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Resumen

El formaldehido es un compuesto quimico electréfilo altamente reactivo, subproducto de
importantes reacciones metabdlicas y presente en nuestro entorno como contaminante
ambiental. Si bien se consideraba la formacién de enlaces aberrantes entre cadenas de ADN
o entre ADN y proteinas como el unico mecanismo de dafio importante por el cual causaba
citotoxicidad, mutaciones inactivantes de genes codificantes para enzimas que detoxifican
formaldehido dan lugar a sindromes hereditarios con insuficiencia de la médula dsea,
inclusive en presencia de mecanismos activos dedicados a la reparacién del dafio al ADN.
Esto sugirié que debian existir otros mecanismos diferentes por el cual el formaldehido logra
causar citotoxicidad, lo cual se vuelve de gran relevancia en un contexto de cancer donde la
alta tasa metabdlica promueve su presencia y convierte a sus mecanismos de dafo y
defensa en potenciales blancos terapéuticos.

Inicialmente se propuso evaluar si el formaldehido causa una desregulacién del equilibrio
redox celular y, de ser asi, como se ve involucrado el glutation. Se descubrié que la reaccion
espontanea entre formaldehido y glutation altera el potencial redox de este ultimo, y que la
activa sintesis de glutation se vuelve esencial para la supervivencia celular ante tratamientos
con formaldehido. A su vez, de entre un panel de lineas celulares tumorales mas variado,
se logré identificar que las células A549 de adenocarcinoma de pulmén eran las Unicas que
no dependen completamente del glutatibn para sobrevivir a los tratamientos con
formaldehido. Por el contrario, si dependen fuertemente de la activa entrada de cistina al
interior celular, proceso que se encuentra mas activo en estas células al contar con altos
niveles de actividad del factor de transcripcion NRF2. Finalmente, trabajando con células
A549 en un modelo de membrana corioalantdica de pollo, se observé que la inactivacion
simultanea de la importacion de cistina y la sintesis de glutation permite una reduccion

notoria en el tamarfo de los tumores formados a partir de células A549.
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Todo esto sugiere que el metabolismo del glutation adquiere un rol muy importante en los
mecanismos de defensa contra el formaldehido en células tumorales, pero que estos
mecanismos pueden reconfigurarse en tumores con alta actividad de NRF2. Asi, el disefio
de estrategias terapéuticas con multiples inhibidores de dicho metabolismo requerira

estudiar y considerar las alteraciones propias de cada caso.

Abstract

Formaldehyde is a highly reactive electrophilic chemical compound, a byproduct of important
metabolic reactions, and present in our environment as an environmental pollutant. While the
formation of aberrant cross-links between DNA strands or between DNA and proteins was
initially considered the only major mechanism of damage through which it caused
cytotoxicity, inactivating mutations in genes encoding enzymes that detoxify formaldehyde
lead to hereditary syndromes characterized by bone marrow failure, even in the presence of
active DNA repair mechanism. This suggested that other mechanisms must exist through
which formaldehyde induces cytotoxicity, which becomes highly relevant in a cancer context,
where the high metabolic rate promotes its presence and turns its damage and defense
mechanisms into potential therapeutic targets.

Initially, it was proposed to assess whether formaldehyde causes a dysregulation of cellular
redox balance and, if so, how glutathione is involved. It was discovered that the spontaneous
reaction between formaldehyde and glutathione alters the redox potential of the latter and
that active glutathione synthesis becomes essential for cell survival under formaldehyde
treatments. Furthermore, among a diverse panel of tumor cell lines, it was identified that
A549 lung adenocarcinoma cells were the only ones that did not completely depend on
glutathione to survive formaldehyde treatments. Instead, they strongly rely on the active
cystine import, which is overactivated in these cells due to high levels of NRF2 transcription
factor activity.

Finally, working with A549 cells in a chicken chorioallantoic membrane model, we observed
that the simultaneous inactivation of cystine import and glutathione synthesis resulted in a
significant reduction in the size of A549-derived tumors.

All these findings suggest that glutathione metabolism plays a crucial role in formaldehyde
defense mechanisms in tumor cells, but that these mechanisms can be reconfigured in
tumors with high NRF2 activity. Thus, designing therapeutic strategies with multiple inhibitors
of these metabolic pathways will require studying and considering the specific alterations in

each case.
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Figura 1 — Reaccidén del formaldehido con grupos amino y tioles, promovido por la densidad de
carga positiva en su grupo carbonilo. Estas reacciones causan dafio en macromoléculas de
importancia como el ADN y proteinas. Adaptado de Reingruber et al".
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Figura 2 — Daiio causado por formaldehido y respuesta celular. (A) Mecanismos de respuesta al
formaldehido, tanto para la prevencion de dafios como la reparacion de los mismos. (B)
Resultados aberrantes posibles de la reaccion entre formaldehido, ADN o proteinas; y
mecanismos de reparacion especificos asociados a cada caso. (B) adaptado de Yagi et al".
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Condiciones fisiopatologicas humanas asociadas a la toxicidad del
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Figura 3 — Flujo del formaldehido. Se muestra su origen, detoxificacion e ingreso al ciclo de 1-
carbono. Adaptado de Morellato et al*®.
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Figura 4 — Esquema
de la via de sintesis
del glutatiéon. Se
indican las fuentes
de obtencion de
cisteina, el
precursor limitante,
y los pasos de
sintesis catalizados
por GCL y GSS.
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Figura 5 — Funciones principales del glutation en el normal funcionamiento celular.
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Alteracion de su metabolismo en un contexto tumoral
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Figura 6 — Mecanismos dependientes de NRF2 asociados a la promocion del crecimiento tumoral
y la resistencia a terapias.
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Figura 7 — Mecanismos alterados que causan activacion de NRF2 en un contexto tumoral.
Adaptado de Wu et al"°.
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Estrategias terapéuticas para el cancer asociadas a su metabolismo
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A Evaluar formacién

o Evaluar rol del Evaluar cuan Proponer y evaluar
de HSMGSH en el || / metabolismo del conservado es dicho estrategias de
entorno intracelular /C\ GSH en la defensa rol en distintos inhibicion multiple
H H GSH contra FA tipos de tumores

- @) Yie) \v¥

voo¥
LMM_’E HSMGSH /m

X X
—
—
ADHS5
SFGH
GSH
Formiato

Figura 8 - Objetivos especificos del proyecto, presentados en su hipotético orden jerarquico y cronolégico.
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Constructo
p458-sgRNA- (hADH5 0 hGCLM)

9292 bp

Figura 9 — Constructos utilizados en la obtencién de lineas celulares knock-out. Se muestran
esquemas simplificados de los constructos generados al clonar las secuencias guias en los
plasmidos p458 (A) y pU6-EF1a-mCherry (B). En azul se resaltan las regiones de insercion del
sgRNA correspondiente.
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Figura 10 - Constructos utilizados en la obtencidn de lineas celulares de sobre-expresion estable.
Se muestran esquemas simplificados de los constructos generados al clonar las secuencias
codificantes (cDNA) de hGCLM en el plasmido pAAVS1-PC-mCherry-FLAG (A) y de hKEAP1 en
pLOC-FLAG (B). En azul se resaltan las regiones de insercion del sgRNA correspondiente.
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PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)
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Cuantificacion del contenido total de GSH
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Cuantificacion de la formacién de HMSGSH por UPLC-HRMS
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Cuantificacion del ritmo de importacion de cistina
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Ensayos en modelo de membrana corioalantoide de pollo (CAM)
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“El importante rol del glutation en la

prevencion de la toxicidad causada por
formaldehido”
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La actividad de ADH5 previene la citotoxicidad de formaldehido en células
tumorales humanas
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Figura 11 — Obtencion de células HCT116 deficientes en ADH5. Se muestra la estructura del gen
ADHS5, el exdn afectado, la secuencia diana y el sgRNA utilizado (A). Por otro lado, se muestran
las imagenes derivadas del wester blot realizado para el chequeo de los clones obtenidos.
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Figura 12 - Ensayos de viabilidad comparando células WT contra AADH5. Se muestran la
viabilidad (calculada en cada caso respecto a la condicidn sin tratar) en funcién del logaritmo de
las concentraciones de formaldehido utilizadas para células HCT116 (A) y Nalmé (B). Se
representan, ademads, la regresion no-lineal calculada (lineas conectoras), la comparacion
estadistica realizada por 2way-ANOVA (método Tukey) y los IC50 (LMFA) calculados para cada
caso (C).
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Cabe destacar también que, con la intencion de evaluar cudn conservada es la
importancia de ADH5 en los mecanismos de defensa contra FA, colaboradores de
nuestro grupo de investigacion en Colonia (Alemania) a cargo del Dr. Bjérn
Schumacher, lograron observar fenotipos similares al obtener gusanos C. elegans
deficientes en el gen H24K24.3, ortélogo de ADH5, y exponerlos a FA#,
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https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/acute-lymphocytic-leukemia/symptoms-causes/syc-20369077
https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/acute-lymphocytic-leukemia/symptoms-causes/syc-20369077

Pese a esa similitud, ante

similares tratamientos con FA nuestro grupo de

investigacion no logro observar un aumento en la fosforilacion del marcador
de dafio al DNA y-H2AX en células deficientes en ADH5,
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Figura 13 — Ensayos de viabilidad con N6022. Se muestran las viabilidades (media +/- SEM) de
base para cada linea celular en presencia del inhibidor (A) y los resultados obtenidos al tratar
con FA en presencia y ausencia del inhibidor (B y C). Se representan, ademas, la regresion no-
lineal calculada (lineas conectoras), la comparacion estadistica realizada por 2way-ANOVA
(método Tukey) y los IC50 (LMFA) calculados para cada caso (D).}
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Figura 14 — Ensayos de viabilidad comparando células
Nalmé WT, AADH5 y AFANCB. Se representan la
media +/- SEM, las regresiones no-lineales calculadas
y los asteriscos correspondientes a la comparacion
estadistica entre WT y AFANCB realizada por 2way-
ANOVA (método Tukey). Todas las comparaciones
entre AADH5 y AFANCB resultaron no significativas.

1.0 1.5
log10 FA(uM)

Py




oy anY I (2R24 Sala ISadtil-R2a RSY 2al-2y 1jizS 15 1p LISHSYS fI- (2(2EI0IRI-R RSt
CY IyOflzaldS Sy  LISaSyOil- RS SHOISyiSa Y SOIyIaY 24 RS NSLIMI-OIsy RSt 15b 21 2
ljizS 54 2 Y'Y 2 453Gy t2 204S001-R2 Sy 0Sfiztl-d bI€Y cl Sy 1aSyON- RS RI-32 I 5b 14
9ai2 y24 \YLlztas I+ LNSazyll 1jizS Y'SOIyiaY' 24 RS RI-32 Sall-oly OldzalyR2 24
1Sy2iilLi24 RS aSyaloMiRIR 20aSN01-R24 I (-1 02y C 1o

La formacidn in vivo del aducto S-hidroximetil-glutation (HSMGSH) coincide
con un desbalance del potencial redox del glutation
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Figura 15 - Determinacion de HSMGSH enddgeno por espectrometria de masas (UPLC-HRMS).
Se muestra el flujo de trabajo (A); las determinaciones absolutas de HSMGSH, GSH, GSSH y
GSH+GSSG calculadas como areas de pico relativas a la cantidad de células viables (B); la
cantidad de HSMGSH relativa a GSH total (C); y la cantidad de GSH relativa a GSSG (D). En
todos los casos n=9 y los asteriscos derivan de una prueba de Mann-Whitney. Las lineas de
cada diagrama de caja representan la media, los limites externos refieren a los percentiles 25 y
75, y los bigotes los valores extremos obtenidos.
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Cabe destacar también que, en un trabajo que es parte del proyecto de Carla

Umansky, se pudo evaluar con multiples sondas la formacion de especies reactivas

del oxigeno en células HCT116 ante tratamientos con FA. Ambas, diacetato de 2°,7’-

diclorofluoresceina (H2DCFDA, sensora de especies oxidantes) y dihidroetidio (DHE,

sensor de superoxido y otras especies oxidantes), mostraron una clara acumulacion

de ROS solo en células deficientes en ADH5, sugiriendo que esto sucede como

consecuencia de la presencia de FA no metabolizado. En linea con esto, se lograron

obtener células HCT116 que expresaran constitutivamente la proteina sensora

Grx1-roGFP2, tanto en su version citoplasmdtica como en su version con exclusiva

localizacion mitocondrial. Lecturas de la oxidacion de estas proteinas por

citometria de flujo permitieron observar una clara induccion de la sefnal

mitocondrial en células wild type y deficientes en ADH5, asi como en el citoplasma

de células deficientes en ADH5,
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Figura 16 - Compuestos antioxidantes de naturaleza tidlica logran revertir la toxicidad del FA. Se
muestran los esquemas de tratamiento (A) y resultados correspondientes a ensayos de
viabilidad con células HCT116 ante 0-150 uM de FA en combinacién simultanea con TROLOX, Et-
GSH y NAC (B), o diferida con NAC (C). Los datos representan la media +/- SEM y los asteriscos
corresponden a la comparacidon estadistica entre condiciones realizada por 2way-ANOVA
(método Tukey). Todas las comparaciones entre AADH5 y AFANCB resultaron no significativas.

Antioxidantes tidlicos previenen la citotoxicidad del formaldehido
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Cabe mencionar también que, bajo este mismo esquema de co-tratamiento y

gracias a la naturaleza adherente de las células HCT116, como parte del proyecto

de Carla Umansky logramos observar el mismo patron de rescate en la capacidad

de formacion de esferas ante tratamientos con 150uM de FA, siendo las células

deficientes en ADH5 solamente capaces de formarlas cuando, al mismo tiempo, se

suplementaba NAC o Et-GSH. De la misma manera, dicha suplementacion aumento

considerablemente el tamafo y cantidad de las esferas formadas por las células

HCT116 wild type. Este efecto no se observo al suplementar el medio con

TROLOX,
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La activa biosintesis del glutation es requerida para limitar la citotoxicidad
del formaldehido
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Figura 17- Bloqueo de la sintesis de GSH con el inhibidor L-BSO. Se esquematiza la via de sintesis
de GSH y el bloqueo que L-BSO ejerce sobre él (A), el perfil de sensibilidad de las células HCT116
y Nalmé6 al inhibidor (B), y lo niveles de GSH determinados con el kit comercial GSH-Glo en
células HCT116 al utilizar L-BSO en la concentracidon elegida para ensayos de viabilidad (C).
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Figura 18 - Ensayos de viabilidad combinando FA con L-BSO. Se muestran las viabilidades de
base obtenidas ante 100uM y 50uM de L-BSO en células HCT116 y Nalme6, respectivamente (A);
las viabilidades observadas ante concentraciones crecientes de FA en presencia y ausencia de L-
BSO para células HCT116 (B) y Nalmé6 (C), junto con los IC50s calculados en cada condicién
evaluada (D); y los fenotipos de sensibilidad observados ante dos concentraciones de FA para
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células HCT116 (E) y Nalm6 (F) en presencia y ausencia de L-BSO , ambas en sus variantes wild
type y AADH5. Los datos representan la media +/- SEM y los asteriscos corresponden a la
comparacion estadistica entre condiciones realizada por 2way-ANOVA (método Tukey).
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Figura 19 - Obtencién de la linea celular HCT116 AGCLM y HCT116 AADH5/AGCLM. Secuencias
diana seleccionada y sgRNA disefiado para su clonado en el plasmido p458 (A). Chequeo por WB
de los clones obtenidos (B).
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Figura 20 - Ensayos de viabilidad con células deficientes en GCLM. Se esquematiza la via de
sintesis de GSH y el bloqueo que la ausencia de GCLM ejerce sobre él (A); los niveles de GSH
determinados con el kit comercial GSH-Glo en células HCT116 wild type y HCT116 AGCLM (B); los
resultados obtenidos en ensayos de viabilidad para dichas lineas celulares ante concentraciones
crecientes de FA (C); y las viabilidades obtenidas ante dos concentraciones puntuales de FA al
evaluar las células HCT116 wild type, HCT116 AADH5, HCT116 AGCLM y HCT116 AADH5 AGCLM
(D). Finalmente, se muestran los IC50s calculados en cada caso. Los datos representan la media
+/- SEM y los asteriscos corresponden a la comparacion estadistica entre condiciones realizada
por 2way-ANOVA (método Tukey).
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Figura 21 - Ensayos de formacion de esferas y colonias con células HCT116. Se muestran
fotografias representativas de los ensayos para formacion de esferas ante concentraciones
crecientes de FA y suplementacién con L-BSO, tanto para células WT como AADH5 (A); ensayos
de formacion de esferas ante FA con células AGCLM y AADH5AGCLM (B); ensayos de formacion
de colonias, nuevamente, al tratar con FA en combinacion con L-BSO (C) y con células AGCLM y
AADH5AGCLM (D); y las cuantificaciones correspondientes a los ensayos de formacion de
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colonias (E y F). Los datos representan la media +/- SEM y los asteriscos corresponden a la
comparacion estadistica entre condiciones realizada por 2way-ANOVA (método Tukey).
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Figura 22 - Ensayos de viabilidad con células HCT116 AGCLM pGCLM complementadas. Se
muestran los ensayos de viabilidad, tanto para células HCT116 pGCLM (A) como para HCT116
AADH5 pGCLM (B) con sus correspondientes comparaciones. A su vez, se muestran los 1C50s
calculados para cada caso. Los datos representan la media +/- SEM y los asteriscos corresponden
a la comparacion estadistica (AGCLM vs pGCLM y AADH5 AGCLM vs AADH5 pGCLM) realizada
por 2way-ANOVA (método Tukey).
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Cabe destacar también que todas estas observaciones y conclusiones, junto
con otras realizadas por integrantes de nuestro grupo y colaboradores,

conformaron nuestro primer trabajo original grupal publicado: Umanksy?*,
Morellato* y Rieckher* et al, Nature Communications - 20224,
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“Cisteina, un potencial mecanismo de

defensa alternativo frente a la toxicidad
del formaldehido”
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Tumores con mutaciones en KEAP1 muestran menor dependencia en genes
asociados a la sintesis de GSH
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Pan-cancer analysis of whole genomes (ICGC/TCGA, Nature 2020)
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Figura 23 — Frecuencia de mutaciones afectando KEAP1 en cancer. Se muestran los resultados de
analizar la frecuencia mutacional de KEAP1 utilizando el portal cBioPortal (cbioportal.org) y los
datos de un estudio cubriendo todos los tipos de cancer (A). También se muestra un andlisis
similar al utilizar los datos de estudios cubriendo sélo cancer de pulmoén (B). Ademas, para los
mismos estudios analizados anteriormente, se muestra la prognosis general de pacientes segin
el estado mutacional de KEAP1 de sus tumores (C).
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Figura 24 — Esencialidad de genes asociados al metabolismo del GSH en lineas celulares segtin el
estado mutacional de KEAP1. Se muestran los analisis resultantes de incorporar todas las lineas
celulares disponibles en la base de datos del portal DepMap (A) y de incorporar tinicamente las
derivadas de adenocarcinoma de pulmén (B). En cada caso se grafican: como porcentajes del
total, los tipos de mutacion presentes en la poblacion de lineas celulares KEAP1 mutantes
analizadas; el score de esencialidad (CHRONOS Gene Effect Score) para cada gen listado y linea
celular analizada (como puntos grises o azules); como diagramas de violin, el score de
esencialidad para cada poblacion de células segiin el estado mutacional de KEAPI1; y los p-
valores resultantes de comparar ambas poblaciones a través de 1way-ANOVA (método

Dunnett).
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Figura 26 — Prognosis de pacientes en funcion del estado mutacional tumoral de KEAP1. Se
muestran los resultados del andlisis de prognosis en funcidon de los niveles de expresion de
genes de interés tanto en presencia o ausencia de mutaciones en KEAP1, efectuando para ello
un modelo de riesgos proporcionales (regresion de Cox) para cada uno de los genes (listados en
la parte superior) en conjunto con las variables de control (listadas en la parte izquierda). Los
efectos reconocidos en la prognosis se representan con los colores rojo (correlaciéon negativa) o
azul (correlacidn positiva), mientras que la magnitud de los p-valores se representa segun la
intensidad del color correspondiente y se destacan aquellos menores al valor de corte 0,05.
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Células A549 y T98G recapitulan lo observado en tumores con
hiperactividad en NRF2
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Figura 27 — Cuantificacion por qPCR de los niveles de expresion de SLC7A11 y GCLC en las lineas
celulares seleccionadas. Los asteriscos derivan de una comparacién estadistica por 1lway-ANOVA
(método Dunnett).
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Figura 28 — Determinacion por western blot de proteinas asociadas al metabolismo de GSH en
las lineas celulares seleccionadas. Se muestra una fotografia representativa (A) y
cuantificaciones correspondientes (B) para los niveles de expresion de GCLC, GCLM y SLC7A11.
En cada caso, los asteriscos corresponden a la comparacion estadistica contra los niveles de
Nalm6 por 1way-ANOVA (método Dunnett).

Células A549 previenen la toxicidad de formaldehido a través de
mecanismos independientes de glutation
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Figura 30 - Ensayos de viabilidad contra FA en ausencia de GSH. Se muestran las viabilidades de
base obtenidas para las distintas lineas celulares ante las concentraciones elegidas del inhibidor
L-BSO (A) y los resultados obtenidos de combinar L-BSO en dichas concentraciones al mismo
tiempo que se aplicaban concentraciones crecientes de FA (B). Los asteriscos corresponden a la
compracion estadistica realizada contra la condicidn sin inhibidor por 2way-ANOVA (método
Tukey).
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Figura 31 - Ensayos de formacidon de colonias contra FA en ausencia de GSH. Se muestran
fotografias representativas y cuantificaciones obtenidas en ensayos de formacién de colonias al
combinar L-BSO y concentraciones crecientes de FA para las lineas celulares HCT116 (A), H1299
(B) y A549 (C). Los indicadores estadisticos resultan de una comparacion por 1way-ANOVA
(método Dunnett).
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Expresion de KEAP1 wild type restituye el rol indispensable del glutation en
células A549
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Figura 32 — Obtencion de células A549 sobre-expresando KEAP1. Se muestra el chequeo por
técnica de western blot de la expresion de KEAP1 en la linea celular estable generada (A) y los
niveles de GSH medidos en cada caso (B).
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Figura 33 — Ensayos de viabilidad al sobreexpresar pKEAP1 en células A549. Se muestran las
viabilidades de base ante los inhibidores L-BSO y N6022, tanto para células A549 con el vector
vacio (EV, de Empty Vector) como con el vector que permite la epxresion de KEAP1 (pKEAP1) (A);
los resultados obtenidos en ensayos de viabilidad ante concentraciones crecientes de FA en
combinacién con dichos inhibidores (B); y los IC50s calculados a partir de los resultados de
viabilidad para cada condicion (C). Los asteriscos corresponden a la compracion estadistica
realizada contra la condicidn sin inhibidor por 2way-ANOVA (método Tukey).
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Figura 34 - Ensayos de formacion de colonias en presencia de FA. Se muestran fotografias
representativas y cuantificaciones obtenidas en ensayos de formacion de colonias al combinar L-
BSO y concentraciones crecientes de FA para las lineas celulares A549 EV (A) y A549 pKEAP1 (B).
Los indicadores estadisticos resultan de una comparacion por 1way-ANOVA (método Dunnett).
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Figura 35 — Ensayos de viabilidad ante TBHP. Se muestran las viabilidades de base ante el
inhibidor L-BSO (A) y los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad para células HCT116 y
A549, ambas ante concentraciones crecientes de TBHP y combinacion sincrénica y asincrénica
(24hs antes del TBHP) con L-BSO (B). Se muestran también los IC50s calculados a partir de dichos
ensayos (C). Los asteriscos corresponden a la comparacion contra el tratamieto sin L-BSO por
2way-ANOVA (método Tukey).

La sintesis de glutatidn sigue siendo importante para lidiar con algunos
agentes oxidantes, inclusive en células A549
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Figura 36 — Ensayos de viabilidad ante RLS3. Se muestran las viabilidades de base con el
inhibidor L-BSO (A), las viabilidades obtenidas para las combinaciones de RLS3 y L-BSO (50uM y
100uM) (B) y los IC50s calculados a partir de dichos ensayos. Los asteriscos derivan de una
comparacion estadistica por 2way-ANOVA (método Tukey).
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Figura 37 — Ensayos preliminares de viabilidad con Cisplatino. Se muestran las viabilidades de
base obtenidas ante los tratamientos con L-BSO (A) y ante la combinacidn de dicho inhibidor con
Cisplatino, tanto para células A549 EV como para A549 pKEAP1 (B). También se muestran los
IC50s calculados a partir de dichos resultados (C).
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La activa importacion de cistina es necesaria para prevenir la toxicidad de
formaldehido, inclusive en células A549
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Figura 39 — Ensayos de viabilidad ante combinaciones de FA y Erastina. Se muestran las
viabildiades de base observadas ante las distintas concentraciones de Erastina utilizadas para
cada linea celular (A), los resultados obtenidos de combinar dicho inihibidor con FA (B), y los
IC50s calculados a partir de dichos resultados. Los asteriscos corresponden a la comparacién
estadistica por 2way-ANOVA (método Tukey).
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Figura 40 — Ensayos de viabilidad con el inhibidor Sulfasalazina. Se muestran las viabilidades de
base obtenidas ante tres concentraciones diferentes del inhibidor (A), los resultados obtenidos
de combinar concentraciones crecientes FA y Sulfasalazina (B) y los IC50s calculados a partir de
dichos resultados (C). Los asteriscos derivan de una comparacion estadistica por 2way-ANOVA

(método Tukey).
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Figura 41 - Ensayos de viabilidad con células A549 SLC7A11 knock out. Se muestra la secuencia
del sgRNA utilizado para la obtencion de la linea celular deficiente en SLC7A11 (A), el chequeo
por técnica de wester blot de dicha deficiencia (B), los resultados obtenidos al someter células
A549 wild type y A549 ASLC7A11 a concentraciones crecientes de FA en ensayos de viabilidad (C)
y los IC50s calculados a partir de dichos resultados (D). Los asteriscos derivan de una
comparacion estadistica por 2way-ANOVA (método Tukey).
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Figura 42 - Ensayos de viabilidad con células H1299 pSLC7A11. Se muestra el chequeo por técnica
de wester blot de los niveles de SLC7A11 expresados en cada caso (A), los resultados obtenidos
en ensayos de viabilidad al someter células H1299 EV (empty vector) (B) y H1299 pSLC7A11 (C) a
concentraciones crecientes de FA en combinacion o no con L-BSO y Erastina, y los IC50s
calculados a partir de dichos resultados (D). Los asteriscos derivan de una comparacién
estadistica por 2way-ANOVA (método Tukey).

20 gitY21 LI 020202010 23 ISAdtil-R24 1-yiSI2USa RS Y 1ySil- lyRSLISYRISYAS |-
Odz1-€1jazASW hyKioIR21 & &dzd Li2SyON-Sa off targets! &S 26(dd2 L121) /wL{twn/ -4 I fiySI-
0Sfdztll knock out Ypnd {[/T!mm 60SI) Figura 41a/bit 9y Syal-€2a RS gil-6HIRI-RT Sall-a
0Sfiztl-4 d1-Y oISy aS Y 2aill-izy y2i2WM-Y SyiS Y44 dSyaiotSa I- 1 1jazS -4 0Stdzfl-a wild
type 00Sll Figura 41c/dt

- 1jdzS St of21jizS2 RS €I AY'L2Ni1-0isy RS Oladly1- aSyalontiTl-ol- I i2RI-4 f1-4 fiySla
0StizEISa I- 23 UNl-G1-Y'1Syi2a 02y C 11 RSOIRIY 24 125321 LIMIiSYR2 RS dzy1- fiy/SI- 0StdzfI-

hp




02y 61224 yidStSa RS SELNSAIsY RS {[/71mm 02Y'2 ImHhdl 260SySN dzyl- GIHNI-yES 1jizS
420NSSELISAMI- {[/7 1mm 02y fl- IyiSyOisy RS 142y Syl &z I-OGAIRI-R MIGFON-EY SyiSe
/21YOIRSYUS 02y 2 IyiSui2ir Sy Syal-e2a RS GM-0IfRIRL 0Stiztl-a ImMHdd LISLC7A11
420ISSELISAIyR2 St I-yliLi2uiI-R21 &S G2(1Sii2y Y43 1S810SyGSE |- C1 & y2 SELIkaiSI2y
Y 1821 aSyaloliRIR OdzlyR2 &S 02 Y 0ly1-0l- CY 02y [1.{h dver Figura 42b/cit 9y 2(ill-&
LI-1-oU1-4l Y 280012y 1SyRiILI28 02 Y LII-iiofSa 02y 24 20aSI91-R2a 1-yaSI20Y Syis LIHI-
Tpno wild typet

oy alY' I (i2R24 Sali2a NSadtil-R24 WRIOMY 1jizS fI- 1Y L2Ul1-0isy RS 01aiSiy1- Y SRIIRI-
L20 €1 1-OUIRIR RS {[/7mm 0izY LIS dzy N2t lyRSLISYRISYES RSt D{1 Sy fl- SaiaiSyOil-
I- Cvo 1 OSfifl-a Ypnd 02y yIgStSa Y2RI-RI'Y SylS 14y Sytil-R2a RS SELNSEIsY &
I-00MGIRIR RS RIOK2 I-yGILI2NGI-R2UT 2301y NSarain I- €23 (iI-i1-Y1Syh2a 02y C1 ly0fizaldS
Odz1-yR21 I &dz @ST &S RSLISGI- D1 02y fI- 2T 1-0hsy RSE hyKIGIR2I [1. {he

Una respuesta integrada al formaldehido seria mas eficiente en células
tumorales adaptativamente preparadas

[2a NSadfil-R2a KI-&ll- Mg SELSEl2a y2a 02yRieSi2y |- LISyaM 1jS OStiztla 02y
KILISI-OBAIRIR Y 2RSUIRI- Sy bwCh & 1€ Y'Sy24 Sy LGS SELNS&sy & I-0idIRIR
Y SYUIRIE RS {[/tYwml  230HNLY  Sail  LNSUMIRIE LI NSELIR2YRSI
STOISYUSY SyiS I C LI2Ru0IR2 Li2N adz 1-0SESHIR2 Y'Sil-626laY2 0StiztlHe /2Y2 &S
02Y Sylis Sy fl- 4S00ksy” RS Lyili2R&00ksy: fI- NS&LIESAll- Y'SRAFRI- L2 bwCH &S @S
Y 2RuEIRI- & 102YUIF3IRI- L20 2028 Y'SOlyiaY2a LIIMSE2a RS NSaLzSall- 02Y 20
SyisS 2ii2ar - L{w 2 28 RSLISYRISYISA RS Lipot /2y fI- yiSyOisy RS 20aSN01H St
02YLI2UI-YISyi2 |- yigSt (il-ya0uLoi2yl€ RS Saiz2a R2a Y SOlyIaY2a LIMIHSE2E &S
SoI-fmzl-i2y” LI20 GSOYI0I- RS 1jt/w @NSa 3SySa RS OIRI- Y'SOIyRAY2 1yS lI-il-YiSyiza
02y'C1 & CYBONl-&ly10 [28 NSadztil-R2a LISHY MiASU2y 20&SIgIH) 1jdzSY

1 9y 0Stizfl-a ImHdy & ¢ayDI fl- (NI-yEONLIOksy” RS 23 3SySa HMOX1 & CHACI
602NSALI2YRISYESE I f1- 1S&LGSAll- L{wo &S S TazSHiSY SyiS 10dd1RI- 1yiS 23
I-i-Y1Syt2a 02y ulaliiyl- & aS YIyiSyS Sy f2a Gllil-YiSyliza 02y
C1HOll-alty10 9y OI'Y'ol2l Sy 0Stiztl-d Tpnat - 1-0001-0isy” dll-ya0NLIo2y1£ RS
Sai2a 3SySa &S 0w:SHS ast2 AYWOI-Gal- 1yiS St iNl-i1-YiSyliz 02Y olyl-R2 02y
C 1boll-ality10 €20 gfihy 21 St 3Sy DDIT3 6CHOPY &FIS dzy1- I- 1-00I01-0lsy” Y 20K 2
Y 4 &dziiel A1SyR2 dzy L1202 Y42 y2i21Ml- Sy 0Stiztl-d 1pnd 1yhS C1HoNI-aity1-0

1 [243SySa 1-42001-R24 |- fI- 1SaLGSall- Y SRIFRI- L21 Lipo y2 adFinsi2y I-0iid1-Olsy”
I30zy1- Sy 0Sfiztl-a ImHpgp & dzyl- Yde RSOl Sy 0Sfiztl-a ¢yDI I'Y'6l-d fySla
0Stzf1ISE 02y Y dzill-Oi2ySa Sy St ASy 7P53 1jdzS 195001y adz FzyOtsyh 9y 01-Y 6121

hc




Sy 0Sfiztl-a Ypng &l &S Ri2 dyl- 100g1-0isy” a13ym0I-id1- RS 24 3SySa FDXR &
CDKN1AY 9401 NSaLIzSadl- S& OfMHIl-Y SyiS RSLISYRISYES RS C1I aiSyR2 y2(i2ll-
(1-yi2 LI St Q0-G1-Y'1Syii2 02y 022 LIMII- St 02 Y 6ly1-R2 C 1Holl-aity1-0

oy &l Y 11 Sali2a NSantil-R2a ad3ASUSy 1jazSI 1-RSY 44 RS 02yl 02y dy1- KILSUI-OHGIRIR
Y 2RSIIRI- RS bwCHI Sy 0Stiztl-d pnd S R f1- Hiii0dt1-Otsy RS dzyl- 1SaLIzSadl- 1 C!

02Y'LIESeI- WyESTIRI- Li20 Y'SOIyiaY 23 LIHISE2a SylS t2a 1jizS I Y'Sy24 LI2RSY 24
Y SyOi2y1l £l NSELGSAlI- L{w & fI- NSALIGESAl- Y SRIFRI- LN Lpod [I- 10iid1-0isy RS 3SySa
02Y2 CHAC1 & CHOP! Il 02Y'2 RS C5-w & /5YbmIT &SNS 1jdzS 24 (il-i1-Y'1Syi2a
02y C1b9ll-aity1- Salili-y Oldzal-yR2 Saiisa RS NShi0dE2! Salisa 2ERI-MG2 2 f1- Sylll-RI-
I- 2y LIN20S52 RS Y dzSWiS OStaztll L2 I1-I2L02a8 1 YIay'2 (iSY LI I 1-0dd1-0isy RS fI-
L{w SLIG0aEIIY SyliS RS CHACIG LI2RUII- 313yMIOII 1jdzS tl-a 0Sfizfl-a tyGSyl-y dzdieiTIi £1-a
IS&SHal-a RS D{1 02Y2 T:SylS RS 0l&iSiy1 1Y ly2400R2 1jizS Li2RINI- Saill a1SyR2
02yadYIR2 Sy'tl- IS1-00tsy 02y C 10

{ly i2RIGNI- SyiSyRSN 24 Y SOI-ylaY 24 RS RS fI- Mi0dztl-Otsy RS Sadl- NSaLizSail- &
LI GSySN dzy LI-y201-Y I Y 44 3SySul€ RS Sttl- Sy 0Stiztl-d 1 pndl ISIATI-Y 23 dzy” 1y
RS @1-ya0iLYis Y101 Li20 wb 1S1j 1yhS il-i1-Y'1Syiz2a 02y C1 & 9ul-aliy1-0 [2a NSadtil-R24
206(SyIR24 tver Figura 440 IyION{Y SyiS y2a LSIYIiSI2y 2080814 1jizS SEIaIS dzyl-
NSALIZSANT- Y HIOIRI- 1yAS St YIaY 2 (NI-i1-Y 1Sy 02Y olyl-R2 Sal-izl-R2 1-yiSui20Y SyisS
6C! HAn>a ¢ HnKa @ IEly1- p>Y ¢ nyKao Gver Figura 44all 26(SyISyR24S dy1- N1y
OyGIRIR RS 3SySa Odzel- I-OBGIRIR iNI-ya0NLIOK2Y1- &S @S ai3yMI01-id1-Y SyliS lISRazOIRI-
6HmyD & 1Y SyAIRI- oMTpl dver Figura 44bit TENSIITIHI dzy I-yAiaia RS SymiljaSONY 1Syfi2
RS 02yeiryli2 RS 3SySa oD{916 RS Hji:Stf2a ISySa aywi0I-iidl-Y SyiS 1-0iid1-R2al aS
2045105 1jzS 24 02yRdzyli2d RS&(I-01-R2a 02NSALI2YRI-Y I

T




A ISR p53
10— HMOX1 CHAC1 CHOP BBC3 FDXR CDKN1A

dededede
dedek

*hkk

° o FHEE

ek

Expresién de mARN
(cambio respecto al UT)
n

H1299

1 1
\ |
| |
| |
| |
\ |
u,-. % : )
\ |
| |
\ |
\ |
| |

0.1~
FA200uM - + - + = + = + = + = + = + = + = + = + = + =
Erastina 5pM - - + + - -+ - -+ o+ - -+ o+ B

B ISR p53
100 - HMOX1 ‘ CHAC1 CHOP BBC3 FDXR CDKN1A

*k *kk

o ¢
A549

L N

Expresion de mARN
L]

(cambio respecto al UT)
o®

0.1=
FA 200pM = & o oo -+ = o+ T = & o & = & o= 4 s & o
ErastinaS5uM - - + + - - + + - - + + - - 4+ + - - + + - - +

C ISR p53
10— HMOX1 CHAC1 CHOP BBC3 FDXR CDKN1A

ek |

ek I ek

] L

Expresion de mARN
(cambio respecto al UT)
n
[ ]
T98G

0.1=

FA200uM - + - + - + - + - + - + - + - + - 4+ - + - + -
Erastina5uyM - - + + - - + + - - 4+ 4+ - - + 4+ - - + + = = 4+

Figura 43 — Determinaciones por qPCR de genes asociados con la respuesta ISR y la respuesta
mediada por p53. Se muestran los resltados obtendidos el células H1299 (A), A549 (B) y T98G (C).
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Figura 44 — Andlisis de transcriptdmica por RNAseq en células A549. Se muestran un paneo general de los valores
de log2FC (donde FC es el fold change o relacion de cambio) para las cuatro condiciones evaluadas (A); y un
diagrama de volcdn evaluando la relacién de cambio (log2FC) y significancia estadistica (-log10 p-adj) de los
cambios observados al comparar las condiciones sin tratar (UT) y tratada con FA+Era (B). Luego, se muestran los
conjuntos de genes identificados en un analisis de enriquecimiento diferencial (GSEA) al comparar nuevamente las
condiciones UT y FA+Era, indicando en cada caso la significancia estadistica como p-adj y las dimensiones del
conjunto de genes (conteo) como el tamano de los circulos correspondientes (C). Se muestra un diagrama de
cuerdas resultante de una analisis ontoldgico (D), en él se enfrentan los genes (izquierda) y conjuntos de genes
(derecha) mas diferencialmente expresados entre las condicones comparadas, indicandose la correspondencia
funcional de los primeros en los segundos. Finalmente, se muestra un diagrama de volcan en el que se destacan
(con colores mas intensos) algunos de los genes asociados a la respuesta ISR (D).
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“Multiples bloqueos del metabolismo del
glutation podrian ser mas eficientes como
potencial estrategia terapéutica”
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El bloqueo simultaneo de la importacion de cistina y la sintesis de glutation
produce un fuerte fenotipo de sensibilidad
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Figura 45 — Viabilidad ante muiltiples bloqueos del metabolismo del glutation. Se muestran los
resultados de exponer células HCT116, H1299 y A549 a la combinacién de los inhibidores L-
BSO/Erastina (A) y L-BSO/Sulfazalazina (B). Los asteriscos derivan de una comparacion
estadistica por 1way-ANOVA (método Dunnett).
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Figura 46 — Sensibilidad a FA ante muiltiples bloqueos del metabolismo del glutation. Se
muestran los resultados de la bisqueda de efectos sinérgicos (https://synergyfinder.org) al
evaluar la sensibildiad a concentraciones crecientes de FA en presencia de los inhibidores
Erastina o Sulfazalazina, ambos en ausencia y presencia del inhibidor L-BSO. Se muestran
resultados para las lineas celulares HCT116 (A), H1299 (B) y A549 (C). Los datos derivan de un
analisis por el modelo de referencia ZIP (del inglés, Zero Interaction Potency).
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Figura 47 — Obtencidn de células A549 deficientes en ADH5. Se muestra la estructura del gen
ADHS5, el exén afectado, la secuencia diana y del sgRNA utilizado (A). Por otro lado, se muestra
el chequeo por western blot realizado para corrobrar su ausencia en los clones obtenidos(B).
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Figura 48 - Sensibilidad a FA ante multiples bloqueos del metabolismo del glutation. Se
muestran los resultados obtenidos en ensayos de viaiblidad con células A549 WT (A y C), A549
ASLC7A11 (B) y A549 AADH5 (D) ante concentraciones crecientes de FA en combinacion con L-
Erastina, BSO o N6022; y los IC50s calculados a partid de dichos resultados. Los asteriscos
derivan de una comparacion por 2way-ANOVA (método Tukey).
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Figura 49 - Sensibilidad a FA ante multiples bloqueos del metabolismo del glutation. Se
muestran los resultados de la bisqueda de efectos sinérgicos (https://synergyfinder.org) al
evaluar la sensibildiad a concentraciones crecientes de FA en presencia de los inhibidores L-BSO
(A) o N6022 (B), ambos en células A549 WT y A549 ASLC7A11. Los datos derivan de un andlisis
por el modelo de referencia ZIP (del inglés, Zero Interaction Potency).
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Figura 50 - Sensibilidad a FA ante mutiltiples bloqueos del
metabolismo del glutation. Se muestran los resultados de
la busqueda de efectos sinérgicos
(https://synergyfinder.org) al evaluar la sensibildiad a
concentraciones crecientes de RSL3 y L-BSO combinadas.
Los datos derivan de un andlisis por el modelo de
referencia ZIP (del inglés, Zero Interaction Potency).
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El bloqueo simultaneo de la importacion de cistina y la sintesis de glutation
reduce la formacion de tumores en un modelo CAM
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Figura 51 — Ensayos de formacién de tumores sobre membrana corioalantoidea de pollo (CAM). Se muestra
la viabilidad de los embriones ante los distintos tratamientos (A), fotos representativas de los tumores
formados todavia insertados en la porcion de membrana mas inmediata (B) y los resultados de comparar
los pesos tumorales finales (C). La comparcion estadistica se realizé por medio de un test no paramétrico
Kruskal-Wallis (comparacion multimple por método de Dunn).
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El glutation cumple un rol miltiple en la prevencion de la toxicidad causada
por el formaldehido endégeno.
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Tumores con hiperactividad del eje regulatorio KEAP1-NRF2 reconfiguran el
metabolismo del formaldehido endégeno para preservar sus defensas
antioxidantes.
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Figura 52 — Células con hiperactividad del eje regulatorio KEAP-NRF2 lograrian preservar las
reservas y funciones del GSH para lidiar con otros agentes estresores.
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La utilizacion de multiples inhibidores como principio de futuras estrategias
terapéuticas.
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Figura 53 — Existe una gran variedad de inhibidores asociados al metabolismo del GSH vy la
cisteina cuyos efectos individuales o combinados podran ser evaluados con la intencién de
incrementar la muerte celular.
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