud esta condicionada a su concentracion en el
organismo. La ingesta de selenio varia enormemente de una region geografica a otra, en
un intervalo que abarca desde muy deficiente (7 pg/dia) hasta concentraciones muy
elevadas (4990 ng/dia) (Grafica 2). En Venezuela, Canadd, Estados Unidos y Japén la
ingesta es adecuada, mientras que en Europa es inadecuada, 40 pg/dia, hecho que se
agrava en los paises de Europa del este. Es destacable el caso de China, con regiones
que van desde el déficit hasta el exceso (Rayman MP, 2012).
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Gréfica 2 Niveles medios de selenio ingeridos en la dieta (ug/dia) en varios paises (Rayman MP, 2005)
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2.1. Selenio y salud

El exceso de selenio en el cuerpo humano es toxico, pudiendo causar selenosis,
una afecciéon que provoca pérdida del cabello, problemas en las ufias, nauseas,
irritabilidad, fatiga y dafio nervioso leve. Por otro lado, una deficiencia en selenio puede
causar enfermedades o tener efectos adversos sobre la salud.

2.1.1. Enfermedades causadas por déficit de selenio en el organismo
- La enfermedad de Keshan

Es una forma endémica de cardiomiopatia causada por una deficiencia de selenio que
lleva a que se presente una anomalia del musculo cardiaco. Dicha enfermedad se cobro
la vida de muchos nifios en la China, hasta que se descubri6 su relacion con el selenio y
se comenzo a suministrar en los suplementos (Chen X, 1980; Chen J, 2012).

- La enfermedad de Kashin-Beck
Ocasiona problemas articulares y 6seos (Yao Y, 2011).
- El cretinismo endémico mixedematoso

Produce retraso mental (Dumont JE, 1994).

2.1.2. Efectos adversos en el mantenimiento de la salud por déficit de selenio
- Funcién inmune

Numerosos estudios sugieren que la deficiencia de selenio va acompafiada de una
pérdida de inmunocompetencia (McKencie RC, 1998; Huang Z, 2012).

- Infecciones virales

La deficiencia estd unida a la aparicion, virulencia o la progresion de algunas
enfermedades virales (Taylor EW, 1997; Harthill M, 2011). Estudios in vitro muestran
que el selenio es un potente inhibidor de la replicacion del virus de la inmunodeficiencia
humana, VIH (Sappey C, 1994). También aparece como protector en individuos
infectados con el virus de la hepatitis (B o C), evitando la progresién hacia cancer de
higado (Yu SI, 1997).

- Reproduccion

El selenio es esencial para la fertilidad masculina ya que es necesario en la biosintesis
de testosterona y la formacién y correcto desarrollo de los espermatozoides (Behne D,
1996; Ahsan U, 2014).

- Humor

La deficiencia de selenio se ha asociado con un aumento significativo en la incidencia
de la depresion, asi como de la ansiedad, confusion y hostilidad (Benton D, 1990;
Hawkes WC, 1996).
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- Funcion tiroidea

La glandula tiroidea es el tejido con mayor contenido en selenio, siendo esencial para la
sintesis de la forma activa de la hormona tiroidea (Rayman MP, 2012; Kohrle J, 2013).

- Enfermedad cardiovascular:

La prevencion de complicaciones cardiovasculares esta relacionada con el papel que
tienen las selenoproteinas en prevenir las modificaciones oxidativas de los lipidos,
inhibir la agregacion plaquetaria y reducir la inflamacion (Rayman MP, 2000; Rayman
MP, 2012).

2.1.3. Selenio y cancer

Alrededor de 200 estudios en animales han evaluado los efectos de una nutricion
rica en selenio en la carcinogénesis. De éstos, dos tercios han concluido que altos
niveles de selenio en la ingesta reducen el desarrollo de tumores, mientras que una
minoria no encontrd dicha relacion. Sin embargo, por el momento es dificil generalizar
y extrapolar estos resultados a humanos, ya que estos estudios generalmente usan dosis
al menos 10 veces superiores a la dosis clinica requerida (Rayman MP, 2005).

Se han realizado hasta la fecha diversos estudios epidemiologicos para estudiar la
relacion entre el selenio y el cancer. El primero, publicado por Schrauzer en 1977
evalud la correlacion entre la ingesta de selenio y la mortalidad debida al cancer. Se
estudiaron 17 tipos de cancer y la cantidad de selenio se estimd con el consumo de
comida en 27 paises diferentes. Constataron que existian correlaciones inversas entre la
ingesta de selenio y la mortalidad debida a los canceres de intestino, recto, prostata,
mama, ovario, pulmoén y leucemia (Schrauzer GN, 1977).

Desde 1983 hasta 1991 se realizd el Nutritional Prevention of Cancer Trial
(NPCT) cuyo objetivo era evaluar la disminucion de cancer de piel al suministrar a los
pacientes un suplemento de 200 pg/dia de selenio. Si bien los resultados no
corroboraron dicha disminucion, en general se produjo una reduccion del 37% en la
aparicion de cancer (incluyendo todos los tipos de céancer), destacando la reduccion del
63% en la aparicion de cancer de prostata en el grupo que recibi6 la suplementacion
(Clark LC, 1996).

En 1999 se presentaron los resultados del estudio cuyo objetivo era mostrar la
prevencion de la formacion de nuevos adenomas malignos al suministrar una
suplementacion alimenticia de selenio y otros antioxidantes a pacientes que ya
presentaban este tipo de cancer. Tras cinco afios de estudio, los cientificos observaron
una reduccion del 50% en la aparicion de adenomas malignos, tanto en el intestino
grueso como en el recto, entre quienes habian tomado selenio y otros antioxidantes
(Bonelli L, 1999).

A raiz de estos resultados tan prometedores se han ido desarrollado otros estudios,
siendo muy relevante, por su magnitud, el Se and Vitamin E Chemoprevention Trial
(SELECT), disenado para determinar si el selenio (en forma de selenometionina) y la
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vitamina E, por separado o combinados, reducen el riesgo de desarrollar cancer de
prostata en hombres sanos (Lippman SL, 2005). Sin embargo, los resultados
preliminares obtenidos no mostraron ninguna relacion entre el selenio y la vitamina E y
la prevencion del cancer de prostata, por lo que el estudio se pard en el 2008 (Lippman
SL, 2009).

Una de las teorias mas aceptadas, que explicaria el resultado negativo de este
estudio, es que la selenometionina (SeMet) administrada no es la forma quimica de
selenio mas adecuada (El-Bayoumy K, 2005; Weeckley CM, 2013). Los datos
preclinicos que existen sobre el tema muestran, en ensayos con animales, que la
metilselenocisteina (MeSeCys) es mejor agente quimiopreventivo que la SeMet. En el
NPCT se administré a los sujetos levadura enriquecida con Se, que contiene varias
formas quimicas de este elemento, entre las que se encuentran la SeMet y la MeSeClys.
Se concluye que la acciéon quimiopreventiva del suplemento con Se mostrada en el
NPCT, es debida a otras formas del selenio distintas de la SeMet, o incluso a una
combinacion de efectos causados por varias de estas formas presentes en la levadura
enriquecida (El-Bayoumy K, 2009).

2.2. Metabolismo del selenio

Entre los mecanismos implicados en la accidén antitumoral del selenio se han
descrito la reduccion del dafio del ADN (Rayman MP, 2005), el estrés oxidativo (Drake
EN, 2006; Pinto JT, 2007), la inflamacidén, la induccion de conjugados de enzimas en
fase II que detoxifican carcinogenes, el aumento de la respuesta inmune (Ryan-
Harshman M, 2005), la accion de las selenoproteinas, la alteracion de la metilacion del
ADN en los genes supresores de tumores (Yu YP, 2007; Ramachandran K, 2007), la
inhibicién del ciclo celular (Klein EA, 2004) y la angiogénesis e induccion de apoptosis
(Wang Z, 2002; Nadiminty N, 2008).

El selenio por si mismo no es anticarceroso. La actividad bioldgica del selenio es
el resultado de la accion de una gran variedad de sus metabolitos. Este efecto biologico
no es organo-especifico, y pequetias modificaciones en la estructura de los compuestos
pueden tener efectos sorprendentes en su actividad bioldgica. A su vez, el selenio puede
mostrar diversos tipos de actividades anticancerosas dependiendo de la dosis. Dichas
actividades pueden ser ejecutadas por algunas enzimas dependientes de selenio (a dosis
de selenio bajas), o por determinados metabolitos de selenio generados cuando la
cantidad de este elemento es mayor (Combs GF Jr., 1998) (Figura 17). Asi pues, el
selenio, dependiendo de su concentracién, provoca distintos efectos en la
carcinogénesis.
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Figura 17: Modelo de dos etapas de la accion quimiopreventiva del selenio. (Combs GF Jr., 1998).

Los diferentes compuestos de selenio se metabolizan a través de distintas vias y
mecanismos en el organismo, como se puede observar en la Figura 18, de donde se
infiere que el efecto anticancerogénico del selenio varia en gran medida segtn la forma
quimica de ingesta del mismo.
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Figural8: Esquema del metabolismo humano del selenio (Gammelgaard B, 2008).

De todas las especies selenadas formadas en la ruta metabdlica de selenio, se ha
demostrado la eficacia anticancerosa de cuatro metabolitos (Drake EN, 2006):
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- las selenoproteinas

- el seleniuro de hidrogeno (H,Se o HSe)
- ¢l metilselenol (MeSeH)

- los compuestos inorganicos de selenito.

La SeCys y la SeMet deben metabolizarse a MeSeH para ejercer su actividad
antitumoral. Tras la digestion, el selenio se metaboliza a MeSeH, que es
fisiologicamente activo, o se incorpora a las enzimas antioxidantes y otras
selenoproteinas. La generacion de MeSeH a partir de compuestos de selenio esta
mediada por enzimas como la y-glutamil SeMeSeCys B-liasa o la L-metionina-a-
diamino-y-mercaptometano liasa, también llamada metioninasa. Si el precursor contiene
el selenio metilado la trasnformacion es directa. Los compuestos no metilados forman
primero un intermedio, el H,Se, que es metilado a posteriori enzimaticamente. El H,Se
€s, a su vez, un precursor necesario en la sintesis de selenoproteinas (Nadiminty N,
2008).

2.3. Efectos del selenio sobre la carcinogénesis

Figura 19: Mecanismos celulares y moleculares de la carcinogénesis afectados por los metabolitos de selenio
(Jackson MI, 2008)

La anticarcinogénesis del selenio puede considerarse como un proceso en varios
niveles, en el cual las acciones quimicas y bioquimicas de los metabolitos del Se se
traducen en cambios en el riesgo de desaarollar cancer a través de mecanismos
intermedios moleculares y celulares (Figura 19).
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2.3.1. Expresion de genes

Los estudios en cultivos celulares utilizando SeMet o MeSeH muestran
alteraciones en la expresion de genes asociados con la proliferacion celular y la
apoptosis. Estudios realizados in vivo describen sobreexpresion de genes del
metabolismo de xenobioticos y receptores de prostaglandina y reduccion en la expresion
de distintos oncogenes, entre ellos el oncogén Vav2 (Jackson MI, 2008).

2.3.2. Daiio y reparacion del ADN

El selenito sodico induce dafio en el ADN, rompiendo la doble hélice y
produciendo delecciones en levaduras. Este efecto ha sido descrito tras el tratamiento
con SeMet o MeSeH (Letavayova L, 2006). El dafio inducido por el selenito en células
mamiferas malignas se ha asociado con la induccion de los genes p53 y p58 y la
induccion de apoptosis independiente de caspasas (Rudolf E, 2008).

La mayoria de las selenoproteinas influyen en el mantenimiento de un estado
redox adecuado de la célula y de los componentes celulares, incluido el ADN. En
concreto, se ha demostrado como el selenio modula la actividad del gen supresor
tumoral p53 por medio de modificaciones redox de Cys27s a Cys277 mediante el factor
Refl (Seo YL, 2002), induciendo la expresion de factores de reconocimiento de dafios y
aumentando la tasa de reparacion, con la consecuente proteccion del ADN (Fischer JL,
2007).

2.3.3. Vias de seralizacion

El impacto del selenio en las vias de sefalizacion varia con la forma quimica de
selenio: mientras que en el tratamiento de células tumorales el selenito aumenta la
regulacion de algunas protein quinasas, reduciendo las forforilacion de otras, el MeSeH
actua causando los efectos opuestos. Por su parte la SeMet activa la via de las caspasas
y el proteosoma (Ghose A, 2001; Sanmartin C, 2011; Brigelius-Flohe R, 2013; Zhang
W, 2014).

2.3.4. Ciclo celular y apoptosis

Cultivos celulares y estudios de tumores muestran que el selenio puede parar el
ciclo celular en diferentes etapas: el selenito provoca arresto del ciclo en la fase S,
dando lugar a una apoptosis independiente de caspasas; mientras que el selenio metilado
lo hace en fase G, activando la apoptosis mediada por caspasas (Sanmartin C, 2008;
Sanmartin C, 2012; Zheng H, 2009).

2.3.5. Metastasis

Tanto el selenito como la SeMet pueden inhibir el crecimiento de tumores

30



Introduccion

secundarios en animales a través de la alteracion de la expresion del gen de colageno,
siendo este efecto mayor con la SeMet. También se ha demostrado que la SeMet reduce
la invasion de células tumorales reduciendo las ROS (Jackson MI, 2008; Chen YC,
2013).

2.3.6. Antiangiogénesis

La angiogénesis es el proceso fisiologico de formacion de vasos sanguineos
nuevos, a partir de vasos preexistentes, necesario durante el desarrollo embrionario, el
crecimiento del organismo y la cicatrizacion de las heridas, siendo ademads, un proceso
fundamental en la transformacion maligna del crecimiento tumoral.

Se ha descrito que el tratamiento con selenio puede afectar al desarrollo
microvascular de tumores animales (Jiang C, 2002). El mismo grupo de investigacion
ha demostrado, a su vez, que la parada del ciclo celular con compuestos metilados de
selenio en células endoteliales microvasculares estd asociada con la reduccion de la
densidad microvascular tumoral (Wang Z, 2008). La efectividad, con respecto a este
mecanismo de accion, de las formas metiladas de selenio es mayor que la del selenito
(L1 GX, 2008). Este efecto puede proporcionar una sinergia terapéutica con farmacos
anticancerigenos (Bhattacharya A, 2008).

2.4. Papel de las selenoproteinas

El cuerpo humano posee 25 selenoproteinas, esenciales para el mantenimiento de
la salud (Kriukov GV, 2003; Zhang Z, 2014). Las selenoproteinas contienen SeCys en
su centro activo, aminoacido que puede obtenerse a partir de la dieta, como se ha
descrito anteriormente, o sintetizarse a partir de la SeMet en el organismo (Navarro-
Alarcon M, 2008). Las selenoproteinas mas importantes son:

- Glutation peroxidasas (GPxs)

Familia formada por 5 enzimas antioxidantes que reducen el estrés oxidativo al eliminar
el peroxido de hidrégeno e hidroperdxidos de lipidos, fosfolipidos y colesterol (Reeves
MA, 2009; Touat-Hamici Z, 2014). En un estado de déficit de selenio su sintesis es
prioritaria. El déficit de estas enzimas provoca cardiomiopatias y puede llevar al
desarrollo de diversos tipos de cancer (Lubos E, 2011; Yuzhalin AE, 2012).

- lodotironinas deiodinasas (DIOs)

Se encargan de activar la hormona tiroidea Ts, desde su forma inactiva T4 (Schomburg
L, 2011; Dentice M, 2013).

- Selenoproteina P (SePP1)

Esta proteina contiene 10 SeCys, siendo el mejor indicador del nivel de este elemento
en el organismo (Ashton K, 2009; Xia Y, 2010). Su funcién principal es distribuir el
selenio desde el higado, a través del sistema circulatorio, al resto de tejidos como
cerebro, testiculos y rifion. Se le atribuyen funciones antioxidantes y quelantes. Es
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esencial para la fertilidad masculina (Michaelis M, 2014) y necesaria para el cerebro, ya
que el déficit de esta proteina provoca espasticidad (Byrns CN, 2014). Se relaciona
también con el cancer de prostata y otros carcinomas (Penney KL, 2013). Debido a que
la mayor parte de selenio en el organismo se encuentra formando parte de SePP1, su
déficit afecta a la expresion del resto de selenoproteinas.

- Tiorredoxin reductasas (TrxR)

Proteinas esenciales para el correcto estado redox de la célula. Reducen la tiorredoxina,
imprescindible para la sintesis de ADN. Ademas, estan implicadas en la activacion de
factores de transcripcion, proliferacion celular y apoptosis (Lothrop AP, 2014).

- Selenoproteina S (SPS1)

Esta enzima cataliza la reduccion de puentes disulfuro y peréxidos (Liu J, 2013).
Tiene funcion antiinflamatoria y se cree que protege a la célula del estrés oxidativo en el
reticulo endoplasmatico (Reeves MA, 2009).
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1. Derivados organoselenados con actividad antitumoral

El interés por la sintesis de derivados organicos que contienen selenio es
creciente. Este interés se sustenta en el amplio espectro de actividades biologicas
mostradas por este tipo de compuestos (Abdel-Hafez ShH, 2008; Naik HR, 2009;
Ghosh P, 2013; Guang Q, 2014; Piovan L, 2014) y en la evidencia de su menor
toxicidad con respecto a los derivados inorgdnicos del Se (El-Bayoumi K, 2004;
Nogueira CV, 2011; McKelvey SM, 2014). Un gran nimero de estos compuestos han
sido disefiados para una futura aplicacion en el ambito oncoldgico (Jeong SL, 2009;
Fernandez-Herrera MA, 2014; Kim JH, 2014; Roy SS, 2014).

Por su relevancia en el disefio de los derivados sintéticos presentados en este
trabajo de investigacion, a continuaciéon se describe la actividad bioldgica de
compuestos que contienen Se metilado, compuestos con el grupo cianoselanilo y
compuestos con la funcionalidad diseleniuro.

1.1. Derivados metilados de selenio

En los tltimos afos, se ha reforzado la hipotesis de que los metabolitos en los que
el Se se encuentra metilado juegan un papel fundamental en la quimioprevencion
relacionada con este elemento (Ip C, 2000; Li GX, 2008; Ohta Y, 2008), abriendose
también un campo interesante para el desarrollo de agentes quimioterapicos. La
presencia de este tipo de derivados en la fisiologia, en forma de aminoacidos, y la
formacion de los mismos en el organismo, por el metabolismo de otras especies no

metiladas provenientes de la dieta, refuerzan la relevancia de estos compuestos (Figura
20).

protein-bound SeMet selenite
SeMet GSSeSG

N\ /|

MeSeCys *°| SeCys GSSeH

|M |5~Iyas& /

MeSeA 2, MeSe- — HSe- —— selenosugars

[T

DMSe Se?
TMSe* selenoproteins

Figura 20: Esquema del metabolismo de tres selenocompuestos presentes en la dieta (Weeckley CM, 2013).
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1.1.1. Selenoaminodacidos metilados

Los selenoaminodcidos se presentan como agentes antiangiogénicos muy
interesantes, ya que, al formar parte de las moléculas fisiologicas, son bien tolerados por
el organismo.

La administracion de Se-metilselenocisteina (MeSeCys) provoca la desregulacion
de numerosos marcadores de supervivencia tumoral (Bhattacharya A, 2012). Se
propone su uso combinado con quimioterapias clasicas, con el fin de proteger a las
células no tumorales de los efectos citotoxicos de los tratamientos (Li Z, 2009;
Bhattacharya A, 2012).

La selenometionina (SeMet) es la forma quimica de selenio méas empleada en los
estudios quimiopreventivos realizados con selenio, sin embargo, sus efectos
anticancerosos no son los mas relevantes dentro del grupo de compuestos selenados (El-
Bayoumy K, 2005; Zhao R, 2006; Li GX, 2008). Administrada conjuntamente con la
enzima metioninasa, ha demostrado capacidad de inducir apoptosis dependiente de p53,
mediada por la produccion en exceso del 16n superdxido (Zhao R, 2006).

La vy-glutamil-Se-metilselenocisteina es considerada un transportador de
MeSeCys, y su mecanismo de accion es muy similar al de este selenoaminoacido (Dong
Y, 2001).

1.1.2. Acido metilseleninico (MeSeA)

El MeSeA es uno de los derivados de selenio mas estudiados, siendo uno de los
precursores de mtilselenol. EI MeSeA induce apoptosis mediada por caspasas, con
liberacion del citocromo C al citoplasma, ruptura de la Poli(ADP-ribosa) polimerasa
(PARP) y fragmentacion del ADN (Jiang C, 2002; Wang Z, 2002). Se cree que esta
induccion de apoptosis es consecuencia de un incremento en la concentracion de ROS,
que produce estrés oxidativo celular (Liu C, 2012). Estudios realizados in vivo han
demostrado que el MeSeA inhibe la angiogénesis y reduce la presencia de focos
metastasicos en cancer invasivo de prostata (Sinha I, 2012) y cancer de pulmén (Ren Y,
2013).

Se ha descrito ademas que el uso combinado de MeSeA con agentes
quimioterapicos potencia la eficacia de estos ultimos, al favorecer la accion del
tratamiento en tumores solidos que ofrecen resistencia (Yin S, 2012).

1.1.3. Metilselenol (MeSeH)

El MeSeH es considerado uno de los metabolitos criticos que ejercen la accion
anticancerosa del selenio (Zeng H, 2010). El MeSeH se genera de forma endogena en el
metabolismo de los selenoaminoacidos, como se ha comentado en el apartado
Metabolismo del selenio, y por reduccion y posterior metilacion del selenito, mediado
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por enzimas antioxidantes y S-adenosilmetionina (SAM) (Fernandes AP, 2012). El
MeSeH es un metabolito volatil y muy reactivo, por lo que, para evaluar su mecanismo
de accion, es necesario generarlo in situ. Con este objetivo, habitualmente se administra
MeSeA, transformado a MeSeH por reduccion (Last K, 2006); SeMet, administrada
conjuntamente con la metioninasa, enzima necesaria para su ransformacion a MeSeH
(Kim A, 2007); y MeSeCys, que libera MeSeH por la accion de la B-liasa (Zhang J,
2010).

El MeSeH es capaz de inhibir la proliferacion celular y el crecimiento tumoral en
modelos animales de cancer de préstata (Zhang J, 2010) y de cancer de colon (Zeng H,
2013). Asimismo, modula la expresion de genes relacionados con el ciclo celular,
induce parada en la fase G1, y la apoptosis, interactiia con el sistema redox de la célula
(Fernandes AP, 2012) e inhibe la actividad de la HDAC (Kassam S, 2011). La
induccion de apoptosis estd mediada por la inhibicion de ERKI1/2 (extracelullar-
regulated kinase 1/2) (Zeng H, 2009) y del oncogén c-myc (Zeng H, 2012).

1.2. Derivados conteniendo grupo cianoselanilo

Los derivados cianoselanilo estan siendo ampliamente estudiados como agentes
quimioterdpicos por sus propiedades anticancerosas y antioxidantes (Sk UH, 2010;
Krishnegowda G, 2011; Shimada T, 2011; Crampsie MA, 2012; Roy SS, 2014).

Uno de los derivados orgéanicos de selenio mas estudiado es el 14-
fenilenbis(metilen)selenocianuro (p-XSC), cuya eficacia en la prevencion y tratamiento
de cancer in vitro e in vivo ha sido demostrado. p-XSC inhibe multiples vias de
sefalizacion celular que afectan a la proliferacion y a la induccion de apoptosis y altera
la expresion de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo (Sinha R, 2008). Entre las
acciones descritas se encuentran la inhibicion de la via del Akt (Facompre ND, 2010), la
alteracion de la via de activacion de mTOR (mammalian Target of Rapamycin)
(Facompre ND, 2012), el incremento en los niveles de glutation reducido (GSH)
(Emmert SW, 2012) y la modulacion de enzimas antioxidantes como GPxs, glutation-S-
transferasa (GST), TrxR, SOD o CAT (Sk UH, 2010; Crampsie MA, 2012).

Otro compuesto destacado es el difenilmetilselenocianato, que actiia protegiendo
el ADN del dafio causado por estrés oxidativo, modulando, al igual que p-XSC, enzimas
antioxidantes (Chakravorty P, 2011; Das JK, 2013).

El 4cido kojico y sus derivados se presentan como potentes quimiopreventivos ya
que se ha demostrado su capacidad protectora frente al dafio producido por radiacion
(Emami S, 2007; Wang K, 2014) o por ROS (Dung TT, 2014).
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Figura 21: Ejemplos relevantes de derivados cianoselanilo

1.3. Derivados conteniendo grupo diseleniuro

Los compuestos que presentan grupo diseleniuro pueden ser buenos farmacos para
el tratamiento de enfermedades causadas por estrés oxidativo, como cancer y
Alzheimer. Numerosos estudios han sugerido que la union Se-Se de estos compuestos
mimetiza la actividad peroxidasa del puente disulfuro presente en las GPxs (Nascimento
V, 2012; Stefanello ST, 2013; Orian L, 2014; Rakesh P, 2014), protegiendo a las
células, con este mecanismo, de los dafios causados por las ROS.

El derivado mas estudiado de este grupo de compuestos es el difenildiseleniuro
(DPDS). Se ha descrito su capacidad de proteger el ADN del dafio oxidativo inducido
por Tamoxifeno (Melo MT, 2013), por LDL oxidado (Straliotto MR, 2013) y, en
modelos animales, del dafo inducido por el consumo de tabaco (Luchese C, 2009). Se
ha reportado también la capacidad de DPDS de modular la expresion de genes de
enzimas antioxidantes, como CAT, SOD, GPx y TrxR, in vivo (Straliotto MR, 2013;
Roseni Mundstock Dias G, 2014).
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O

Difenildiseleniuro
|\ J

Figura 22: Estructura quimica del DPDS
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2. Antecedentes del grupo de investigacion

El grupo de investigacion del Departamento de Quimica Organica y Farmacéutica
de la Universidad de Navarra liderado por la Dra. Carmen Sanmartin tiene una gran
experiencia investigadora en el desarrollo de compuestos selenados, campo en el que se
enmarca esta Tesis doctoral.

En los ultimos afios se han explorado numerosas estructuras en las que el selenio
constituye el elemento principal, obteniendo resultados muy satisfactorios de actividad
citotoxica y antiproliferativa in vitro e in vivo. Entre las estructuras presentadas el
selenio se encuentra formando parte de diversos grupos funcionales como
imidoselenocarbamatos (Plano D, 2007; Ibanez E, 2011; Ibafiez E, 2012), selenoésteres
de carboxietilo (Sanmartin C, 2009; Plano D, 2011; Dominguez-Alvarez E, 2014);
selenocianuros y diseleniuros (Plano D, 2011; Baquedano Y, 2014), selenodiazoles
(Plano D, 2010; Plano D, 2011) y derivados selenados con anillos de pirido[2,3-
d]pirimidina y quinazolina (Plano D, 2011; Moreno E, 2012) (Figura 23).
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Figura 23: Estructuras de derivados organoselenados publicados por el grupo de investigacion. (A)
Imidoselelenocarbamatos. (B) Derivados selenados con anillos de pirido[2,3-d]pirimidina y quinazolina. (C)
Derivados selenocianuro y diseleniuro. (E) Selenodiazoles
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3. New selenoderivatives as antitumoral agents

10

New Selenoderivatives as Antitumoral Agents

Carmen Sanmartin, Juan Antonio Palop,

Beatriz Romano and Daniel Plano
Department of Organic and Pharmaceutical Chemistry, University of Navarra
Spain

En este capitulo del libro Prostate Cancer-Original Scientific Reports and Case
Studies. Philippe E. Stiess. ISBN: 978-953-307-342-2 se realiza una amplia revision de
los nuevos selenoderivados que se postulan como agentes quimioterapicos en cancer de
prostata.
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New Selenoderivatives as Antitumoral Agents

Carmen Sanmartin, Juan Antonio Palop,

Beatriz Romano and Daniel Plano

Department of Organic and Pharmaceutical Chemistry, University of Navarra
Spain

1. Introduction

Prostate cancer (PC) is the most common male malignancy in Western countries and the
second most common urological malignancy (Knudsen & Vasioukhin, 2010). In 2008 the
estimated new cases for PC in the European Union were 382.000 (Ferlay et al. 2010). The
possibility of early detection is attractive to clinicians and potential patients in spite of the
fact that until recently concrete evidence that screening would influence PC mortality was
lacking (Schroder, 2010). There are many risk factors for PC occurrence. The family
history, genetic and environmental factors and their interaction can contribute to develop
PC (Colloca & Venturino, 2011). Other risk factors are age, ethnic-racial-geographic
factors, named constitutional factors, though it is not possible to know what percentage of
these neoplasms are a result of these risk factors (Ferris-i-Tortajada et al. 2011). The
polymorphisms in genes associated with PC probably represent the most part of familial
PC burden. The recent advances in genomic research have made it possible to identify
several new genomic based biomarkers for PC. These markers are easy to measure and
stable over time but only one biomarker, prostate specific antigen (PSA), is used in the
clinical today (Aly et al. 2011). The PSA screening allows to detect PC years before the
emergence of clinically evident disease, which usually represents locally advanced or
metastatic cancer (Gjertson & Albertsen, 2011). Treatment options for advanced PC -
including hormone ablation therapy, radiation and surgery - do not offer cure but delay
the inevitable recurrence of the lethal hormone-refractory disease. Chemotherapy using
available anticancer drugs, with the exception of the taxane drug docetaxel, for late stage
PC does not offer any survival benefit. All of these treatments are costly and have
significant side effects including impotence and incontinence, which negatively affect the
quality of life of the patients. Prevention is an important strategy for limiting PC
morbidity and mortality. Pharmacological and dietary interventions have potentials
functions in reduction of incident cases and in inhibition of disease progression and
recurrence (Silberstein & Parsons, 2010). 5-alpha reductase inhibitors remain the
predominant therapy to reduce the future risk of a PC diagnosis. Dutasteride and
finasteride are currently the only proven agents for PC risk reduction (Strope & Andriole,
2010). Among the potential dietary intervention efforts to use of the micro-nutrient
selenium (Se) in PC clinical trials is emerging as an important highlight and the outcomes
indicate that Se is a promising treatment. Furthermore, Se inhibits PC through multiple
mechanisms, and it is beneficial in controlling the development of this disease (Abdulah
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et al. 2011). Se is an essential trace element for humans, animals and some bacteria and it
is important for many cellular processes, cardiovascular disease, central nervous system
pathologies and may prevent cancer (Dennert et al. 2011). The evidence that Se is a cancer
preventive agent includes that from geographic, animal, prospective and intervention
studies (Tabassum et al. 2010, Schmid et al. 2011).

Furthermore, literature reports have consistently shown that the different effects of different
chemical forms and dose of Se (Algotar et al. 2011) on signaling and expression of
transcripts in PC cells might have important implications in the outcome of ongoing PC
prevention clinical trials. These include the forms of Se present in the diet and in the body,
their functions and mechanisms of action, and methods employed in assessing an
individual’s Se nutritional status - both in general and in epidemiological studies into the
risk of cancer in relation to diet, as well as in connection with long-term trials for
investigating the disease-preventive potential of selenium supplementation. Several
mechanisms have been suggested to mediate the anticancer effects of Se. The major ones are
reduction of DNA damage; oxidative stress; inflammation; induction of phase II conjugating
enzymes that detoxify carcinogens; enhancement of immune response; incorporation into
selenoproteins; alteration in DNA methylation status of tumor suppressor genes; inhibition
of cell cycle and angiogenesis and induction of apoptosis. The specific mechanisms for PC
are the inhibition of androgen receptor (AR) signaling, reduction in the mRNA, and protein
levels of the AR, recruitment of corepressors to the AR elements in the promoters of
androgen responsive genes, inhibition of signaling pathways like NF+B, IL-6, Stat3, and
induction of apoptosis (Nadiminty & Gao, 2008) (Figure 1).

Targets for Selenium in Prostate Cancer cells

! ! ' l

Signaling Cell Survival Cell Cycle Angiogenesis/Metastasis
AR NF-xB p53 VEGF
IGFR Akt CDKs MMPs
STAT Bcl-2 Rb HIF-1a

Fig. 1. Schematic representation of cellular processes targeted by Se and some specific
molecular targets in each pathway. Figure from Nadiminty & Gao, 2008 with permission
from John Wiley and Sons.

The rapid advance in the knowledge of different selenoproteins and their biological
functions has opened up new possibilities to increase our understanding of the biological
effects of Se supplementation (Rebsch et al. 2006). Selenoprotein deficiency leads to the
accelerated development of lesions associated with PC progression, implicating
selenoproteins in cancer risk and development and raising the possibility that Se prevents
cancer by modulating the levels of these selenoproteins. Recently, it has been reported that
the new discovered selenoprotein, SEP15, which is highly expressed in the prostate, may
play a role either independently or by modifying the effects of Se in PC survival (Penney et
al. 2010). Moreover, further research and additional trials of this type are needed to define
the benefits and risks of different types and doses of Se supplements that in the future may
be implemented for public health reasons. Another necessary focus for future research is a
better understanding of the mechanisms by which Se interferes with the carcinogenic
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processes. The direction of future studies lies in clarifying the effects of these products and
exploring the biological mechanisms responsible for the prevention of prostate cancer
(Fairweather-Tait et al. 2011). This chapter includes information on twenty eight general
chemical structures containing Se that have shown either anticancer, chemopreventive or
apoptotic activities. Thus, Se derivatives emerge as promising downstream candidates for
cancer therapy.

2. Selenoderivatives against prostate cancer

2.1 Methylseleninic acid, sodium selenite and sodium selenate

Some studies have shown that the selenium-based compound methylseleninic acid (MSeA,
Figure 2) can disrupt AR signaling in PC cells by reaction with reduced glutathione within
the PC cell (Husbeck et al., 2006). On the other hand, it was observed that a combination of
MSeA with bicalutamide produced a robust downregulation of PSA through the
identification of h'TERT/telomerase as an important AR target. Telomerase activation has
been reported in >90% of prostate cancer samples, but not in normal or benign prostatic
hyperplasia tissues. Telomerase activation play an essential role in cell survival and
oncogenesis, and inhibition of telomerase has been shown to suppress growth and
tumorigenic potential of PC (S.A. Liu et al., 2010). Other mechanisms have demonstrated
that the growth inhibitory effect could be attributed to cell cycle modulation and apoptosis
induction provoked by MSeA by activation the forkhead box O1 (FOXO1) (H.T. Zhang et al.,
2010). This compound has shown efficacy in transgenic adenocarcinoma of mouse prostate
model (Wang et al., 2009). Too, it has been investigated in mice model treated with this Se
form and were observed changes in its proteome (Zhang et al.,, 2011). In addition, MSeA
exerted a dose-dependent inhibition of DU145 xenograft growth without genotoxic
properties (Li et al., 2008). Moreover, in advanced and hormone refractory prostate cancer
the efficacy of MSeA is based on down regulating hypoxia inducible factor la (HIF-1a)
accompanied of a reduction of vascular endothelial growth factor (VEGF) and glucose
transporter 1 (GLUT1) (I. Sinha et al., 2011). On the other hand, MSeA inactivated protein
kinase C (PKC), particularly the promitogenic and prosurvival epsilon isoenzyme, acting
through a redox modification of vicinal cysteine sulfhydryls in the catalytic domain of
PKC (Gundimeda et al., 2008). Some metabolites of MSeA such as methylselenol may
contribute to their anticancer activities. For example, an upregulation of cyclin dependent
kinase inhibitor (CDKI) proteins p21Cip 1 and/or p27Kip 1 was observed in DU145
prostate cancer cells (Wang et al., 2010). Too, a novel mechanism of Se action has been
proposed for methylselenol due to its ability to inhibit histone deacetylase (HDAC)
(Kassam et al., 2011). Recently, speciation analysis showed that MSeA was completely
transformed during the incubations while metabolic conversion of the other Se
compounds was limited (Lunoe et al., 2011).

Sodium selenite (Figure 2) is another compound that has been studied in relation to PC and
it may modulate the androgen receptor through the repression of interleukin-6 (IL-6) (Gazi
et al., 2007). Too, it was observed that selenite decreased HDAC activity and increased levels
of acetylated lysine 9 on histone H3, but decreased levels of methylated H3-Lys 9 (Xiang et
al., 2008). Other mechanisms of action have been postulated such as an increase of the
activity of the tumor suppressor protein (PTEN) and of the thioredoxin reductase (TR)
(Berggren et al., 2009). Too, selenite is able to induce cell death and apoptosis by production
of superoxide in mitochondria in LNCaP cells (Xiang et al., 2009). In 2010 was reported that
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sodium selenite inhibited the lipopolysaccharide (LPS)-induced TLR4-NF-kB signaling in
PC-3 (Pei et al., 2010). Sodium selenite can act alone or in combination with other treatments
for PC. So, this compound significantly enhances the effect of radiation on well established
hormone-independent prostate tumors and does not sensitize the intestinal epithelial cells to
radiation. These results suggest that may increase the therapeutic index of radiation therapy
(Tian et al., 2010). In addition, the effectiveness on PC treatment of the association between
sodium selenite and docetaxel has resulted as a new strategy in PC therapeutic approach
(Freitas et al., 2011). Too, combination of genistein and selenite has shown synergistic effects
on apoptosis, cell cycle arrest associated signaling pathways in p53 expression (Zhao et al.,
2009). Actually, other inorganic forms of Se as sodium selenate (Figure 2), where Se is in
oxidation state + 6, are in Phase I studies and have shown antiangiogenic properties
(Corcoran et al., 2010).

0 0 (l)Na
[l 1l —
_Se. Se. O—b;sle—ONa
H;C OH NaO ONa 0
Methylseleninic acid Sodium selenite Sodium selenate

Fig. 2. Methylseleninic acid, sodium selenite and sodium selenate structures.

2.2 Methylselenocysteine and selenomethionine

Se may exert its beneficial effects through incorporation into selenoproteins including,
glutathione peroxidases, selenoprotein P, iodothyronine deiodinases and thioredoxin
reductases. There are more than 30 selenoproteins that have been identified in humans and
they are involved in a range of cellular functions including immune function and protection
against lipid and DNA damage. The cancer preventive mechanisms of action of
methylselenocysteine (MeSeCys) (Figure 3) in human prostate cells are variable. A
mechanism of action proposed for MeSeCys is that can alter the expression of several types
of collagen gene and protein expression and thus may impact on the extracellular matrix
and alter prostate cell progression and invasion (Hurst et al., 2008). Other authors affirm
that the effect is due to methylselenol, a metabolite active in a study carried out in the
transgenic adenocarcinoma mouse prostate model by oral administration of MeSeCys (J.
Zhang et al., 2010). This hypothesis has been reinforced and completed in 2011 with the
inclusion of new metabolites, the a-keto acids analogues of MeSeCys (Pinto et al., 2011).
Related to selenomethionine (SeMet) (Figure 3) one of the mechanism that is gaining interest
is the HDAC inhibition by metabolites of SeMet accompanied of redox signaling proteins
modulation (J.I. Lee et al., 2009). Too, in combination with genistein induced growth arrest
with modulation of expression of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) (Kumi-Diaka et al.,
2010). On the other hand, this compound has been employed in order to reduce the toxic
effects of di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP), an abundant plasticizer environmental
contaminant that causes alterations in endocrine and spermatogenic functions mediated by
induction of reactive oxygen species (ROS) and activation of nuclear p53 and p21 proteins in
LNCaP cells. The SeMet supplementation reduced ROS production with modulation of
intracellular redox status that is related to response against testicular toxicity (Erkekoglu
et al, 2011). If we consider the possibility of combination between SeMet and other
compound for modulating PC development the results are drug dependent. So, SeMet
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and alpha-tocopherol do not inhibit prostate carcinogenesis in the testosterone plus
estradiol treated NBL rat model (Ozten et al., 2010). However, the selected combination of
silymarin and SeMet significantly reduced two markers of lipid metabolism known
associated with PC progression (Vidlar et al., 2010). In order to improve the activity and
safety inorganic and organic hybrid nanoparticles are potentially useful in biomedicine,
mainly for tumor treatments (Choi et al., 2010). Se nanoparticles are safer compared with
SeMet isolated and was observed an inhibition of the growth of prostate LNCaP cancer
cells partially through caspases mediated apoptosis, Akt kinase modulation and by
disrupting AR (Kong et al., 2011).

0O (0]
M Se
NH, NH,
Methylselenocysteine Selenomethionine

Fig. 3. Methylselenocysteine and selenomethionine structures.

2.3 Selenocyanate derivatives

The first selenocyanate described was 1,4-phenylenebis(methylene)selenocyanate (p-XSC)
(Figure 4). The most recent studies postulate that this compound is capable of altering
cofilin-2, single-stranded mitochondrial DNA binding protein, chaperonin 10, nucleoside
diphosphate kinase 6 and chain A Horf 6 human peroxidase enzyme in LNCaP cells and in
its androgen independent clone (Al) (R. Sinha et al., 2008). Too, this compound can induce
apoptosis, inhibits AR expression and decreases Akt phosphorylation (Facompre et al,,
2010). Other organic selenocyanates have emerged during the last years. So phenylalkyl
isoselenocyanates (Figure 4), isosteric selenium analogues of naturally occurring
phenylalkyl isothiocyanates, have shown a reduction in tumor size associated to apoptosis.
The structure activity relationship studies concluded that an increase in the alkyl chain
length is critical for the activity being n = 4, named ISC-4, the optimal (Sharma et al., 2008).
In 2011, these same authors have reported that ISC-4 activates prostate apoptosis response
protein 4 (Par-4) (Sharma et al., 2011). As a continuation of the synthesis of novel alkyl
selenocyanates in 2010 was described the synthesis of substituted naphthalimide based
organoselenocyanates (Figure 4) with the alkyl chain length n = 5 and investigated their
systematic toxicity profile in mice by consideration changes in body weight, hepatotoxicity
and nephrotoxicity resulting less toxic than other selenium forms but retaining the efficacy
(Roy et al., 2010). Numerous studies have been conducted to elucidate the mechanism
underlying the antitumor effects associated with cyclooxygenase 2 (COX-2) inhibitors.
However, this mechanism has not yet been clearly defined. Nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) have been shown to retard the progression of PC in men
and NSAIDs have been used in clinical trials for prostate cancer. Celecoxib (Celebrex), a
specific COX-2 inhibitor, reduces prostate tumors in experimental models mainly through
cell cycle regulation and angiogenesis. However, the growth inhibitory properties of
Celecoxib may be COX-2 independent. Considering this possible effect a novel strategy
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has been proposed based on to combine selenium and COX-2 inhibitor. Considering that
sulfonamide moiety and pyrazole ring are important for the proapoptotic activity of
Celecoxib against PC, the Selenocoxib-1 (Figure 4) was synthesized. The structural
modifications introduced were the replacement of the trifluoromethyl group by
methyleneselenocyanate fragment and the elimination of the methyl group. The study
carried out against PAIIl cells derived from a metastatic prostate tumor that arose
spontaneously in a Lobund-Wistar (LW) rat. In addition, human metastatic prostate
cancer cells, PC-3M, were tested for antitumor effect of Selenocoxib-1 in vitro. Selenocoxib-
1 induced apoptosis in a dose-dependent manner in the PAIII cells and resulted more
effective against PC than Celecoxib (Desai et al., 2010a). Other modulations have been
introduced maintaining the methyl group in order to obtain Selenocoxib-2 (Figure 4) but it
has not been studied as antitumoral yet (Desai et al., 2010b).

SeCN i
NN 6N
SeCN
©/\/\/ 0 R, = H, CI, NH,
R: - H, NOZ
Ry
R,

ISC-4
NCSe

-XSC
p Naphthalimide selenocyanates

NCSe NCSe
I\ I\
N\ N\
N N
SO,NH, SO,NH»
Selenocoxib-1 Selenocoxib-2

Fig. 4. Chemical structures for selenocyanate derivatives.

2.4 Heterocycles containing selenium

Ebselen (Figure 5) is one of the most relevant heterocyclic compounds derived from
selenium. Ebselen is a glutathione peroxidase mimetic seleno-organic compound that
attenuates the HxO; level. In this process a hydroxylamine spin trap reacts with oxygen-
centered radicals, including superoxide. It was seen that this compound blocked the
expression of the disintegrin and metalloprotease ADAM9 in LNCaP or C4-2 PC cells
through inhibition of ROS production (Sung et al., 2006). In other studies Ebselen was used
as an external agent for reverting biochemical processes such as glycolysis. For example,
ABC transporters like P-glycoprotein (P-gp/ABCB1), that are membrane proteins
responsible for the transport of toxic compounds out of non-malignant cells and tumor
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tissue can be modified in their expression by coincubation with ebselen (Wartenberg et al.,
2010). Too, it has been used for protecting PC-3 cells against apoptosis induction provoked
by curcumin, a potent anticancer agent (Hilchie et al., 2010). On the other hand, ebselen has
been reported as a covalent inactivator of a-methylacyl coenzyme A racemase (AMACR), a
metabolic enzyme whose overexpression has been shown to be a diagnostic indicator of
prostatic adenocarcinoma and other solid tumors and has been employed as reference drug
for screening of approximately 5000 unique compounds as AMACR inhibitors (Wilson et al.,
2011). In structural relation with ebselen is the organoselenium compound 1,2-bis-[1,2-
benzisoselenazolone-3(2H)-ketone]ethane (BBSKE) (Figure 5), which has shown an
inhibitory effect on the growth of a variety of human cancer cells, provokes S phase arrest
accompanied by increases in the protein levels of cyclin A, E and p21 and decreases in levels
of cyclin B1, D1 and Cdk4 (Shi et al., 2003a, 2003b). A recent study carried out in rats affirms
that the metabolites of BBSKE can act as antitumoral agents (Zhou et al., 2010). Too, in
association with cisplatin increases the sensitivity of the colon cancer cell line LoVo towards
cisplatin via regulation of G; phase and reversal of G»/M phase arrest (Fu et al., 2011). The
formulation as copolymer micelles allows the accumulation into tumor efficiently due to an
increase in water solubility (M. Liu et al., 2010).

D-501036, 2,5-bis(5-hydroxymethyl-2-selenienyl)-3-hydroxymethyl-N-methylpyrrole (Figure
5), has been identified as a novel antineoplastic agent with a broad spectrum of
antitumoural activity against several human cancer cells and has an ICsy value in the
nanomolar range. This compound induces cell death associated with the DNA damage-
mediated induction of ataxia telangiectasia-mutated activation without interfering with
topoisomerase-I and topoisomerase-II function (Juang et al., 2007). Another mechanism that
has been proposed for the activity of D-501036 is angiogenesis inhibition. Although anti-
angiogenesis strategies have generated a great deal of enthusiasm for therapeutic
applications, it is still unknown whether these systems would be feasible for prevention. The
possibility of interfering very early in tumour progression by modulating the cancer
angiogenic switch is appealing, though there is increasing evidence for close correlation
between inflammation, the micro-environment and tumour-associated neo-angiogenesis
causing the adverse outcomes of prostate cancer (Araldi et al., 2008).

In 2010, a new series of heterocyclic organoselenium compounds were synthesized and
evaluated as possible chemopreventive agents in human prostate cancer LNCaP cells. Two
of this 3-selena-1-dethiacephem derivatives (Figure 5) strongly activated nuclear factor E2-
related factor 2 (Nrf2)/ antioxidant response element (ARE) signaling that regulate
expression of phase II antioxidant and detoxifying enzymes such as glutathione peroxidase
(GPX), y-glutamylcysteine synthetase (y-GCS), heme oxygenase-1 (HO-1), NADPH quinone
oxidoreductase (NQO-1), and glutathione S-transferase (GST) expression. These two
compounds also possessed a potent antioxidant activity. Furthermore, both compounds
were capable of inhibiting cell growth via cell cycle arrest. Related to structure activity
relationship the presence of the exo-olefin (carbon-carbon double bond) as well as the
aliphatic substitution at the imine part is critical for these compounds to activate Nrf2/ ARE
signaling (Terazawa et al, 2010). Other interesting derivatives are 2-substituted
selenazolidine-4(R)-carboxylic acids (Figure 5). There are numerous studies that concern the
induction of a protective hepatic enzyme related to gluthathione-S-tranferase and
gluthathione peroxidase and it seemed of interest to evaluate these compounds in PC cells
(El-Sayed et al., 2007, Poerschke & Moos 2011).
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Fig. 5. Chemical structures for heterocycles containing selenium.

2.5 Selenide and diselenide derivatives

The selenide function is present in a lot of organoselenium compounds. Many of the above
described derivatives possess this type of bond (i.e. MeSeCys, SeMet,). One compound does
not described in the above sections is p-xylylbis(methylselenide) (p-XMS) (Figure 6), a
organoselenium compound that modifies the growth, secretion of PSA and the intracellular
redox status and genomic profiles (Pinto et al., 2007). Too, the selenide function is present
linked to nucleosides. The natural nucleosides may be used as Se-carriers. The synthesis and
antitumor activity of novel nucleosides derivatized from uridine and thymidine (Figure 6),
with a selenomethyl group at various positions has been described. In general, the activity
against PC cells is position-dependent. Compounds with the selenomethyl group in position
5" are more active than the corresponding in 2’ or 3’. The probable explanation is that it is
easier to metabolize the Se-nucleoside containing the primary selenomethyl than the
secondary selenomethyl, thereby generating more methylselenol (Lin et al., 2009). The
natural products continue to be a rich source of new promising substances for cancer
therapy. Sesquiterpene lactones (SQLs) are a class of naturally occurring plant terpenoids of
Asteraceae family, known for their various biological activities such as cytotoxicity against
different tumor cell lines. Many authors have linked this activity mainly to the a-methylene-
y-lactone functionality, which is prone to react with suitable nucleophiles, e.g., sulthydryl
groups of cysteine, in a Michael addition mechanism. These reactions are nonspecific,
leading to the inhibition of a large number of enzymes or factors involved in key biological
in spite of it is well known, however, that the a-methylene-y-lactone moiety is not an
absolute requirement for cytotoxicity. In this context emerge other interesting compounds
such as the alpha-santonin derivatives (Figure 6) a sesquiterpene lactone isolated from
Artemisia santonica. The compounds with higher activity showed as common structural
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feature the presence of an alpha-methylidene-gamma-butyrolactone moiety in their
structures (Arantes et al., 2009). This hypothesis has been corroborated in other tumoral
cell lines. In addition, the bioactive a-santonin derivatives are selective against cancer cells
(Arantes et al., 2010).

It is well established that various human diseases, including PC, are associated with a
disturbed intracellular redox balance and oxidative stress (OS). Se based agents (Figure 6)
turn the oxidizing redox environment present in certain cancer cells into a lethal cocktail of
reactive species that push these cells over a critical redox threshold and ultimately kill them
through apoptosis. The main advantage is that this kind of toxicity is highly selective:
normal, healthy cells remain largely unaffected, since changes to their naturally low levels of
oxidizing species produce little effect though the biochemical pathways triggered by these
agents need to be studied in more detail such as redox modulator like cysteine-containing
Bcl proteins, which control apoptosis at an early stage, certain caspases, which execute
apoptotic mechanisms further downstream, are also redox sensitive (Jamier et al., 2010).
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Fig. 6. Chemical structures for selenide and diselenide derivatives.

2.6 Selenium and metal complexes

Selenium- and sulfur-containing compounds have been widely studied as potential
antioxidants for the prevention or reduction of oxidative DNA damage and the
organoselenium compounds are of particular interest because they appear to be more
bioavailable relative to inorganic Se compounds. The Se and sulfur antioxidant activity has
been explained using copper-mediated DNA damage studies and UV-vis spectroscopy that
have allowed identifying a copper coordination through a novel metal bond. For this reason
has been described the synthesis of relevant copper selone complexes with
tris(pyrazolyl)methane or tris(pyrazolyl)borate ligands (Figure 7) (Kimani et al., 2010). The
determination of redox potential for Cu-Selone complexes indicated that Se coordination to
copper in biological systems may prevent the reduction of Cu2* by NADH required for the
catalytic formation of damaging hydroxyl radical.
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Fig. 7. Chemical structure for Cu-Selone complexes. Reprinted with permission from Kimani
et al., 2010. Copyright 2010 American Chemical Society.

2.7 A case study: Novel selenoderivatives as cytotoxic agents and apoptosis inducers
in prostate cancer cells

In the last four years, several articles have been published by our research group related to
the design, synthesis and biological evaluation of novel compounds containing Se as
cytotoxic agents and apoptosis inducers. In addition, mounting evidence suggests that
selenium (Se) works by inhibiting important early steps in carcinogenesis in a variety of
experimental models and the anticancer activity is dependent on the chemical form of
selenium. Se occurs in both organic and inorganic forms. Based on these findings we
envisaged a new investigation that involves the synthesis of new compounds that
incorporate the Se-containing moiety.

2.7.1 Structures and biological results

Initially, the rationale behind the design of these compounds was to maintain molecular
symmetry, a structural property that is frequently present in cytotoxic and pro-apoptotic
drugs (Sanmartin et al., 2006). The structures synthesised correspond to molecules with a
central nucleus made up of an alkyl imidothiocarbamate (alkyl isothiourea) or alkyl
imidoselenocarbamate (alkyl isoselenourea) connected by a carbonyl group on each side
to two identical lateral aromatic or heteroaromatic rings mono, bi or polycyclics (Figure
8). The sulfur and selenium substituents were varied (methyl, ethyl, benzyl and isopropyl)
to determine the effect of the alkyl chain length and the ramifications that this has on the
activity (Plano et al., 2007, Ibafiez et al., 2011). The best results in PC-3 were obtained for
the compound with X = Se, Y = C, R = CH3 and R' = 4-CHzs. This compound was the most
potent (ICso = 1.85 pM) and was 4.5 times more active than standard methylseleninic acid
(ICs50 = 8.38 pM) and 7.3 times more active than etoposide (ICso = 13.6 pM), an agent used
in the treatment of PC. In addition, the novel compound was less toxic than the reference
and apoptotic inducer in MCF-7 and CCRF-CEM. For the heteroaromatic rings thienyl and
quinolinyl were the most interesting. During the course of our work a great number of
different structural classes of selenocompounds were reported (Sanmartin et al., 2008). For
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this reason, and in order to improve the potency of our compounds, we decided to
introduce some structural modifications. Among these modifications was the preparation
of new compounds with related structures based on aroyl and heteroaroyl selenylacetic
acid derivatives (Figure 8). The most promising derivatives against PC-3 cancer cells were
the corresponding phenyl, 3,5-dimethoxyphenyl and benzyl with TGI values of 6.8, 4.0
and 2.9 pM (Sanmartin et al., 2009). Too, there is current interest in heterocyclic
compounds that contain a Se atom in the ring. Bearing this fact in mind, and as a
continuation of our previous work, we proposed the synthesis 1,2,5-selenadiazolo[3,4-
d]pyridines and 1,2,5-benzoselenadiazolo derivatives (Figure 8). The most promising
molecule was a pyridine derivative (Plano et al., 2010b). Other explored structures were
compounds with selenocyanate and diselenide moieties. Moreover, we evaluated their
antioxidant-prooxidant properties so as their cytotoxic activities against PC-3 resulting
eighteen of the fifty-nine compounds evaluated more potent than etoposide (Plano et al.,
2010a). Taking into account that oxidation state for Se is related to antitumoral effect we
have synthesized and evaluated an original series consisting of a small group of
compounds which possess Se in the +4 states oxidation instead of Se +2 (Figure 8) (Plano
et al., 2010a).
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Fig. 8. Selenoderivatives obtained and evaluated by our research group.

Considering that Se has been associated with an anticancer effect via the modulation of
some kinase such as Akt (J.H. Lee et al., 2008) some of these compounds have been studied
as kinase modulators. Some of them modulate CK1A and GS3Ka expression and a weak
modification in ErB4, GS3Ka and PKCA was detected (unpublished results).

The preliminary results from the biological screening of these novel compounds are very
encouraging and these systems could offer an excellent framework in this field and may
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ultimately lead to discovery of potent antitumour agent. Thus, the search for new drugs
with Se continues to be a great challenge in medical science.

3. Conclusion

It is clear from the studies discussed above that Se compounds do have effects on growth,
cell cycle and apoptosis and that such compounds offer great promise as anticancer and
apoptotic agents in many tumoral processes, mainly for PC. In this chapter we have
summarized information on more than twenty eight structures that contain Se - most of
which were published in the last three years - and possess cytotoxic activity against PC.
This list of compounds and references is by no means exhaustive and merely hints at the
hundreds of other citations due to the ever increasing amount of work carried out in this
field. As a result of these studies, Se derivatives are rapidly emerging as valid
chemotherapeutic agents. However, various organic and inorganic selenium compounds
used in some studies have produced variable results when they are tested in animal models
and human subjects and more investigations are urgently needed in order to ascertain the
safety in their use. We have included some structures that have not yet been evaluated in
prostate cancer cells because we believe that the study of these compounds would be of
interest. Although several possible mechanisms have been proposed to explain the
anticancer and apoptotic properties of selenium compounds, the results described here
suggest the following preliminary considerations:

1. The chemical form is a determinant factor for the activity and the metabolism is
required for anticarcinogenic activity.

2. The effect of some selenium compounds mainly depends on the dose and the oxidation
state of selenium. For inorganic selenium compounds the +4 oxidation state gives the
highest anticarcinogenic properties and for organic selenium compounds the activity is
mainly observed for the +2 oxidation state.

3. The existence of diverse responses for the same chemical structure suggests several
mechanisms of action. For example, sodium selenite induced apoptosis by redox
processes, decreased HDAC activity, increased of PTEN activity. The expectation of a
broad therapeutic benefit from agents that target only one member of either pathway may
be overly simplistic due to the complexinterrelated network governing apoptosis.

4. Experimental evidence shows that molecular symmetry, as a broad concept, could be a
positive factor for cancer prevention and apoptosis (sodium selenite, methylseleninic
acid, p-XSC, p-XMS, BBSKE). The importance of molecular symmetry in cytotoxic and
pro-apoptotic activities was reported by us in 2006. Recently, we described a new series
of symmetrical organoselenium compounds that are potent as cytotoxic agents in
prostate cancer cells.

This class of compound offers a great deal of promise to broaden significantly the horizons
of modern apoptosis and anticancer drug discovery for the potential treatment of prostate
cancer. Animal data, epidemiological data, and intervention trials have shown a clear role
for selenium derivatives in both the prevention of specific cancers and antitumourigenic
effects in postinitiation phases of cancer through apoptosis induction. Accordingly, in recent
years there has been substantial interest directed toward the synthesis of selenium-
containing derivatives that could be used as cytotoxic, cancer chemopreventive and
apoptotic agents. However, a great deal of further research is needed to unravel the precise
manner in which selenium compounds act.
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Hipotesis y planificaciéon

La investigacion presentada en esta Memoria se sustenta en la siguiente hipotesis,
inspirada en algunos datos encontrados en la bibliografia pero, sobre todo, en la
experiencia de nuestro grupo de investigacion:

Es de esperar que la asociacion estructural en moléculas de nueva sintesis, del
elemento selenio bajo distintas funcionalizaciones y el grupo carbamato, completada
con la presencia de fragmentos de probada actividad bioldgica, confiera a dichas
moléculas caracter antioxidante y propiedades citotdxicas y antiproliferativas. En el
caso de cumplirse esta prediccion, los nuevos compuestos serian buenos candidatos para
su uso como potenciales quimiopreventivos y/o quimioterapicos en el area oncologica.

Entre la diversidad de posibles funcionalizaciones existentes para el selenio se
eligen tres grupos funcionales proyectados en tres series de compuestos (Figura 24). Se
atiende de esta forma a los resultados anteriores del grupo de investigacion, las
posibilidades sintéticas y se hace un intento para sondear los comportamientos
biologicos de las distintas formas estructurales de este elemento. Es prioritario recabar
informacion para el establecimiento de relaciones estructura-actividad y profundizar en
el conocimiento de los requerimientos necesarios para la actividad. Los grupos
selenados seleccionados son: metilselanilo, cianoselanilo y diseleniuro, seleccion que
abarca distintos efectos electronicos sobre el Se, simple o doble contenido molecular en
Se, moléculas con o sin simetria que es un factor estructural ampliamente descrito en
cancer, masas y tamafos moleculares diversos, polaridades muy diferentes en enlaces
en los que participa el atomo de Se, desde la nula polarizacién del enlace Se-Se a un
amplio intervalo de valores de polarizacion en los enlaces Se-CH; y Se-CN. Se
mantienen en las tres series, dentro de lo posible, los mismos sustituyentes sobre el
grupo carbamato, elegidos como se ha indicado por su actividad descrita en este campo.

CH3 SeCN o o)
0 Se O 0 Q/ 4 >0
R‘O)LN/)\HJ\O’R R\OJ\H R HNOSe—SeONH R

Figura 24: Estructuras generales de los carbamatos selenados disefiados.

El comportamiento terapéutico previsto para estas moléculas se fundamenta en su
actuacion como prodrogas, es decir, propiciando la liberacion del fragmento activo que
se producira tras la fision o la hidrdlisis de la molécula en determinadas condiciones
favorables, como el medio acuoso celular. Se propone la introduccién del grupo
carbamato precisamente para afectar la polaridad global de la molécula, modular la
capacidad de fision o de hidrdlisis de la misma y permitir, en Ultima instancia, la
liberacion al medio de especies radicalicas o i6nicas de selenio, responsables de la
accion terapéutica.

Esta estrategia de disefo, conocida como Hibridacion Molecular, es en la
actualidad ampliamente utiliza en el disefio de nuevos farmacos.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo de investigacion es probar la hipotesis antes
planteada a través de su verificacion experimental en cuanto a que los carbamatos
selenados disenados son candidatos validos como potenciales quimiopreventivos y/o
quimioterapicos en cancer al presentar propiedades antioxidantes, citotoxicas y
antiproliferativas.

Con el fin de alcanzar este amplio objetivo general, se programan los siguientes
objetivos parciales:

1. Disefio, planificaciéon de la sintesis y obtencién de los nuevos derivados
organicos selenados de carbamato.

2. Caracterizacion estructural inequivoca de los compuestos sintetizados mediante
técnicas analiticas instrumentales. Verificacion de que el grado de pureza
obtenido es el requerido para la posterior realizacién de pruebas biologicas.

3. Estudio de las propiedades fisico-quimicas de los compuestos obtenidos,
mediante técnicas de andlisis térmico, especialmente referidas a su estabilidad
quimica.

4. Evaluacion de la citotoxicidad in vitro de los nuevos derivados en un panel de
lineas celulares tumorales humanas seleccionadas.

5. Determinacion de la selectividad in vitro de los nuevos derivados, mediante
ensayos de viabilidad y proliferacion celular en lineas celulares no-tumorales
humanas.

6. Establecimiento de las oportunas relaciones estructura-actividad, utiles para la
optimizacion de estructuras lideres y el disefio de nuevos derivados activos.

7. Investigacion del mecanismo de acciéon de los derivados mas activos y
selectivos en cuanto a los siguientes aspectos:

7.1 Evaluacion de la induccidon de apoptosis
7.2 Analisis de las alteraciones producidas en el ciclo celular

7.3 Estudio de la influencia que ejercen los compuestos en la célula a
nivel transcripcional

8. Aproximacion al comportamiento quimiopreventivo que pueden presentar estos
compuestos.

8.1 Valoracion de su capacidad antioxidante

8.2 Evaluacion de la utilidad de suplementar vegetales con carbamatos
selenados. Estudio del efecto provocado por esta suplementacién en
cuanto a caracteristicas fisicas de los vegetales, su composicion quimica
y posible resistencia al estrés oxidativo.
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Synthesis and antiproliferative activity of novel methylselenocarbamates.

Romano, B., Font, M., Palop, J. A., Sanmartin, C., & Encio, I. (2014). Synthesis and
antiproliferative activity of novel methylselenocarbamates. European Journal of Medicinal
Chemistry, 83, 674—684. http://doi.org/10.1016/j.ejmech.2014.06.076

Resumen:

Se presenta la sintesis y actividad antiproliferativa de una serie de nuevos derivados
carbamato, alifaticos, aromaticos y heteroaromaticos, que contienen en su estructura selenio
metilado. Se ha analizado su actividad citotdxica in vitro frente un panel de lineas celulares
humanas, entre las que se encuentran CCRF-CEM (leucemia linfobldstica), K-562 (leucemia
linfocitica), HT-29 (carcinoma de colon), HTB-54 (carcinoma de pulmdn), PC-3 (carcinoma de
prostata), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), 184B5 (células no malignas derivadas de
glandula mamaria) y BEAS-2B (células no malignas derivadas de epitelio bronquial). La mayoria
de los compuestos son altamente citotdxicos, con valores de Glso por debajo de 10 uM en
todas las lineas tumorales analizadas. Basandonos en sus parametros citotéxicos, su indice de
selectividad y su perfil ADME, decidimos analizar mas a fondo la actividad bioldgica del
derivado, en las lineas celulares CCRF-CEM y HTB-54. Los resultados han mostrado que este
compuesto es capaz de inducir apoptosis dependiente del tiempo y la dosis. Se ha detectado a
su vez que las caspasas estan involucradas en la muerte celular inducida por el compuesto.
Ademas, se ha comprobado que el compuesto induce parada del ciclo celular en la fase Go/G1
en las células CCRF-CEM y en la fase G2/M en las células HTB-54.
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El metilselenol (MeSeH) es uno de los metabolitos de selenio mas interesantes,
cuya relacion con la actividad anticancerosa del selenio ha sido probada. Se han
sintetizado nuevos metilselenocarbamatos como prodrogas, buscando una liberacion de
metilselenol en el citoplasma celular. Tras analizar las propideades citotdxicas in vitro
de los nuevos derivados, este estudio constituye una primera aproximacion al
mecanismo de accidon de los nuevos metilselenocarbamatos. Considerando la
interaccion del selenio con el sistema redox celular, ampliamente descrita, evaluamos la
influencia de los compuestos 2 y 12 en la regulacién de los factores de transcripcion
AP-1 y Egr-1, ya que ambos juegan un papel fundamental en la respuesta celular a
condiciones de estrés y acumulacion de ROS. Con el fin de evaluar la regulacion a nivel
de la transcripcion, usamos lentivirus como vectores de transferencia de genes, ara
integrar los promotores de los genes de interés en la cromatina de células de carcinoma
de pulmon HTB-54. Los resultados preliminares indican que el compuesto 12 induce un
incremento en la transcripcion de AP-1 y Egr-1 en células HTB-54, que puede estar
mediado por Elk-1. El compuesto 12 fue capaz de inducir temporalmente la biosintesis
de Egr-1, presentando un pico de expresion 1 hora después del tratamiento.
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Abstract

Methylselenol (MeSeH) is one of the most interesting selenium metabolites and
its relation with selenium anticancer activity has been proved. Novel
methylselenocarbamates were synthesised as prodrugs, searching for MeSeH
release into the cytoplasm. After proving their in vitro cytotoxic properties, this
study constitutes a first approach to the biological mechanism of action of the
novel methylselenocarbamates. Considering the described selenium interaction
with the redox system of the cells, we evaluated the influence of the lead
compounds 2 and 12 in the regulation of the transcription factors AP-1 and Egr-
1, two factors that play a central role in the cellular response to stress
conditions and ROS imbalance. To investigate the transcriptional regulation of
AP-1 and Egr-1 we used lentiviral gene transfer, integrating with this method
promoter/reporter genes into the chromatin of lung carcinoma HTB-54 cells.
Results point to transcriptional up-regulation of AP-1 and Egr-1, involving Elk-1
in HTB-54 cells treated with compound 12. Compound 12 was also able to
induce transient Egr-1 biosynthesis, with a peak expression occurring 1 hour

after treatment.

Keywords: Methylselenocarbamate, AP-1, Egr-1, Transcription, Expression
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1. Introduction

Trace element selenium (Se) is fundamental to human health [1-3] and, over
the last years, research has focused on determining its beneficial role in cancer
prevention and treatment [4-6]. Given that MeSeH has been described as
critical metabolite for Se anticancer activity in vivo [7-9], the methylated forms
that can be metabolized to methylselenol (MeSeH) [10,11] have caught
important attention. It has been reported the ability of MeSeH to interact with
the redox sensitive genes [12], to inhibit cell proliferation and to cause cell cycle
arrest at Gy phase [13,14]. MeSeH has been also found to induce apoptosis
[13].

AP-1 (activation protein-1) is a family of transcription factors with a basic region
leucine zipper (b-ZIP) domain. It includes members of the Jun, Fos and
activating transcription factor (ATF) subfamilies. All this transcription factors
have to form homo- or heterodimerous, before they can bind to the DNA [15].
AP-1 acts like an environmental biosensor, as members of the family are
needed to regulate the transcription response to several stress conditions. AP-1
correlates with control of cell proliferation, apoptosis and tumour
formation/suppression [16,17]. These important biological activities have been
described also for Egr-1 (Early growth response 1), a zinc finger transcription
factor encoded by a redox sensitive gene [18]. Egr-1 acts as a convergence
point for many signalling cascades, coupling extracellular signals to long-term
responses [19].

We have recently reported the synthesis and biological activity of novel
methylselenocarbamates [20]. These compounds showed an interesting
cytotoxic profile and displayed Glso values below 10 uM in every tested tumour
cell line. Moreover, methyl N,N-bis(propoxycarbonyl)imidoselenocarbamate,
was able to induce apoptosis and cell cycle arrest. These results and
confirmation that selenocarbamates release MeSeH under physiological
conditions [21] encouraged us to further analyse the biological mechanism
underlying their cytotoxic effect. With this purpose here we analyse the

influence of selenocarbamates 2 and 12 (Figure 1) [20] in the regulation of Ap-1
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and Egr-1 transcription and activity in HTB-54 cells expressing

promoter/reporter chimeric genes1.

Figure 1

2. Material and methods

2.1. Chemistry

Compounds were synthesised according to the general method described by
our research group [20] with a high grade of purity. Chemical structures for 2
and 12 were confirmed by 'H NMR, *C NMR, MS spectral and elemental

analysis.

2.2. Cell culture

Human cell lines were provided by the American Type Culture Collection
(ATCC). Highly transfectable HEK293T/17 (human embryonic kindey) cell line
was culture in DMEM medium (Gibco-Life Technologies) supplemented with
10% heat inactivated foetal calf serum, 100 units/mL penicillin and 100 yg/mL
streptomycin. Lung carcinoma HTB-54 cells were grown in RPMI 1640 medium
(Gibco-Life Technologies) supplemented with 10% heat inactivated foetal calf
serum, 2 mM L-glutamine, 100 units/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin and
10 mM HEPES buffer (pH = 7.4) at 37 °C and 5% CO,. HTB-54 cells were
cultured in medium containing 0.05% foetal bovine serum for 24 h before
stimulation. Stimulation with 10 yM of 2, 10 uM of 12 or 10 ng/mL of phorbol-12-
O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA, Calbiochem # 524400-1), was
performed for 24 h, using DMSO as vehicle.

2.3. Lentiviral gene transfer

All lentiviral transfer vectors used in this study are based on plasmids pFUW or
pFUWG [22]. The lentiviral transfer vectors pFUW-GAL4-c-Fos and pFUW-
GAL4-Elk-1 have been previously described [23]. The viral particles were
produced by triple transient transfection of HEK293T/17 cells with the gag-pol-

! Compounds references (2 and 12) were first described in a previous article [20] and
are maintained here since this work is a continuation of this cited one.
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rev packaging plasmid, the env plasmid encoding VSV glycoprotein and the
transfer vector. Transfections were performed by the calcium phosphate
coprecipitation procedure, in the presence of 25 pM chloroquine. Viral
supernatants were harvested 72 h after transfection, filtered with a 0.45 ym

filter, and used to infect HTB-54 cells in the presence of 8 uM polybrene.

2.4. Reporter assays

The lentiviral transfer vectors pFW-c-Fos-luc, c-Jun-luc, pFW-Coll-luc, pFW-
Coll-lucATre, pFW-EBS2*luc, pFW-Egr1.2-luc, pFW-Egri.1-luc, pFW-
Egr1.SRE-luc, pFW-UAS°sp1?-luc and pHIV7-RGal have been described
elsewhere [23-26]. HTB-54 cells were infected with recombinant lentiviruses
encoding promoter/luciferase reporter genes. HTB-54 cells were cultured in
RPMI 0.05% foetal bovine serum for 24 h before the stimulation. Cells were
stimulated with 10 uM of 2, 10 yM of 12 or 10 ng/mL of TPA, using DMSO as
vehicle. Cell extracts were obtained using reporter lysis buffer (Promega), and
analysed for luciferase activity as previously described [27]. Luciferase activity
was normalised to the protein concentration, determined by the BCA method.

Results are expressed as the mean + SD of four replicates.

2.5. Preparation of extracts and Western Blot analysis

Nuclear extracts were obtained as previously described [28]. Then, 15 ug of
nuclear protein were separated by SDS-PAGE and the blots were incubated
with Egr-1 (Santa Cruz, # sc-189) and HDAC1 (Santa Cruz, # sc-81598),
specific antibodies. Immunoreactive bands were detected via enhanced

chemiluminiscence [29].

3. Results

3.1. X-Gal hystochemistry

To assess the feasibility of gene transfer into HTB-54 cells using lentiviral
vectors, cells were first infected with a recombinant lentivirus expressing 13-
galactosidase (Figure 2). More than 80% of the cells expressed R-
galactosidase, visualised with X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranoside) hystochemistry (not shown). The high infection rate

obtained allowed us to continue this study.
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Figure 2

3.2. Ap-1 transcriptional activity

Since AP-1 is found to regulate the transcription response to several stress
conditions, we evaluated whether incubation with 2 and 12 had an effect on AP-
1 transcription. To measure AP-1 transcriptional activity, a collagenase
promoter/luciferase reporter gene containing an AP-1 binding site in the
proximal promoter region was used [17]. The collagenase promoter/luciferase
reporter gene was inserted into the chromatin of HTB-54 cells using lentiviral
gene transfer. A schematic representation of the integrated provirus encoding
collagenase promoter/luciferase reporter gene is shown in Figure 3A. After
insertion, HTB-54 cells were incubated in serum-reduced medium for 24 h
before stimulation with 2 and 12. Since the AP-1 binding site includes a TPA-
responsive element (TRE), to ensure the efficiency of the lentiviral gene transfer
TPA was used as a positive control [24,25]. Results showed that 12 increased
transcription of the AP-1-responsive reporter gene, but no differences were
found when cells were treated with 2 (Figure 3B). Compound 2 was no further
analysed as we found lack of AP-1 up-regulation. To analyse the role of the
TRE sequence on induction of the collagenase promoter by 12, ColIATRE, a
mutant collagenase promoter lacking the TRE, was also evaluated (Figure 3A).
As expected, mutation impaired reporter gene transcription after stimulation of
the cells with TPA. However, only small differences were found after stimulation
with 12 (Figure 3B), thus suggesting that the TRE does not mediate the

collagenase promoter stimulation by 12.

Figure 3

Since AP-1 is formed by homo- ot heterodimers of c-Jun and c-Fos subfamilies
of transcription factors, we then decided to analyse whether treating cells with
compound 12 up-regulates c-Jun or c-Fos. With this purpose, HTB-54 cells
were infected with lentivirus encoding either a c¢-Jun or a c-Fos
promoter/luciferase reporter gene (Figure 4A). After infection, cells were

incubated in serum-reduced medium for 24 h before stimulation with 12. As
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shown in Figure 4B, up-regulation of c-Fos was detected after stimulation. Then
we used an amplification system to compare c-Fos transcriptional activity before
and after stimulation. The amplification was based on a co-infection of a
lentivirus encoding a fusion protein of the GAL4 DNA-binding domain and the c-
Fos activation domain (Figure 4C) with a lentivirus encoding a GAL4 responsive
reporter gene (Figure 4D). Results shown in Figure 4E revealed that the
transcription activation potential of c-Fos was significantly increased after

stimulation with 12.

Figure 4

3.3. Egr-1 promoter activity

Egr-1 has been related with the transcriptional response to several stress
conditions [18]. For instance, ROS has been described to rapidly induce Egr-1
gene expression [19]. Upon this, and considering that MeSeH can interact with
the redox system of the cells, we decided to evaluate the influence of
compounds 2 and 12 on Egr-1 transcription. To analyse Egr-1 promoter activity
in HTB-54 2- or 12-stimulated cells, a chromosomally embedded Egr-1
responsive luciferase reporter gene containing four Egr-1 binding sites (EBS)
was used (Figure 5A). As shown in Figure 5B, both compounds, 2 and 12, were
able to induce Egr-1 responsive reporter gene transcription, though compound
12 was more effective.

The human Egr-1 gene promoter contains a TATA box, five serum response
elements (SRE), several binding sites for ternary complex factors (Ets) and a
cyclic AMP response element (CRE) (Figure 5C). To test the role of these
motives in Egr-1 promoter induction by 12, we inserted Egr-1
promoter/luciferase deletion constructs Egr1.2, Egr1.1 and Egr1SRE into the
chromatin of HTB-54 cells using lentiviral gene transfer. As shown in Figures
5C, 5E and 5G, Egr1.2 contains a promoter carrying up to five SRE and one
CRE binding sites, while Egr1.1 lacks the distal SREs and Egr1SRE only
contains the two proximal SRE of the Egr-1 promoter. As shown in Figures 5D,
5F and 5H, Egr1.2 and Egr1.1 display higher promoter activities than EgriSRE
thus suggesting that the distal SRE and the CRE are involved in Egr-1 up-

regulation by compound 12.
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Figure 5

Transcriptional activation of Egr-1 is often preceded by an activation of Elk-1, a
member of the Ets family of transcription factors. It has bee described that Elk-1
binds to DNA and to the serum response factor (SRF) when phosphorylated
[30]. To evaluate whether stimulation of HTB-54 cells with 12 enhances or not
Elk-1 transcriptional activity, we used the GAL4 based amplification system
described above. With this purpose, HTB-54 cells were co-infected with one
lentivirus encoding a fusion protein consisting of the GAL4 DNA-binding domain
and the Elk-1 activation domain (Figure 6A) and other lentivirus encoding a
GAL4 responsive reporter gene (Figure 4D). After infection, serum-starved cells
were stimulated for 24 h with 12 and luciferase activity was determined in cell
extracts. Obtained results (Figure 6B) revealed that stimulation enhanced the

transcription activation potential of EIk-1.

Figure 6

Moreover, to test whether compound 12 also increased Egr-1 biosynthesis,
HTB-54 cells were stimulated with 10 yM of compound 12, nuclear cells
extracts were prepared at different time points and subjected to Western-Blot
analysis. Results (Figure 7) revealed that Egr-1 expression levels, undetectable
in the absence of stimulation, were highly increased after stimulation with 12.
Well in agreement with literature and with the idea that Egr-1 is an early
response gene, results also show that Egr-1 up-regulation was transient with a

peak expression after 1 hour stimulation.

Figure 7

4. Discussion

This study aims to analyse whether AP-1 and Egr-1 transcription was affected
in lung cancer cells treated with novel methylselenocarbamates designed as
prodrugs. We have previously reported that these compounds display an

interesting cytotoxic profile and, also, that the lead compound (2) was able to
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induce apoptosis and cell cycle arrest. Besides, their ability to release MeSeH
has also been proved [21]. Since MeSeH is an active selenium metabolite that
interacts with the redox system of the cells [12], oxidative stress is a likely
explanation for apoptosis induction by 2.

AP-1 and Egr-1 are two transcription factors involved in the cellular response to
different extracellular signals, including stress conditions and ROS imbalance.
Here, using lentiviral gene transfer to integrate either the AP-1-responsive
collagenase promoter/luciferase reporter gen construct or the AP-1-responsive
c-Fos promoter/luciferase reporter gen construct into the chromatin of HTB-54
cells we detected induction of luciferase activity by compound 12 (Figures -B
and 4B). Moreover, when co-infection of the cells with a lentivirus encoding a
GAL4-responsive luciferase reporter construct and a lentivirus encoding a
GAL4-c-Fos chimaera was carried out, induction of c-Fos transcriptional activity
was also detected after stimulation with 12 (Figure 4E). Since c-Fos is a
classical constituent of AP-1, taken together these results suggest induction of
AP-1 activity by 12.

Regarding to Egr-1, induction of both Egr-1 promoter (Figure 5D) and Egr-1
activity (Figure 5B) by 12 was also detected in HTB-54 cells. Further analysis of
the role of the different motives present in the Egr-1 promoter suggested that a
CRE and a distal SRE are involved in Egr-1 up-regulation by compound 12
(Figures 5F and 5H). Up-regulation of Egr-1 transcription is often preceded by
activation of Elk-1, a member of the Ets family of transcription factors that binds
to the serum response factor (SRF) when phosphorylated. Interestingly, we
have also been able to detect induction of Elk-1 transcriptional activity by 12 in
HTB-54 cells when co-infecting cells with a lentivirus encoding a GAL4-
responsive luciferase reporter construct and a lentivirus encoding a GAL4-Elk-1
chimaera (Figure 6B).

In summary, this study constitutes a first approach to the biological mechanism
of action of the novel methylselenocarbamates reported by us [20]. Despite
optimization of the protocol concerning incubation times or stimuli concentration
among other parameters needs to be done, our results suggest that treatment
with 12 promotes an up-regulation of AP-1 and Egr-1 activity in HTB-54 cells.

Therefore, we propose that novel methylselenocarbamates may cause ROS
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imbalance and oxidative stress in HTB-54 lung cancer cells, thus starting a

cellular response that finally drives cells to apoptosis.
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Figure 1. Chemical structures of Methyl N,N"-
bis(propyloxycarbonyl)imidoselenocarbamate (2) and Methyl N,N"-

bis(benzyloxycarbonyl)imidoselenocarbamate (12).
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Figure 2. Diagram of the lentiviral transfer vector HIV-7/R-gal. The R-galactosidase coding
region is inserted downstream of the CMV promoter/enhancer.The woodchuck hepatitis virus

post-transcriptional regulatory element (WPRE) is indicated [26].
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Figure 3. Effect of compounds 2 and 12 on AP-1 transcriptional activity in HTB-54 cells.
(A) Schematic representation of the luciferase reporter gene controlled by human collagenase-
promotor, sequence from -517 to +63, containing one TRE or a mutated sequence. The U3
region of the 5’ LTR of the transfer vector is deleted. The locations of the WPRE and the HIV

flap

encoding collagenase reporter/luciferase reporter gene, containing or not an active TRE.
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Figure 4. Influence of compound 12 on c-Jun and c-Fos transcriptional activity in HTB-54
cells. (A) Schematic representation of the luciferase reporter gene controlled by c-Jun
promoter, sequence from -1600 to +170, containing a TPA Response Element (TRE).
Luciferase reporter gene controlled by c-Fos promoter, sequence from -711 to +42, containing
one Serum Response Elements (SRE) and one c-AMP Response Elements (CRE) is also
depicted. The U3 region of the 5 LTR of the transfer vector is deleted. The locations of the
WPRE and the HIV flap element are indicated. (B) HTB-54 cells were infected with either a
recombinant lentivirus encoding a c-Jun or a c-Fos promoter/luciferase reporter gene. (C)
Schematic representation of the modular structure of c-Fos and GAL4-c-Fos (D) Schematic
representation of UASSSp12.Iuc that contains a luciferase reporter under the control of a minimal
promoter, consisting of two Sp1 binding sites, a TATA box and an initiator element. Upstream of
the minimal promoter, five GAL4 binding sites (upstream activating sequence, UAS) were
inserted. (E) HTB-54 cells were double infected with a recombinant lentivirus encoding a GAL4-

responsive luciferase reporter gene and a lentivirus encoding GAL4-c-Fos.
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Resultados

Figure 5. Influence of compound 12 on transcription of Egr-1 in HTB-54 cells. (A) Reporter
plasmid that contains four Egr-1 Binding Sites (EBS). (B) HTB-54 cells were infected with a
recombinant lentivirus encoding an EBS24 reporter/luciferase reporter gene. (C) Luciferase
reporter gene controlled by Egr-1 promoter, sequence from -492 to +235 of the human EGR-1
gene, containing one CRE, two proximal and three distal SRE. (D) HTB-54 cells were infected
with a recombinant lentivirus expressing an Egr-1 reporter/luciferase reporter gene. (E)
Luciferase reporter gene controlled by the sequence from -237 to +235 of the Egr-1 promoter,
containing one CRE and two proximal SRE. (F) HTB-54 cells were infected with a recombinant
lentivirus encoding a luciferase reporter gene controlled by a minimal promoter of Egr-1. (G)
Luciferase reporter gene controlled by a minimal promoter consisting of the two proximal SRE
of the Egr-1 promoter. (H) Regulation of a SRE controlled reporter gene by stimulation with

compound 12.
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Resultados

Figure 6. Transcriptional activation potential of Elk-1 is stimulated by compound 2 in
HTB-54 cells. (A) Schematic representation of the modular structure of Elk-1 and GAL4-EIk1.
(B) HTB-54 cells were double infected with a recombinant lentivirus encoding a GAL4-

responsive luciferase reporter gene and a lentivirus encoding GAL4-Elk-1.
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Resultados

Figure 7. Compound 12 stimulates the biosynthesis of Egr-1 in HTB-54 cells. Egr-1
expression was analysed by immunobotting. HDAC1 was used as loading control. DMSO was
used as negative control (vehicle). Serum-starved HTB-54 cells were treated with 10 uM of

compound 12 for 1, 3, 7 and 24 hours.
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Mycorrhizal inoculation affected growth, mineral composition, proteins and sugars
in lettuces biofortified with organic or inorganic selenocompounds.

Sanmartin, C., Garmendia, I., Romano, B., Diaz, M., Palop, J. A., & Goicoechea, N. (2014).
Mycorrhizal inoculation affected growth, mineral composition, proteins and sugars in lettuces
biofortified with organic or inorganic selenocompounds. Scientia Horticulturae, 180, 40-51.

Resumen:

La inoculacion de las lechugas con hongos micorricicos puede aumentar su valor nutricional.
Sin embargo, se desconoce el papel de los hongos micorricicos-arbusculares (HMA) en la
biofortificacién de lechugas con selenio. Nosotros hemos analizado la capacidad de dos
cultivares de lechuga, inoculadas o no con HMA, para acumular selenio en las hojas, tras la
administracién de selenito de sodio o compuestos organoselenados de nueva sintesis. El
selenito de sodio fue el compuesto mas eficaz para incrementar los niveles de selenio en las
hojas, pero provocé una disminucidon de macronutrientes, micronutrientes y proteinas en uno
de los cultivares. Si bien la inoculacién con HMA redujo la acumulacion de selenio en las hojas,
las plantas inoculadas presentaron mayor contenido en minerales, proteinas y/o azlcares, en
relacidn a los controles suplementados con selenio pero no inoculados con HMA. La
inoculacidon con HMA puede afectar negativamente a la biofortificacion con selenio, pero
podria ser adecuada para el cultivo de lechugas en suelos seleniferos. Por ultimo, la
administracién del imidoselenocarbamato mejoré la eficacia de los HMA para favorecer el
crecimiento de las plantas de lechuga en invernadero, asi como para aumentar los niveles de
proteinas y azucares en las hojas de este cultivo.


http://metalib.unav.es:3210/unav?genre=article&isbn=&issn=03044238&title=Scientia%20Horticulturae&volume=180&issue=&date=20141217&atitle=Mycorrhizal%20inoculation%20affected%20growth%2C%20mineral%20composition%2C%20proteins%20and%20sugars%20in%20lettuces%20biofortified%20with%20organic%20or%20inorganic%20selenocompounds&aulast=Sanmart%C3%ADn,%20Carmen&spage=40&sid=EBSCO:ScienceDirect&pid=
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In vitro radical scavenging and cytotoxic activity of novel hybrid selenocarbamates

Romano, B., Plano, D., Encio, I., Palop, J. A., & Sanmartin, C. (2015). In vitro radical scavenging
and cytotoxic activities of novel hybrid selenocarbamates. Bioorganic & Medicinal Chemistry,
23,1716-1727.

Resumen:

Se presenta la sintesis de 30 nuevos derivados selenocianato y diseleniuro que contienen en su
estructura el grupo carbamato, y la determinacion bioldgica de sus propiedades citotdxicas y
antioxidantes. La actividad citotdxica de los nuevos compuestos se ha analizado in vitro frente
un panel de lineas celulares humanas, entre las que se encuentran CCRF-CEM (leucemia
linfoblastica), HT-29 (carcinoma de colon), HTB-54 (carcinoma de pulmadn), PC-3 (carcinoma de
prostata), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), 184B5 (células no malignas derivadas de
glandula mamaria) y BEAS-2B (células no malignas derivadas de epitelio bronquial). La mayoria
de los compuestos mostraron una alta actividad antiproliferativa, con valores de Glso menores
qgue 10 uM en las células MCF-7 CCRF-CEM y PC-3. Las propiedades antioxidantes de los
nuevos selenocompuestos fueron confirmadas por medio de técnicas que determinan la
capacidad de secuestrar radicales libres de DPPH y ABTS.

Basandonos en la actividad peroxidasa de la selenoenzima glutatién peroxidasa (GPx), se
analizé la capacidad de reducir perdéxidos en presencia de tioles de los compuestos 1a, 2e y 2h.
Los resultados sugieren que la accidn antioxidante del compuesto 1a puede mimetizar la
actividad GPx. Los parametros citotdxicos, la actividad antioxidante y el perfil ADME destacan
el compuesto 1a como un candidato prometedor para el desarrollo de nuevos farmacos.


http://metalib.unav.es:3210/unav?genre=article&isbn=&issn=09680896&title=Bioorganic%20&%20Medicinal%20Chemistry&volume=23&issue=8&date=20150415&atitle=In%20vitro%20radical%20scavenging%20and%20cytotoxic%20activities%20of%20novel%20hybrid%20selenocarbamates&aulast=Romano,%20Beatriz&spage=1716&sid=EBSCO:ScienceDirect&pid=
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Thermal analysis of novel selenocarbamates

Romano, B., Palop, J., Sanmartin, C., & Lizarraga, E. (2016). Thermal analysis of novel
selenocarbamates. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, 123(3), 1951.

Resumen:

El elemento traza selenio y sus metabolitos estan siendo valorados en el desarrollo de nuevas
terapias dirigidas a la prevencién y el tratamiento de cancer. Con este objetivo, nuestro grupo
de investigacidén ha presentado recientemente la sintesis de diversas series de nuevos
selenocarbamatos. En este articulo se presenta el analisis térmico de los nuevos compuestos,
llevado a cabo por técnicas de calorimetria diferencial de barrido (DSC en sus siglas en inglés) y
analisis termogravimétrico (TGA). Se propone que la inestabilidad térmica de ciertos derivados
esta relacionada con la liberacidon de metabolitos activos, que en ultima instancia son

responsables de las buenas actividades citotéxicas mostradas por los compuestos.


http://metalib.unav.es:3210/unav?genre=article&isbn=&issn=13886150&title=Journal%20of%20Thermal%20Analysis%20&%20Calorimetry&volume=123&issue=3&date=20160301&atitle=Thermal%20analysis%20of%20novel%20selenocarbamates.&aulast=Romano,%20Beatriz&spage=1951&sid=EBSCO:Publisher%20Provided%20Full%20Text%20Searching%20File&pid=
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Nota: El Apéndice 1 (pag. 289) recoge la relacion de compuestos presentados en
esta memoria, con las referencias utilizadas en los distintos articulos que constituyen los
capitulos centrales. Para facilitar la lectura de la discusion y las conclusiones, se han
utilizado dichas referencias en lugar de los nombres quimicos de los compuestos.

El cancer contintia en la actualidad siendo un problema de salud publica a nivel
mundial. Si bien las tasas globales de mortalidad van disminuyendo, resultado de los
programas de prevencion y deteccion precoz, se prevé que las muertes anuales
relacionadas con el cancer sigan en niveles inaceptables en las proximas décadas.

A la vez que avanza el conocimiento sobre los mecanismos moleculares que
inician el proceso de oncogénesis, se describen nuevas dianas terapéuticas que, en el
mejor supuesto, podrian estar presentes uUnicamente en las células malignas,
conduciendo en un futuro al desarrollo de medicamentos mas especificos y eficaces.
Hay que destacar que, ya en los tltimos afios, la calidad de vida del paciente oncologico
ha mejorado considerablemente con el desarrollo de nuevos tratamientos, conocidos
como terapias dirigidas, mas selectivos y que, por tanto, presentan menos efectos
secundarios indeseables.

Es importante mencionar que estos avances en los cambios celulares que inician el
proceso de carcinogénesis también permiten disefar estrategias de prevencion. Se
conoce la importancia de la dieta en el desarrollo de esta enfermedad y se ha constatado
que dietas ricas en frutas y verduras pueden prevenir el comienzo de este proceso. Este
hecho esta relacionado con el elevado contenido de sustancias antioxidantes presentes
en este grupo de alimentos, que pueden colaborar con los mecanismos celulares en la
proteccion de dafios en el ADN, punto clave de inicio en la transformacion de una
célula normal hacia célula cancerosa.

Como se ha comentado ya en esta Memoria, el selenio es uno de los elementos
mas interesantes por sus comprobadas acciones quimiopreventiva y quimioterapica
ampliamente descritas. Considerado en un principio como un elemento toxico, se
descubrid que forma parte del coédigo genético y estd presente en el organismo humano
formando parte de las selenoproteinas, relacionadas con el mantenimiento redox celular.
La publicacion de un estudio epidemiologico, que relacionaba regiones cuyos suelos
son ricos en selenio, con baja prevalencia de cancer, hizo crecer el interés por este
elemento. Se han programado diversos estudios para valorar la eficacia de la
suplementacion de selenio en la prevencion del cancer, siendo destacable el NPCT
(Nutritional Prevention of Cancer Trial), en el que se confirm6 una disminucion en la
prevalencia de cancer de prostata del 60 % en el grupo que fue tratado con un
suplemento de selenio.

Una amplia revision bibliografica de los compuestos de selenio bioldgicamente
activos, tanto de origen natural como sintético, nos ha conducido al disefio racional de
compuestos hibridos de selenio conteniendo también un grupo carbamato, presente en
numerosos farmacos, con el objetivo de obtener nuevas entidades quimicas con

173



Discusion

potenciales actividades quimiopreventiva y/o quimioterapica. La busqueda
bibliografica, asi como la experiencia previa del equipo, han conducido al disefio de tres
series para su estudio paralelo, en las que el selenio se presenta en la forma quimica de
grupo metilselenourea, selenocianato y diseleniuro respectivamente (Figura 24).

CH; SeCN o o
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Figura 24: Estructuras generales de los nuevos carbamatos selenados.

La presencia del grupo carbamato en todas las series propuestas tiene una
justificacion multiple: aumento de la polaridad de la molécula; actuacion como
conexion entre el grupo central selenado y los extremos activos, de forma que se
aumente la accesibilidad quimica del grupo selenado y, por tltimo, permitir la hidrolisis
o fision de los compuestos, liberando especies anidnicas o radicalicas que puedan actuar
como pro-farmacos. En las tres series se han introducido los mismos grupos
considerados activos en la O-sustitucion de la funcion carbamato, restos alifaticos,
aromaticos o heteroaromadticos, con el fin de explorar la influencia de esta zona de la
molécula en la actividad biologica ejerciendo accion moduladora. Se han sintetizado
siguiendo este disefio quince compuestos para cada serie, anadiendo uno mas a la serie
de metilselenourea, en la que se ha podido aislar un derivado mono-sustituido (16).

Los procedimientos de sintesis se han conseguido optimizar de modo que
presentan cuatro etapas como maximo y las condiciones de reaccion que se emplean en
la mayoria de las reacciones son suaves, sin recurrir a catalizadores costosos y sin ser
necesarias condiciones de presion o temperatura extremas, lo que permite calificar al
proceso sintético de eficiente en términos econdmicos y de tiempo. Una vez
desarrollada la sintesis y con anterioridad a la realizacion de pruebas biologicas, todos
los derivados han sido inequivocamente caracterizados mediante técnicas analiticas
instrumentales de espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear y
espectrometria de masas cuando ha resultado necesario; mediante microanalisis
elemental se ha comprobado que todos los compuestos poseen el grado de pureza
requerido para la realizacion de pruebas bioldgicas.

Tal y como se ha tenido en cuenta desde el propio disefio de las moléculas, es
deseable que los derivados se comporten como pro-farmacos, lo que implica que éstos
presenten la suficiente estabilidad durante el transporte de manera que pueden llegar
inalterados a la célula pero que, una vez en el &mbito celular, puedan suftrir procesos de
fision o hidrdlisis conducentes a la liberacion de fragmentos activos. En un intento de
evaluacion de la estabilidad de los compuestos, se determinaron algunas de sus
caracteristicas térmicas, mediante analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria
diferencial de barrido (DSC). La interpretacion de los datos obtenidos muestra una
mayor estabilidad para los compuestos tipo selenocianato y diseleniuro (1a-o y 2a-o),
sin apreciarse grandes diferencias al comparar estas dos series. Los compuestos Se-
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metilselenourea (1-16), menos estables en general, presentan mayor variabilidad entre
ellos. Los compuestos con O-sustitucion alifatica del grupo carbamato (1-6) se muestran
como los mas inestables y presentan una etapa degradativa por debajo de 100 °C, que
puede atribuirse a la pérdida de un metilo. Ante la sospecha, basada en su estructura, de
que estos compuestos pudiesen liberar en el interior celular metilselenol, uno de los
metabolitos del selenio mas activos en un mecanismo de accion ampliamente descrito,
se disefid un estudio para el seguimiento de esta posible liberacion usando técnicas de
cromatografia gaseosa con deteccion de masas (GC-MS). En condiciones favorables de
hidrolisis, los compuestos de la serie Se-metilselenourea analizados producen la
liberacion de metilselenol, que se oxida posteriormente a diseleniuro de dimetilo
detectado en GS-MS, resultado que apoya nuestra hipdtesis de que los compuestos
sintetizados puedan actuar como pro-drogas.

La actividad citotoxica de todos los derivados sintetizados se ha evaluado en un
panel representativo de lineas celulares tumorales, que incluye tumores liquidos, sélidos
y dependientes de hormonas: adenocarcinoma de mama (MCF-7), carcinoma de colon
(HT-29), leucemia T-linfoblastica (CCRF-CEM), carcinoma de prostata (PC-3) y
carcinoma de pulmén (HTB-54). Los compuestos 1-16 se han ensayado ademas en una
linea celular de leucemia linfocitica (K-562), que resultd ser la linea celular mas
resistente a la accién de los compuestos, por lo que decidimos no evaluar en estas
células los compuestos 1a-0 y 2a-0. De los cuarenta y seis compuestos sintetizados,
hasta cuarenta y cinco presentan valores de Glsy inferiores a 10 uM en alguna de las
lineas celulares tumorales humanas ensayadas de donde se puede concluir que es
remarcable la capacidad antiproliferativa de estos compuestos. En general, la linea
celular de leucemia T-linfoblastica CCRF-CEM resulta la més sensible al tratamiento
con los derivados carbamatos selenados. Una primera aproximacion a la relacion
estructura-actividad muestra que los derivados que contienen el grupo Se-
metilselenourea (1-16) poseen un mayor poder antiproliferativo, en comparacién con
sus analogos selenocianato y diseleniuro, en todas las lineas celulares ensayadas,
presentando todos los compuestos valores de Glso menores que 10 uM en al menos tres
de las lineas celulares tumorales analizadas.

En las lineas celulares leucemia T-linfoblastica (CCRF-CEM) y adenocarcinoma
de pulmon (HTB-54), la mayoria de los compuestos de estructura Se-metilselenourea
(1-16) presentan valores inferiores a 10 uM en los tres parametros citotoxicos
evaluados, mostrando especialmente una gran capacidad antiproliferativa. De acuerdo
con los resultados de analisis térmico y GS-MS presentados, la mayor actividad
citotoxica de los compuestos 1-16 podria deberse a la liberacion de metilselenol tras la
hidrolisis de las moléculas en el medio acuoso celular. Esta idea se sustenta en que los
compuestos que mayor cantidad de metilselenol liberan, de forma prolongada en el
tiempo, 2 y 3, son ademas dos de los compuestos mas citotdoxicos y antiproliferativos.

Como se ha comentado anteriormente, uno de los mayores problemas de los
quimioterapicos en uso es la existencia de efectos adversos sobre las células sanas, es
decir, falta de especificidad en la actuacion exclusiva sobre las células tumorales.
Aunque también es cierto que, por las caracteristicas dramaticas de la enfermedad, no
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deberia excluirse un potente antineopldsico por el hecho de no ser selectivo. Sin
embargo, como una aproximacion a este problema, parece procedente la valoracion de
la toxicidad de un farmaco potencial en lineas celulares no tumorales. Se han
investigado comportamientos de los compuestos presentados en esta Memoria sobre
lineas sanas de mama (184B5) y de pulmén (BEAS-2B), para evaluar el indice de
selectividad (SI) in vitro y considerarlo como un parametro importante para la seleccion
de lideres. El analisis de estos datos muestra que los compuestos 1-16 presentan
selectividad in vitro en pulmon, siendo los compuestos 2 (Slgiso= 11, Sltgi=9, Slicso=
8) y 12 (Slgiso= 5, Sltai= 7, Slicso= 8) los mas selectivos. También en este aspecto,
como en otros datos descritos hasta el momento, se pone de manifiesto la superioridad
terapéutica de los compuestos de la serie Se-metilselenourea al compararlos con las
otras series desarrolladas.

Con el fin de realizar una primera aproximacion al mecanismo de accion por el
cual los compuestos 1-16 ejercen su accion citotoxica se seleccionaron los compuestos
mas activos y selectivos, siendo estos los referidos como 2 y 12, y las lineas celulares
que resultaron mas sensibles a la accion de estos compuestos, CCRF-CEM y HTB-54.
Tomando como referencia la capacidad anticancerosa descrita para el metilselenol, se
procedid a la valoracion de la influencia de estos compuestos en el desarrollo del ciclo
celular y la induccién de apoptosis. Los resultados del estudio del ciclo celular muestran
que el compuesto 2 es capaz de bloquear el ciclo celular, en la fase Go/G; en células
CCRF-CEM, y en la fase Go/M en células HTB-54. Ademas, el compuesto 2 induce un
proceso de muerte celular apoptotica dependiente de caspasas en células CCRF-CEM y
HTB-54, que es funcion de la concentracion y del tiempo de exposicion al compuesto.

Considerando que el arresto del ciclo celular y la induccion de apoptosis
constituyen la consecuencia final de la accidon de estos compuestos, se decidio evaluar el
efecto de 2 y 12 en la transcripcion y actividad de AP-1 y Egr-1. Estos dos factores de
transcripcion estan ligados a la respuesta celular a condiciones de estrés y acumulacion
de ROS, por lo que se propone que puedan estar involucrados en las primeras etapas de
la accion citotoxica de los derivados Se-metilselenourea. Los primeros resultados
apuntan a un incremento en la transcripcion y actividad transcripcional de AP-1 y Egr-1
en las células HTB-54 tratadas con 12. El tratamiento de las células con 12 también
aumenta los niveles de expresion de Egr-1, cuyos niveles basales son indetectables, tras
1 hora de incubacion. Este tiempo de respuesta concuerda con los datos de la
bibliografia y sugiere que la respuesta de Egr-1 al tratamiento es rapida, poniendo en
marcha la cascada de sefializacion que finalmente termina con la induccion de
apoptosis. La profundizacion posterior en este aspecto de la investigacion, tendria como
objetivo la confirmacion de estos datos iniciales y la determinacion temporal de toda la
via de senalizacion.

Una segunda idea reflejada en la hipotesis que activd desde el principio este
trabajo de investigacion, es la de esperar que la asociacion estructural en moléculas de
nueva sintesis, del elemento selenio bajo distintas funcionalizaciones y el grupo
carbamato, completada con la presencia de fragmentos de probada actividad bioldgica,
confiriese a dichas moléculas caracter antioxidante y, en caso de cumplirse esta
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prediccion, los nuevos compuestos podrian ser candidatos para su uso como potenciales
quimiopreventivos.

Tomando como base la importante actuacion redox de las selenoproteinas en el
funcionamiento del organismo humano, puede admitirse que la accion antioxidante de
un compuesto selenado podria ser un buen indicio de su comportamiento como
quimiopreventivo. Con este objetivo presente, se procedid al andlisis como
antioxidantes de los compuestos que contienen grupos cianoselanilo y diseleniuro, 1a-o
y 2a-0, grupos cuya actividad antioxidante ha sido ampliamente descrita, mediante dos
técnicas colorimétricas. Ambas técnicas determinan la capacidad de los compuestos de
secuestrar radicales libres del medio. Todos los compuestos analizados fueron capaces
de eliminar, radicales libres, destacando en esta accion los compuestos diseleniuro. La
mayor capacidad antioxidante mostrada por los derivados 2a-o podria deberse a la
ruptura homolitica del enlace Se-Se de los mismos, que podria liberar radicales libres
selenados estables capaces de reaccionar con los radicales presentes en el medio,
mimetizando la captacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Por otro lado,
considerando la accion de las selenoenzimas Glutation peroxidasa (GPxs), se quiso
valorar si la accion antioxidante de estos compuestos podria seguir un mecanismo de
eliminacion de peroxidos similar al de estas enzimas. Los resultados de este estudio
sugieren que el compuesto 1a puede reducir perdxidos siguiendo un mecanismo de
accion catalitico similar al de las GPx.

Teniendo en cuenta los estudios que relacionan areas geograficas con un mayor
contenido natural de selenio en suelo, con una menor prevalencia de cancer, se disefio
un estudio de biofortificacion de vegetales con selenocompuestos inorganicos y
organicos de nueva sintesis en colaboracién con un grupo de investigacion de Fisiologia
Vegetal. La administracion del compuesto N,N'-bis(4-fluorofenoxycarbonyl)
imidoselenocarbamato de metilo (compuesto 11), elegido por su contenido en fluor,
elemento presente en multiples fertilizantes, en plantas de lechuga inoculadas con
hongos micorricicos-arbusculares (HMA) provocd una mejora de la eficacia de dichos
HMA para favorecer el crecimiento de las plantas de lechuga en invernadero, asi como
para aumentar los niveles de proteinas y azucares en hoja de este cultivo. Conociendo el
papel fundamental que juega la dieta en el desarrollo del cancer y el auge en el mercado
de los alimentos funcionales, se presenta esta experiencia como una primicia en el
prometedor campo del desarrollo de terapias quimiopreventivas relacionadas con la
alimentacion.

En resumen, en el marco de una linea de investigacion en el area del cancer, se
han disefiado tres nuevas series de compuestos, aparentemente dispares entre ellas pero
respondiendo a unos parametros estructurales comunes que se han previsto como
farmacoforos: presencia del elemento selenio, uso de un link carbamato y sustituyentes
variados que permiten modulacioén, si bien, se han asociado en formas quimicas
diferentes en las tres series. Este disefio dirigido permite esperar en hipotesis
comportamientos y actividades interesantes en el area oncolodgica aunque sea a nivel
muy preliminar.
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Resuelta la sintesis y preparado un nimero suficiente de compuestos de cada serie con
los requerimientos biologicos adecuados para su ensayo, se han explorado sus
posibilidades biologicas de actuacion. Los resultados muestran que, segun sus
estructuras, unos compuestos han presentado un interesante caracter antioxidante, otros
se comportan como agentes antiproliferativos potentes en distintas lineas celulares
tumorales y algunos muestran citotoxicidad con valores de alta actividad.

Ademas, se ha realizado algun sondeo en cuanto a mecanismos de acciéon y se han
valorado posibilidades de actuacion en enriquecimiento de alimentacion funcional de
algin compuesto.

Basandose en estos resultados, el trabajo realizado, ademas de elevar a categoria de tesis
la hipdtesis de partida, ha permitido al grupo:

1. Realizar una modesta aportacioén al conocimiento en un area tan sensible como es el
cancer.

2. Extraer valiosas conclusiones sobre la relacion estructura-actividad que abren
prometedoras vias de continuidad en el grupo.

3. Completar la formacion para la investigacion de la doctoranda.

4. Contribuir al desarrollo de la quimica de un elemento de tan alto potencial biologico
como es el selenio.

5.Y desarrollar una investigacion ampliamente multidisciplinar de forma integrada.

Por todo lo cual, se consideran alcanzados los objetivos deseables para una Tesis
Doctoral en Quimica Médica.
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El desarrollo de este proyecto de investigacion y los resultados experimentales
obtenidos han dado lugar a las siguientes conclusiones:

1. La hipotesis de partida, consistente en atribuir cardcter antioxidante y
propiedades citotoxicas y antiproliferativas a moléculas organicas hibridas que
contengan en su estructura elemento selenio y grupo carbamato, se ha cumplido.

2. Se ha confirmado la viabilidad de los esquemas de sintesis quimica propuestos
para la obtencion de los compuestos objetivo, aunque los rendimientos obtenidos
no han sido altos.

3. Para la identificacion inequivoca de estos nuevos compuestos han resultado
eficaces las técnicas instrumentales habituales de espectroscopia infrarroja,
resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas. Todos los compuestos
se han conseguido con el grado de pureza requerido para la realizacion de pruebas
biologicas fiables y reproducibles.

4. Las técnicas de Analisis Térmico aplicadas permiten atribuir una mayor
estabilidad a los derivados conteniendo grupos cianoselanilo y diseleniuro que a
los Se-metilselenourea. La inestabilidad de estos Ultimos es atribuible a la
fragmentacion de la molécula, que conlleva a la liberacion de metilselenol. Esta
liberacion se ha podido comprobar mediante analisis por cromatografia de gases
con deteccion de espectrometria de masas.

5. De los cuarenta y seis compuestos sintetizados, cuarenta y cinco han
presentado valores de Glso inferiores a 10 uM en alguna de las seis lineas
celulares tumorales humanas en las que se ha valorado la citotoxicidad,
corroborando la hipotesis planteada.

6. Los derivados que contienen el grupo metilselanilo (1-16) poseen un mayor
poder citotoxico, en comparacion con sus analogos cianoselanilo y diseleniuro, en
todas las lineas celulares ensayadas, presentando todos los compuestos valores de
Glso menores que 10 uM en al menos tres de las lineas celulares tumorales
analizadas. En las lineas celulares CCRF-CEM y HTB-54, la mayoria de los
compuestos 1-16 han presentado valores menores que 10 uM en todos los
parametros citotdxicos, mostrando una gran accion antiproliferativa.

7. La valoracion de la selectividad, realizada in vitro en lineas celulares no
tumorales, arroja unos resultados prometedores para los compuestos 1-16, no
encontrando selectividad en los compuestos 1la-o, 2a-o. Los indices de
selectividad (SI) en las lineas de pulmén han permitido seleccionar dos
compuestos lideres, el compuesto 2 y el compuesto 12, con indices de selectividad
comprendidos entre 5y 11.

8. La mayor actividad citotoxica de los compuestos, unida a la selectividad que
presentan in vitro en pulmon, pone de manifiesto la superioridad terapéutica de
los compuestos que contienen el nucleo metilselanilo. El compuesto metil N,N'-
bis(propoxicarbonil)imidoselenocarbamato (2) con actividad citotoxica y
selectividad altas, es ademds el derivado que libera mayor cantidad de
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metilselenol de forma prolongada en el tiempo, corroborando la hipdtesis
planteada en este trabajo de que la hidrolisis de la molécula libera el fragmento
activo.

9. El compuesto metil N,N"-bis(propoxicarbonil)imidoselenocarbamato induce un
proceso de muerte celular apoptdtica en células de leucemia y cancer de pulmon,
dependiente de la concentraciéon y del tiempo de exposicion al compuesto.
Ademads, en cé¢lulas HTB-54, se ha demostrado que estan involucradas las
caspasas en este proceso de muerte celular. Asimismo, dicho compuesto es capaz
de bloquear el ciclo celular, en la fase G¢/G; en células CCRF-CEM, y en la fase
G,/M en células HTB-54.

10. El compuesto metil N, N-bis(benziloxicarbonil)imidoselenocarbamato induce
un aumento en la transcripcion de AP-1 y Egr-1, mediado por Elk-1. Se ha
comprobado que a nivel de proteina, 12 induce la biosintesis de Egr-1, de forma
temporal, con un pico de expresion 1 hora después del tratamiento.

11. Las propiedades antioxidantes de los derivados cianoselanilo y diseleniuro,
valoradas como mecanismo quimiopreventivo, han sido confirmadas. La mayor
capacidad antioxidante ha sido mostrada por los derivados diseleniuro y puede
deberse a la ruptura homolitica del enlace Se-Se.

12. En una investigacion colateral sobre el comportamiento de estos nuevos
derivados selenados, se ha podido establecer que la administracion como nutriente
del compuesto metil N,N'-bis(4-fluorofenoxicarbonil)imidoselenocarbamato en
dos cultivares de lechuga en crecimiento, inoculadas con hongos micorricicos-
arbusculares (HMA) mejora la eficacia de dichos HMA favoreciendo el
crecimiento de las plantas en invernadero, asi como aumentando los niveles de
proteinas y azucares en hoja de este cultivo.
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1. Relacion de estructuras sintetizadas en este trabajo de

investigacion
Ref. Nombre Estructura
CHy
. —_ . e 0O Se o
1 Metil N,N'-bis(etoxicarbonil)imidoselenocarbamato o )LN/)\H J\o /\
CH;
) Metil N,N'- 0 Se O
bis(propoxicarbonil)imidoselenocarbamato \/\O)LN/)\HJ\O/\/
CH;
3 Metil N,N'-bis(butoxicarbonil)imidoselenocarbamato Moin jﬁio/\/\
CHy
4 Metil N,N'— O Se O
bis(hexiloxicarbonil)imidoselenocarbamato /\/\/\OJ\N/)\HLO/\/\/\
CH;
Metil N,N'- O Se O
S bis(isobutoxicarbonil)imidoselenocarbamato OJLN/)\NJ\O/
ey ey
CHy
. e g e 0 Se o
6 Metil N,N'-bis(aliloxicarbonil)imidoselenocarbamato o )J\N/)\H )J\o o
CHy
. ' s . e 0 Se o
7 Metil N,N"-bis(fenoxicarbonil)imidoselenocarbamato @0 )J\N/)\H J\o @
8 Metil N,N'-bis(4- H3c°©\ o s: Hi) ©°°H3
metoxifenoxicarbonil)imidoselenocarbamato O)LN/)\HLO
Metil N.N"-bis(4- HsC o &% cHy
? metilfenoxicarbonil)imidoselenocarbamato \O\OJLN/)\HJ\O/O/
3
Metil N,N'-bis(4- cl 0 se o Y
’ |
10 clorofenoxicarbonil)imidoselenocarbamato \@OJ\N/ \\(
Metil N,N"-bis(4 F - F
etil N,N'-bis(4- O Se O
1 gL

fluorofenoxicarbonil)imidoselenocarbamato
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CH,
12 Metil N,N'- j\ j\e i
bis(benziloxicarbonil)imidoselenocarbamato g 0" N" N 0/\©
CH;
Metil N,N"-bis(4- TrEn
13 5
nitrobenziloxicarbonil)imidoselenocarbamato o N °
WO RAS!
CH,
_ ' 0O se o
14 ' M'etzl N,N —ézs(9H—ﬂuoren—9— O. OJ\N/XHJKO .O
ilmetoxicarbonil)imidoselenocarbamato O O
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Metil N-(1,1-dioxobenzo[b]tiofen-2- OL r
15 . . Ly . \ 0~ "N°NH
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o ~_-SeCN
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H
o SeCN
1b Propil N-(4-cianoselenilfenil)carbamato ~o J N /©/
H
o SeCN
1c Butil N-(4-cianoselenilfenil)carbamato /\/\OJ\NQ
H
o SeCN
1d Hexil N-(4-cianoselenilfenil)carbamato NN J@/
H
o SeCN
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o SeCN
1f Alil N-(4-cianoselenilfenil)carbamato ~o )LN /©/
H
o SeCN
1g Fenil N-(4-cianoselenilfenil)carbamato @ OJLN O/
H
HyCO._ - SeCN
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H
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4-Metilfenil N-(4-cianoselenilfenil)carbamato

hidrochloride
cl o SeCN
1j 4-Clorofenil N-(4-cianoselenilfenil)carbamato \O\ OJLN O
H
F SeCN
1k 4-Fluorofenil N-(4-cianoselenilfenil)carbamato \Qo JOLN J@/
H
o SeCN
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O,N
o SeCN
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o - SeCN
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\_\ _«0
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