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Resum

L'objectiu general del present treball és aprofundir en la influencia de I'equilibri
redox en aspectes de la biologia tumoral com s6n el metabolisme oxidatiu i el
creixement cellular; a més a més, d'avaluar la importancia de les especies reactives
d'oxigen (ROS) en I'eficacia de la quimioterapia i establir la rellevancia de la intensitat
de l'estres oxidatiu en la superacio de la quimioresistencia a farmacs convencionals.

L'analisi de tumors solids humans va revelar que existeixen diferencies
intratumorals en la funcid mitocondrial i estrés oxidatiu que mostren un patr6é de
distribucio regional. La disfuncid en el metabolisme oxidatiu propi de les celules
tumorals epitelials esta acompanyada d'elevades concentracions endogenes de ROS i
d'una elevada taxa de proliferacio cellular. Els nostres resultats mostren que la cetlula
tumoral reacciona davant un estfmul oxidant no citotoxic activant la resposta
antioxidant de forma coordinada amb I'expressi6 de proteTnes desacoblants
mitocondrials (UCPs). Uexpressio i activitat de les proteTnes desacoblants es troba
incrementada en les cetules tumorals i les confereix proteccio enfront de I'elevada
generacio de ROS endogena d'origen mitocondrial. L'acci6 citotoxica d'agents
antitumorals com el cisplatf i 5-fluorouracil depén de la capacitat per induir, de forma
rapida i intensa, estres oxidatiu mitjan?ant mecanismes que inclouen la interacci6 amb
els mitocondris de les céllules tumorals i impliquen la reducci6 dels nivells de les
proteTnes desacoblants.

En conclusi6, l'estat redox cellular, aixf com la resposta immediata al
desequilibri oxidatiu generat, s6n factors determinants tant del creixement de la cetlula
cancerosa com de l'eficacia d'alguns agents antitumorals. Els moduladors redox que
s6n capa?os de potenciar 'acci6 pro-oxidant dels farmacs anticancerosos poden tenir
un potencial benefici no només per controlar el creixement de les cellules canceroses

sin6 per sensibilitzar-les novament a I'accié d'agents antitumorals classics.
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1. Introduccio






1. INTRODUCCIO

1.1. ESTRES OXIDATIU

En les cetules I'Us d'oxigen en les reaccions metaboliques té el cost afegit de
la generaci6 colateral de radicals lliures. La producci6 d'especies reactives d'oxigen
(ROS) esta ocasionada per una reducci6 incompleta de I'oxigen molecular,
principalment, durant les reaccions redox de la cadena de transport electronic
mitocondrial (Harper et al., 2004). El terme generic "ROS" comprén totes les molecules
parcialment reduTdes derivades de l'oxigen. Aquelles que a més contenen un o més
electrons desaparellats en els seus orbitals es designen com a radicals lliures

(Bergamini et al., 2004).

L'estres oxidatiu té lloc en un teixit quan la concentraci6 de ROS generada
excedeix la capacitat antioxidant del mencionat teixit (Halliwell and Gutteridge, 1999).
El desequilibri en [I'nomeostasi redox cellular es manifesta en l'oxidaci6 de
biomolécules tals com els acids nucleics, proteTnes i Ifpids (Demple and Harrison,
1994). La modificaci6 oxidativa en I'estructura de les biomolecules pot provocar tant

alteracions parcials com totals en la seva funci6 biologica.

Existeix evidencia suficient per assegurar que les ROS no només actuen dins la
céllula ocasionant dany aleatori, com es pensava préviament, sin6 que els nivells de
ROS fluctuen en resposta a senyals intracellulars i extraceltulars (Poli et al., 2004), i a
la vegada, estimulen de forma especffica cascades de senyalitzaci6é que regulen el
creixement i la mort ceHlular (Scandalios, 2002). Aixf, el destf final de la celula
dependra de la interpretaci6 de les senyals promotores de mort en contraposici6 a les

de supervivéncia cellular (Tews, 1999) (Figura 1).

S'ha suggerit també que les ROS s6n necessaries per mantenir l'estat de
quiescencia propia de les ceHules que formen part de teixits completament
diferenciats (Aw, 1999) i s'han descrit canvis en l'estat redox durant la diferenciaci6 de
certs tipus cellulars com les cellules intestinals (Aw, 1999; Nkabyo et al., 2002) i els

osteoblasts (Chen et al., 2008).

Per altra banda, s'ha descrit tambe una relaci6 entre el metabolisme energetic i

la produccié de ROS. Elevats nivells de substrats metabolics com els acids grassos i la



glucosa poden induir un augment en el flux de metabolits cap al mitocondri i
l'alliberaci6 de ROS al citoplasma (Nemoto et al., 2000; Nishikawa et al., 2000). Es
creu que en aquest cas, les ROS podrien actuar com a sensors metabolics per mitja

de processos de senyalitzaci6 que facilitessin la comunicaci6 entre mitocondri i citosol.
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Figura 1. L'estrés oxidatiu activa les principals vies de senyalitzaci6 cetlular

(Martindale and Holbrook, 2002).
1.1.1. Mecanismes de defensa enfront de I'estrés oxidatiu

Els éssers vius posseeixen un conjunt de sistemes fisiologics que
s'encarreguen d'eliminar les ROS ocupant-se de mantenir I'estat d'equilibri que existeix
entre oxidants i antioxidants (Heffner and Repine, 1989; Evans and Halliwell, 2001).

La gran diversitat en la semivida dels distints pro-oxidants, des de nanosegons
en el cas del radical hidroxil fins a varis segons pels radicals peroxil o I'6xid nftric i
peroxinitrit posa de manifest la gran varietat de sistemes de defensa necessaris per a
contrarestar-los (Sies and Stahl, 1995). Per aquesta ra6, s'han desenvolupat distintes
Ifnies de defensa biol6gica, que es podrien classificar en: prevenci6, interceptaci6 i

reparaci6 (Sies, 1993). Els sistemes de defensa enzimatica s6n extremadament



efectius i selectius, pero nomes s6n adequats per a especies reactives de l'oxigen amb
una semivida elevada. Dins de la interceptacio trobem els antioxidants que actuen per
un mecanisme de ruptura de cadena, on es pot situar la vitamina E, que reacciona
principalment amb els radicals peroxil. L'oxigen singlet, de semivida curta, pot ser
neutralitzat mitjancant extincio ffsica (quenching), proces que porten a terme tant els
carotenoides com els tocoferols (Sies and Stahl, 1995). Els sistemes de defensa
antioxidant també es poden classificar en funcié de la seva naturalesa catalftica en

enzimatics i no enzimatics.

1.1.1.1. Antioxidants enzimatics

La funcio dels antioxidants enzimatics és prevenir la iniciacio de les oxidacions
en cadena, eliminant les especies de l'oxigen parcialment reduTdes com s6n ['ani6
superoxid i el peroxid d'hidrogen (Winston, 1990). En aquest grup trobem 3 enzims
fonamentals:

Catalasa. La catalasa €s una hemoproteTna tetramerica funcio de la qual és
reduir el peroxid d'hidrogen per a formar oxigen molecular i aigua. Aquest enzim tambeé
té activitat peroxidasa (Nohl and Hegner, 1978).

Superdxid dismutasa. S6n un grup d'enzims que catalitzen la dismutacio del
radical superoxid per a formar peroxid d'hidrogen (Weiss, 1986).

Glutatid peroxidasa. Complementa l'activitat de la catalasa com a sistema
reductor del peroxid d'hidrogen. Aquest enzim clau del cicle del glutati6, actua també
sobre grans molécules de peroxids lipfdics i sobre productes derivats de les reaccions

catalitzades per la lipooxigenasa.

1.1.1.2. Antioxidants no enzimatics

Els sistemes antioxidants no enzimatics més importants estan constituTts
principalment per vitamines i micronutrients (Sies and Stahl, 1995). Aquests
mecanismes no enzimatics han d'estar presents en tots els compartiments cellulars i
per aixo, alguns antioxidants sén hidrosolubles, tals com la vitamina C o el glutati6, i
altres s6n liposolubles, tals como els betacarotens o la vitamina E.

Vitamina C. La vitamina C o acid L-ascorbic €s hidrosoluble, i sota la majoria
de condicions fisiologiques es troba en la seva forma desprotonada. Se'l considera un
antioxidant molt important en fluids extracellulars (Stocker et al., 1991). Actua

eficientment atrapant els radicals peroxil en fase aquosa, abans de que aquests puguin



iniciar la peroxidaci6 lipfdica; d'aquesta manera, l'acid ascorbic pot protegir les
membranes del dany peroxidatiu. A més, la vitamina C pot portar a terme aquesta
protecci6 enfront de la peroxidaci6 augmentant I'activitat de I'alfa-tocoferol (Sies and
Stahl, 1995).

Glutatio. E| glutati6 €s un tripeptid: gamma-glutamil-cisteTnil-glicina. Es tracta
del tiol no proteic més abundant en la celula i juga un paper central en la defensa
antioxidant. La molecula de glutati6 pot trobar-se en dos estats d'oxidaci6 distints: en
forma reduTda, com a tiol (GSH) i en forma oxidada, composta per dues molécules
unides per un pont disulfur (GSSG). Les cellules posseeixen tres reservoris principals
pel glutati6. Quasi el 90% del GSH celular esta en el citosol, el 10% en el mitocondri i
un petit percentatge en el reticle endoplasmatic (Meredith and Reed, 1982; Hwang et
al., 1992).

El GSH te varies funcions vitals incloses la detoxificaci6 d'electrofils, el
manteniment dels nivells essencials de tiols de les proteTnes, la participaci6 en els
processos de captura de radicals lliures i €s un modulador de processos celulars
crftics com s6n la sfntesi d'ADN, els processos relacionats amb els microtubuls, i la
funci6 immune (Ketterer et al., 1983; Lu, 1999). En relaci6 a la seva funci6 antioxidant,
el GSH, en presencia d'una glutati6 peroxidasa seleni-depenent, redueix els peroxids
produTts de manera enddogena. Com a resultat, el GSH s'oxida a GSSG, que es
novament reduTt a GSH per la glutati6 reductasa, a expenses del NADPH, formant aixf

un cicle redox.

1.1.2. Estrés oxidatiu i situacions fisiopatologiques

Les ROS han sigut implicades com a importants mediadors fisiopatologics en
un gran nombre de trastorns clfnics (Cross et al., 1987; van Haaften et al., 2003). Un
dels processos fisiopatologics més importants en el que s'han implicat les ROS, és
I'envelliment. Aquest és un procés multifactorial per al que s'han proposat nombroses
teories, i entre elles, la teoria dels radicals lliures es una de les mes consolidades. S'ha
postulat també la teoria mitocondrial de I'envelliment celtular (Miquel et al., 1980), la
qual destaca la rellevancia dels mitocondris i especialment de I'ADN mitocondrial
(ADNmt) com a principal diana del dany oxidatiu associat a I'envelliment (de la

Asuncion et al., 1996).

Entre les malalties humanes associades a l'estrés oxidatiu i disfunci6

mitocondrial es troben: a) malaltia cardiovascular: aterosclerosi i fallida cardfaca; b)



malaltia hepatica: hemocromatosi, esteatohepatitis no alcoh6lica i hepatitis alcoh6lica;
c) diabetis mellitus; d) dany per isquemia-reperfusi6; e) malalties neurodegeneratives:
malaltia d'Alzheimer; esclerosi lateral amiotr6fica; malaltia de Parkinson; malaltia de
Huntington i ataxia de Friedreich; f) cancer: colorectal, gastric; de mama;
paragangliomes hereditaris; feocromocitomes; leiomiomes de la pell i uterins (Fariss et

al., 2005; Van Houten et al., 2006).

En molts casos, el dany oxidatiu @s mes una consequéncia del dany tissular
que produeix la malaltia que una causa de la mateixa, i a la vegada, aquest dany
oxidatiu pot contribuir a empitjorar el dany tissular generat (Halliwell and Gutteridge,
1984). En moltes patologies, es evident la implicaci6é de les ROS d'origen mitocondrial,

mentre que en altres la implicacié mitocondrial no és tan clara.

1.2. ELS MITOCONDRIS: UN NEXE D'UNIO ENTRE EL METABOLISME, L'ESTAT
D'OXIDO-REDUCCIO | LA MORT CELLULAR PROGRAMADA

1.2.1. Funcio i biogenesi mitocondrial

Els mitocondris participen en una amplia varietat de funcions essencials per la
celula (Nisoli et al., 2004), incloses la generaci6 d'ATP a través de la fosforilaci6
oxidativa; la biosfntesi del grup hemo, de pirimidines i d'esteroides; I'hnome6stasi del
ferro i del calci; i la regulacié de la supervivencia cellular, mitjancant els processos

d'apoptosi o necrosi.

Encara que l'organitzaci6 de I'estructura interna dels mitocondris esta
ampliament conservada, la seva forma externa és molt variable, de manera que
exhibeixen una sorprenent plasticitat de forma i distribuci6 (Clementi and Nisoli, 2005).
Existeixen diferéncies morfol6giques en funci6 de I'especie, del tipus de teixit i ceHula,
del grau d'activitat metab6lica i de l'estat fisiol6égic i patolégic (Duchen, 2004). La
poblaci6 mitocondrial és dinamica i mostra variacions en tamany i nombre durant les
diverses etapes del desenvolupament, la diferenciaci6 cellular i en resposta a diverses
situacions fisiol6giques i patol6giques (Goffart and Wiesner, 2003). A més, s'han
descrit fen6mens de fusi6 entre els mitocondris (Yaffe, 1999), posant de manifest la
naturalesa dinamica de la xarxa mitocondrial, la qual podria participar en la transducci6
de senyals (Soubannier and McBride, 2009) i fins i tot estar involucrada en restaurar o
mantenir localment la funci6 mitocondrial (Karbowski and Youle, 2003). La quantitat de

mitocondris amb freqliencia és caracterfstica dels tipus cellulars especffics i a més,



I'abundancia mitocondrial podria estar regulada per senyals d'estrés oxidatiu (Lee and

Wei, 2005).

La biogénesi mitocondrial engloba dos fenomens distints perdo fntimament
lligats: la proliferaci6, que consisteix en l'augment del nombre de mitocondris per
cellula, i la diferenciaci6, mitjancant la qual I'organul adquireix les caracterfstiques
estructurals i funcionals adequades per a les funcions especffiques de cada tipus
cellular de I'organisme (Nisoli et al., 2004).

En el control de la biogénesi mitocondrial participen nombrosos factors, com la
regulaci6 de l'expressi6 i la replicaci6 del genoma mitocondrial, I'expressi6 i el
transport al mitocondri de diverses proteTnes codificades per gens nuclears, i la
coordinaci6 de tots aquests processos. La transcripci6 del genoma mitocondrial esta
sotmesa a una fina regulaci6 i la seva expressi6 esta coordinada amb la de proteTnes
mitocondrials codificades en el nucli (Attardi and Schatz, 1988; Neupert, 1997). La
iniciaci6 de la transcripci6 requereix de l'activitat d'almenys una ARN polimerasa
especffica de I'organul (Tiranti et al., 1997), el factor de transcripci6 mitocondrial A
(TFAM) (Fisher and Clayton, 1988) i els factors de transcripci6 mitocondrials B1 i B2
(Fernandez-Silva et al., 2003). EI TFAM forma part de la famflia de proteTnes d'alta
mobilitat i té capacitat d'uni6 a 'ADNmt, pot discriminar entre sequéncies especffiques
i no especffiques, de manera que es modifica la seva estructura tridimensional,
facilitant aixf la uni6 de I'ARN polimerasa al punt d'iniciaci6 de la transcripci6 (Parisi
and Clayton, 1991; Fisher et al., 1992; Shadel and Clayton, 1997). A més de la seva
potencial participaci6 en la regulacié de la transcripci6, també s'ha relacionat el TFAM
amb el manteniment de I'estructura, el grau d'empaquetament i el control del nombre
de copies d'ADNmt en el mitocondri (Larsson et al., 1998; Takamatsu et al., 2002;
Kanki et al., 2004), a mes d'una possible connexi6 amb els processos d'apoptosi
(Yoshida et al., 2003). Diversos estudis han demostrat que el PGC-1a (coactivador 1
alfa del receptor activat per proliferadors peroxisomals gamma) podria tenir un paper
central en la regulaci6 de la biogenesi mitocondrial en nombroses situacions
fisioldbgiques, per la seva capacitat de coactivar I'activitat transcripcional d'altres

proteTnes, entre elles el TFAM (Wu et al., 1999).

1.2.2. El mitocondri: la principal font de ROS

Les ROS poden generar-se en la cellula, a través de processos enzimatics i no

enzimatics. Qualsevol proteTna o sistema enzimatic amb la capacitat de transferir



electrons pot generar ROS com a subproductes de la reacci6 de transferencia
electr6nica. Aquest és el cas del citocrom p450 (en el reticle endoplasmatic), els
peroxisomes, la xantina oxidasa o la NADPH oxidasa. No obstant, la principal font de

ROS en cellules no fagocftiques és el mitocondri.

Dades quantitatives, obtingudes de mitocondris aTllats, suggereixen que entorn
al 2% del consum d'oxigen es degut a la producci6 de I'anié super6xid (O,"), i el 80%
del mateix es genera en el mitocondri a nivell de la cadena respirat6ria. L'oxigen
molecular actua com a acceptor final dels electrons en la citocrom oxidasa (complex
IV), que catalitza I'oxidaci6 de l'oxigen a aigua. Tot i aix6, en condicions fisiol6giques,
la reducci6 incompleta de l'oxigen pot donar-se en els diferents complexes, en el
moment que catalitzen transferéncies d'un o dos electrons, amb la consegiient
generaci6 de ROS. De tots els complexes respiratoris, el complex | i lll s6n els maxims
productors de ROS (Chance et al., 1979). La generaci6 de ROS per part del mitocondri
depen exponencialment del potencial de membrana mitocondrial (Aijj,). Aixf, aquells
factors que disminueixen el Aijj,, com els desacoblants qufmics (Okuda et al., 1992) o
les UCPs pareixen tenir la capacitat de disminuir la producci6é mitocondrial de ROS

(Negre-Salvayre et al., 1997; Arsenijevic et al., 2000; Vidal-Puig et al., 2000).

1.2.3. Control mitocondrial de I'apoptosi i especies reactives d'oxigen

La mort cellular és un procés més dels que tenen lloc a I'organisme, i pot
donar-se tant per necrosi com per apoptosi. Mentre que els dos tipus de mort cellular
suposen nombrosos efectes destructius sobre la céHula i poden estar associats a
situacions patol6giques, l'apoptosi és també necessaria per a garantir el correcte
desenvolupament i home6stasi tissular. L'apoptosi consisteix en un procés actiu
d'autodestruccié que depén de la disponibilitat d'ATP i pot desencadenar-se en
resposta a estfmuls de diferent naturalesa i procedents de l'exterior o del propi interior

cellular.

La susceptibilitat de les ceHules a morir per apoptosi o necrosi esta fortament
influenciada pel grau d'estrés oxidatiu. Augments en la producci6 de ROS estan
associats tant a fases inicials com tardanes del procés apopt6tic, produint-se
freqientment com a consequéncia indirecta d'altres canvis que tenen lloc durant el
procés. Aixf, s'ha observat com els antioxidants s6n capacos de frenar el programa de

mort cellular en diferents sistemes cellulars (Fiordaliso et al., 2004; McCarthy et al.,



2004; Sanvicens et al., 2004). Igualment, un deficit en la capacitat antioxidant cetlular
pot conduir o sensibilitzar a la mort cellular programada (de Bernardo et al., 2004,

Zhao et al., 2004).

L'estres oxidatiu provoca una péerdua global de la funci6 mitocondrial,
disminuint el subministrament d'energia a la cellula i contribuint, per tant, a la mort
cellular. A la vegada, els mitocondris produeixen quantitats considerables de ROS,
que en conjunt amb els diposits de ions ferro que contenen, constitueixen una diana
cellular molt susceptible al dany oxidatiu (Van Houten et al.,, 2006). Una de les
macromolecules meés sensibles de l'organul és I'ADNmt i una vegada danyat, pot
amplificar l'estres oxidatiu per disminuci6 de I'expressi6 de proteTnes crftiques pel
transport electronic conduint a un cicle viciés de generaci6 de ROS i disfunci6

mitocondrial que pot acabar donant lloc a I'apoptosi (Figura 2).
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Figura 2. Amplificaci6 de la producci6 de ROS per alteracions de I'ADN mitocondrial
(Fariss et al., 2005).



A més de la seva coneguda activitat bioenergética, el mitocondri és rellevant en
I'homeb6stasi del calci (Ca’+). El Ca’+ a la vegada, juga un important paper en la relaci6
de les ROS amb I'apoptosi depenent de senyalitzacié mitocondrial. EI Ca’+
intramitocondrial promou la producci6 de ROS (Kanno et al., 2004), que a la vegada
podrien estar implicades en l'obertura del porus de transici6 de la permeabilitat
mitocondrial (MPTP) induTda per Ca’+ (Zhao et al., 2004). Un mecanisme proposat per
explicar l'obertura del MPTP esta relacionat amb I|'oxidaci6 de la cardiolipina. La
cardiolipina és un fosfolfpid localitzat en la membrana mitocondrial interna que manté
el citocrom c associat a la cara externa d'aquesta membrana durant la respiraci6. Una
producci6 elevada de ROS podria causar un dany oxidatiu sobre la cardiolipina, amb
les conseglients alteracions en la solubilitat de la membrana, l'obertura del MPTP i la
posterior alliberaci6 del citocrom c (Petrosillo et al., 2004). Per altra banda, caldria
destacar que el manteniment de la integritat de la membrana mitocondrial és un procés
dinamic i un estres oxidatiu intens pot comportar I'obertura del MPTP. Agents pro-
oxidants que actuen directament sobre components del MPTP, sobre membres de la
famflia Bcl-2, o mitjancant la peroxidaci6 de proteTnes o Ifpids, poden induir la
permeabilitzaci6 de la membrana mitocondrial externa. La permeabilitzaci6 condueix a
I'inflament o swelling mitocondrial i a l'alliberaci6é de factors pro-apopt6tics (Le Bras et
al., 2005). A mes, les ROS derivades de la pr6pia transici6 en la permeabilitat

mitocondrial poden influir en esdeveniments apopt6tics posteriors (Sato et al., 2004).

Les espécies reactives d'oxigen estan també involucrades en la modulaci6é de
I'apoptosi que exerceixen els membres de la famflia Bcl-2. De fet, les ROS regulen la
fosforilaci6 i ubiquitinitzaci6 de proteTnes de la famflia Bcl-2, resultant en nivells
augmentats de proteTnes pro-apopt6tiques (Li et al., 2004). A més, Bcl-2 pot actuar
com a agent antioxidant bloquejant esdeveniments dependents de ROS en la cascada
de senyalitzaci6 apopt6tica ja sigui afectant a la producci6é de ROS (Kane et al., 1993;
Gottlieb et al., 2000) o prevenint el dany oxidatiu dels constituents cetlulars mitjancant
la inducci6 d'antioxidants cellulars end6gens (Hockenbery et al., 1993; Kowaltowski

and Fiskum, 2005).

Finalment, les ROS poden promoure l'apoptosi de forma independent
mitjancant la seva interacci6 amb macromolecules biol6giques (Ifpids, proteTnes, acids
nucleics i carbohidrats). Les interaccions de les ROS amb aquestes molécules genera

radicals secundaris nous, iniciant una cadena continua de reaccions que pot conduir a



la peroxidaci6 lipfdica, al dany de I'ADN, a la inhibici6 del creixement o a la mort

cellular (Robertson et al., 2003).

1.2.4. Proteines desacoblants

Les proteTnes desacoblants mitocondrials (UCPs) pertanyen a la superfamflia
de transportadors anionics localitzats a la membrana mitocondrial interna. La proteTna
desacoblant UCP1 o termogenina fou la primera en ser identificada. Aquesta proteTna
s'expressa abundantment en el teixit adip6s marr6 on juga un important paper en la
termogeénesi adaptativa. En la resposta fisiologica al fred, el sistema nerviés simpatic
activa la via adrenérgica que promou la lipolisi en el teixit adips marr6; els acids
grassos alliberats durant la lipolisi s6n responsables de l'activaci6 del transport de
protons a través de la UCP1 (Nicholls and Locke, 1984). D'aquesta manera, la
proteTha UCP1 desacobla la respiraci6 de la fosforilaci6 oxidativa dissipant el gradient

de protons amb la conseglient generaci6 de calor (Nicholls and Locke, 1984).

Les analisis d'homologia de seqliéncia van permetre identificar noves proteTnes
de la famflia. Entre elles es troben UCP2, UCP3, UCP4 i UCP5 que comparteixen amb
UCP1 un 59%, un 57%, un 29% i un 34% d'identitat en la sequencia d'aminoacids,
respectivament. Aquestes noves UCPs tenen un patr6 d'expressi6 diferencial. Mentre
que UCP2 s'expressa de forma ubiqua, UCP3 ho fa preferencialment en el muscul
esqueletic i les isoformes UCP4 i UCP5 primordialment en cervell i teixit neuronal
(Sanchis et al., 1998; Yu et al., 2000; Rousset et al., 2004). Pareix esser que la resta
d'isoformes comparteix certes propietats bioqufmiques amb la UCP1, és a dir,
intervindrien en el transport de H+ produint un desacoblament entre la respiraci6 i
fosforilaci6 oxidativa, i serien regulades potencialment per acids grassos i nucleotids

de purina.

Aixf com la funci6 in vivo de la UCP1 esta clarament lligada a la termogeénesi
adaptativa, el paper fisiologic de la resta d'UCPs es fruit de controvérsia. S'han
proposat nombroses possibilitats pero en la literatura recent existeixen dades
contradictories en relaci6 al significat biologic que tindria el desacoblament efectuat per
aquestes noves UCPs. Encara que la seva capacitat de transport de protons s'ha
comprovat in vitro, les caracterfstiques concretes de la seva activitat bioqufmica estan

essent encara debatudes. Entre les hipotesis per explicar quin seria el seu paper en el



mitocondri, s'han descrit la regulacié del metabolisme de la glucosa (Huppertz et al.,

2001), el control de les ROS i la regulaci6 de la mort cellular programada.
1.2.4.1. UCPs: possible paper en el control de la produccio de ROS

El potencial de membrana mitocondrial, pot condicionar la taxa de producci6 de
ROS a nivell de la cadena respirat6ria (Papa and Skulachev, 1997). Elevats potencials
de membrana, contribueixen a l'alentiment de la cadena respiratéria (condicions
corresponents a un estat 4), i amb aix6 a l'alentiment en la recirculacié de quinones
reduTdes, que afavoreix la formaci6 de super6xid. La formaci6 de ROS disminueix
quan l'activitat de la cadena respirat6ria s'accelera, per exemple en condicions d'un
augment de la demanda d'ATP (estat 3) (Votyakova and Reynolds, 2001). Per aix6, es
va proposar que las cellules aer6bies haurien desenvolupat un sistema contra la
toxicitat que pot suposar una acumulaci6 de ROS, basat en un augment de la
conductancia dels protons (H') a través de la membrana mitocondrial interna, que
provocaria un desacoblament suau (mild uncoupling) entre respiraci6 i fosforilaci6

oxidativa (Papa and Skulachev, 1997; Skulachev, 1998; Kim-Han et al., 2001).

Aixf, una de les funcions proposades per a les UCPs és la d'induir un
desacoblament suau entre respiraci6 i fosforilaci6é oxidativa, impedint que el potencial
de membrana mitocondrial s'elevi per sobre d'un llindar crftic per a la formaci6é de ROS

(Figura 3).
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Figura 3. Representaci6 esquematica de la cadena de transport electrénic i el
desacoblament de la fosforilaci6 oxidativa (Fariss et al., 2005). ETC, cadena de

transport electrénic; A, ATPsintasa; U, proteTna desacoblant.



Negre-Salvayre i col. demostraren que la inhibicio de I'UCP2 per GDP
estimulava la produccio de H,O, (Negre-Salvayre et al., 1997) en mitocondris aTllats.
Els treballs amb ratolins deficients per a Texpressido d'UCP2 mostren una major
produccioc de ROS en macrofags, el que confereix a les cellules resistencia a
infeccions parasitaries (Arsenijevic et al., 2000). L'efecte de 'UCP2 sobre la produccio
de ROS s'ha pogut observar també en celules endotelials d'origen murf, on
oligonucleotids antisentit contra I'ARNm de I'UCP2, provoquen un augment en la
produccio de ROS (Duval et al., 2002). A mes, s'han publicat diversos estudis en els
que es demostra una induccié de I'expressio d'UCP2 amb l'estreés oxidatiu (Lee et al.,
1999; Pecqueur et al.,, 2001). Aixf, existeixen nombroses dades que relacionen
I'activitat d'UCP2 amb la produccio de ROS, i aquesta relacio pareix ser rellevant en
diversos processos patologics (Figura 4) com la diabetis (Sasahara et al., 2004),
obesitat (Amuthan et al., 2001), malalties neurodegeneratives (Yamada et al., 2003) i

cancer (Samudio et al., 2009).
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Recentment, el grup de Brand va descriure que l'ani6 superoxid era capac
d'estimular el desacoblament efectuat per UCPs (Echtay et al., 2002; Echtay et al.,
2005), el que suggereix un mecanisme de feed-back o retroalimentaci6 negativa en el
que les propies ROS exercirien de sensors d'un excés de formaci6 de ROS, activant

una proteTna que ha de limitar la seva produccib6.

1.2.4.2. UCPs com a moduladors de la mort cellular programada

Donada la localitzaci6 i propietats bioqufmiques de les UCPs, existeixen
diversos motius que suggereixen una implicaci6 d'aquestes proteTnes en el control de
I'apoptosi. L'apoptosi és un procés complex en el que participen mdltiples factors com
el potencial de membrana mitocondrial, les ROS i la relaci6 ATP/ADP, que podrien
tenir relaci6 directa amb l'activitat de la proteTna. Les ROS poden afectar al procés
d'apoptosi en diferents punts, i de fet, la seva relaci6 amb aquest procés és molt
complexa. Sovint, les investigacions que suggereixen la relaci6 d'alguna UCP amb el
control de la mort celular passen per la limitaci6 de la producci6 mitocondrial de ROS
(Mattiasson et al., 2003; Teshima et al., 2003; de Bilbao et al., 2004; Mattiasson and
Sullivan, 2006).

Es important considerar també que I'expressi6 d'UCPs incrementa en
preséncia de senyals d'estrés metabolic com la caquéxia cancerosa (Bing et al., 2000)
o la sepsia (Sun et al., 2003). La proteTna UCP2 fou el primer membre de la famflia de
les UCPs relacionat amb la regulaci6 de I'apoptosi. Diverses investigacions
suggereixen un paper protector de I'UCP2 enfront de la mort ceHular induTda per
diferents tipus d'estrés (Mattiasson et al., 2003; Teshima et al., 2003). Per altra banda,
les observacions realitzades sobre el teixit o celules neuronals estan també a favor
d'un paper protector de les UCPs enfront de la mort cellular (Diano et al., 2003;
Mattiasson and Sullivan, 2006). Aixf, en el teixit neuronal, 'expressi6 d'UCP3 protegeix
contra l'apoptosi induTda per un excés de glucosa en cellules de neuroblastoma

(Leinninger et al., 2004) i neurones ganglionars (Vincent et al., 2004).

No esta clar si la inducci6 d'UCPs intervé en I'origen de la patologia, o si forma
part dels mecanismes que es desencadenen per a contrarestar els estfmuls que inicien
el procés. Donada la disparitat de resultats, es probable que la funci6 de les diferents
isoformes respecte a la regulaci6 de I'apoptosi, sigui depenent del tipus cellular i de

I'estfmul o estrés concret.



1.3. IMPORTANCIA DEL METABOLISME ENERGETIC EN LA BIOLOGIA DE LA
CELLULA TUMORAL

Els tumors segueixen les mateixes rutes metaboliques basiques que els teixits
normals, pero canvis en el microambient tumoral i en les propies cetlules tumorals
poden tenir profunds efectes sobre el seu metabolisme. Dos factors interrelacionats
influeixen de manera crucial en el metabolisme dels tumors: la disponibilitat d'oxigen i

I'alteraci6 en les rutes metaboliques (Gallego et al., 2008).

La hipoxia €s una condici6 comu en els tumors que determina la forma en que
es produeix l'energia. La hipoxia en el tumor fa que el substrat preferit sigui la glucosa
ja que el metabolisme de la resta de substrats energétics (els acids grassos, els
cossos cetonics, els aminoacids com la glutamina, els carbohidrats i el lactat (Bouzier
et al., 1998)) es depenent d'oxigen. Contrariament al que passa en el teixit normal, en
la majoria de tumors solids la preséncia d'oxigen no inhibeix la glicolisi (efecte
Warburg). Es més, en presencia d'oxigen, les cellules tumorals sovint prefereixen
metabolitzar I'exces de glucosa per la via glicolftica, i aixo comporta la disminuci6 de la
respiraci6 tumoral (efecte Crabtree). En les celules tumorals, les alteracions
metaboliques com la potenciaci6 de la glicolisi, la inhibici6 del cicle dels acids
tricarboxflics (TCA) i la producci6 augmentada de lactat ocasionarien una pérdua neta
de carboni que podria utilitzar-se en les reaccions anaboliques, situaci6 que és
compensada per la céHula cancerosa incrementant molt el consum de glucosa

respecte a la céHula normal.

Les alteracions metabdliques en el tumor estan promogudes també per
I'activaci6 d'oncogens i la perdua de supressors tumorals. Varis oncogens s'han
implicat en I'efecte Warburg o glicolisi aerobia tumoral (Flier et al., 1987; Osthus et al.,
2000), entre ells I'oncogen AKT, que augmenta la captaci6 i utilitzaci6 de glucosa
(Elstrom et al., 2004) i PI3K, que inhibeix la beta-oxidaci6 (Gallego et al., 2008). Els
majors esdeveniments oncogenics - com s6n l'activacié constitutiva de vies sensibles
a factors de creixement, l'activaci6é constitutiva del factor induTble per hipoxia-1, i la
inactivaci6 de p53 - podrien constituir la causa comuna de la reprogramaci6
metabdlica i dels trets determinants del cancer tals com el creixement autonom, la

resisténcia a I'apoptosi, replicaci6 illimitada, i angiogenesi (Gallego et al., 2008).



Ja sigui pel microambient tumoral o per [l'activacio d'oncogens, la
reprogramacio metabolica en la célula cancerosa li confereix avantatges proliferatius i
adaptatius per la seva supervivéencia. Aixf, les alteracions metaboliques aporten
substrats per les vies biosintétiques, influeixen en la regulacio de I'apoptosi i
retroalimenten vies de senyalitzacié implicades en el procés pro-oncogénic (Gallego et

al., 2008; Hsu and Sabatini, 2008).

1.4. CANCER | ESTRES OXIDATIU

1.4.1. L'estrés oxidatiu i la disfuncio mitocondrial en la cellula cancerosa

Les céHules canceroses a meés de caracteritzar-se per la seva habilitat de
suportar tant alteracions metabaliques com un estat cronic d'hipoxia, també ho fan per
la seva resistencia a I'estrés oxidatiu (Dang and Semenza, 1999). Les ROS no només
participen en l'etiologia del cancer, sind que constitueixen un mecanisme de
transduccio de senyals intracetulars en resposta a determinats estfmuls (Benhar et
al., 2002). Es mes, les senyals de supervivencia i proliferacio associades amb la
promocio tumoral pareixen necessitar de les ROS per la seva transmissio eficient al
nucli (Hadziahmetovic et al., 2008). Per altra banda, les ROS que difonen des de les
céllules canceroses tambe poden promoure la progressio tumoral i la disseminacio del
cancer i es troben involucrades en el procés inflamatori que acompanya a la neoplasia

(Arias et al., 2007).

Moltes proteTnes i rutes de senyalitzacio estan afectades per canvis redox
(Chiba et al., 1996; Chau et al., 1998; Hampton et al., 1998; Pineda-Molina et al., 2001;
D'Alessio et al., 2004). Entre elles es troben cascades de senyalitzacio que juguen un
paper crucial en la regulacio génica i prevencio de l'apoptosi com les vies
Ras/Raf/MEK/ERK i PTEN/PI3K/AKT/mTOR/NF-kappaB, components de les quals es

troben mutats o aberrantment expressats en els tumors humans.

Els mitocondris estan involucrats directa i indirectament en molts aspectes de
les alteracions metaboliques observades en les céllules tumorals. En els mitocondris
de ceHules tumorals s'han descrit alteracions funcionals i ultraestructurals importants
(Oudard et al., 1997; Cuezva et al.,, 2002) que podrien estar relacionades amb la
dependéncia que mostren les cellules canceroses per la glucosa, i podrien contribuir

també a l'adquisicio d'un major grau de malignitat (Amuthan et al., 2001). En les



célules tumorals s'han descrit canvis en la mida, forma i nombre de mitocondris
respecte a les celules normals. L'analisi de la composici6 lipfdica de la membrana
interna també ha revelat diferencies entre les cellules tumorals i les cetlules normals
(Feo et al., 1975). S'ha observat que els tumors altament proliferatius tenen una menor
taxa respiratoria, que estaria d'acord amb un menor nombre i tamany dels seus

mitocondris en comparacié amb els teixits normals (Pedersen, 1978).

Els nivells i activitat dels enzims involucrats en la fosforilaci6 oxidativa tals com
la citocrom c oxidasa (COX) i I'ATPsintasa també s'han trobat disminuTts en diferents
tipus de tumors humans en comparaci6 al teixit sa (Sun et al., 1981; Capuano et al.,
1996; Capuano et al., 1997; Cuezva et al., 2002; Isidoro et al., 2004; Isidoro et al.,
2005). A meés, s'ha descrit que el potencial de membrana mitocondrial és més elevat
en les celules tumorals que en les ceHlules epitelials no transformades (Modica-

Napolitano and Aprille, 1987).

Per altra banda, s'ha descrit que la proteTna UCP2 es troba sobrexpressada en
tumors colorectals humans (Horimoto et al.,, 2004). La sobrexpressi6 de la proteTha
mitocondrial UCP2 podria conferir citoprotecci6 a les ceHules tumorals (Derdak et al.,
2008) i s'ha suggerit que estaria implicada en la promoci6 d'un canvi des del
metabolisme oxidatiu cap a un metabolisme glicolftic (Harper et al., 2002; Samudio et
al., 2009) (Figura 5). En el mateix sentit, s'ha descrit que la disminuci6 dels nivells de
proteTna UCP5 en cellules tumorals humanes de neuroblastoma facilitaria la mort

cellular associada a estrés oxidatiu (Ho et al., 2006).

En comparaci6 a les cetules normals, les cetlules tumorals tenen suprimits els
mecanismes involucrats en la permeabilitzaci6 de la membrana externa mitocondrial.
Aixf, les ceHules tumorals tenen majors nivells de la proteTna antiapoptotica Bcl-2,
prevenint la permeabilitzaci6 per factors pro-apoptotics com la proteTna Bax. A més a
més, els mitocondris de les cellules tumorals també presenten més resisténcia a

I'entrada de calci mitocondrial, necessaria per a la permeabilitzaci6.

La majoria de tumors humans presenten mutacions a I'ADNmt. Tot i que
aquestes mutacions poden sorgir com a resultat de la progressi6 del tumor, algunes
podrien participar activament en la progressi6 tumoral per mitja de I'estimulaci6é
cooperativa de la producci6 de ROS, la glicolisi aerobia i el creixement del tumor (Yu et

al., 2008). Les disfuncions mitocondrials primaries tenen una repercussi6 directa sobre



el metabolisme i la proliferacio tumoral, d'aquesta manera s'ha descrit que les
alteracions genetiques en I'enzim fumarat hidratasa (proteTna present a la matriu
mitocondrial) i en I'enzim succinat deshidrogenasa (proteTha de la membrana interna
mitocondrial) podrien tenir una implicacio causal en el desenvolupament tumoral

(Rustin, 2002).
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Figura 5. Possibles implicacions de la proteTna UCP2 en el control del

metabolisme i la mort cetlular de la cetlula cancerosa (Samudio et al., 2009).

1.4.2. El complex paper de les ROS en la proliferacio de la cetlula tumoral

Es sap que la produccio de ROS es troba incrementada en les cellules
canceroses (Szatrowski and Nathan, 1991). Durant l'evolucio del grau de malignitat del
tumor, s'ha vist que canvia el patrd de les ROS i dels mecanismes de transduccio de
senyals sensibles a estrés oxidatiu (Dolado et al., 2007; Galli et al., 2008). Una de les
funcions de mantenir elevats els nivells de ROS durant la progressio tumoral pareix
ésser l'activacio persistent de factors de transcripcio com NF-kB i AP-1 (Gupta et al.,
1999). A més, la inestabilitat genomica induTda per estrés oxidatiu podria contribuir a la

progressio del cancer (Jackson and Loeb, 2001).

En contrast amb el paper de les ROS en la induccio del creixement cetlular en

absencia d'estrés, les ROS pareixen activar i modular I'apoptosi quan les cetlules



estan sotmeses a condicions d'estrés (Benhar et al., 2002). Aixf, els nivells de ROS es
troben incrementats en cellules que han estat exposades a situacions d'estres - inclos
el provocat pels farmacs antitumorals (Jabs, 1999) - mitjangant el qual promouen
apoptosi a través de l'activaci6 de molecules de senyalitzaci6 pro-apoptotica tals com
JNK i p38 (Davis et al., 2001; Tobiume et al., 2001). Les ROS també tenen un paper
crucial en l'apoptosi induTda per p53 (Polyak et al., 1997).

Mentre que inicialment es pot observar en algunes celules tumorals un
incrementat estrés oxidatiu, en altres casos, aquest esta emmascarat per l'activaci6é de
senyals antiapoptotiques (Jang and Surh, 2003), que a la vegada, també influeixen en

les respostes del cicle ceHular (Davis, 2000).

Els efectes diversos, i fins i tot oposats, de les ROS en relaci6 al comportament
cellular podrien ser explicats per la noci6 de que el creixement esta promogut de
forma maxima quan les cellules estan protegides d'una toxicitat excessiva pero
mantenen una senyalitzaci6 per oxidants suficient per la inducci6 de gens implicats en
el creixement. Per tant, sota condicions de creixement optim, els alts nivells de ROS
conferirien un avantatge pel creixement de les celiules tumorals. En canvi, I'exposici6
d'aquestes céllules a agents nocius provocaria un increment prolongat dels nivells de
ROS que resultaria en la potenciaci6 de I'apoptosi. Colectivament, aquests fenomens
iHustren el concepte fonamental que les respostes celulars a I'estrés oxidatiu no sén

lineals (Figura 6).

Les proteTnes quinases activades per estrées (SAPKs) han sigut estudiades
basicament en el context de respostes a I'estreés i apoptosi. No obstant aixo, I'evidencia
aportada per estudis bioqufmics i genétics suggereix que la senyalitzaci6 a través de la
via de la JNK promou senyals oncogeniques (Behrens et al., 2000; Chen et al., 2001) i
respostes proliferatives (Tournier et al., 2000) en abséncia d'estrés. Al igual que
succeeix amb les ROS, s'ha demostrat que en les ceHules transformades, en
comparaci6é a aquelles no transformades, es troben altament activades les SAPKs
(Benhar et al., 2002). A més a mes, I'nabilitat de les quinases activades per estrés per
estimular el creixement o la mort cellular, al igual que les ROS, depéen en gran mesura
de la intensitat i durada del senyal (Chen et al., 1996; Roovers and Assoian, 2000).
Aixf, els nivells d'activitat baixos i transitoris de les SAPK promourien la proliferaci6
ceHular mentre que nivells alts i persistents d'activitat resultarien en la mort celular

(Benhar et al., 2002).
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Figura 6. Interrelacio de la produccio de ROS mitocondrial, la proliferacio i la
mort cellular. Les ROS representen un factor crucial en la regulacio de I'expressio de
multiples gens nuclears. D'acord amb I'esquema, deficiencies mitocondrials podrien
conduir a una incrementada produccio de ROS, resultant en la formacio del tumor o la
mort cellular in vivo. El cursor vermell representa la produccio de ROS; el cursor blau
representa l'estat redox; el cursor verd representa el potencial de membrana

mitocondrial (Rustin, 2002).

1.4.3. Estres oxidatiu i resposta de la cellula cancerosa a la terapia antitumoral

Com a mecanisme d'accio secundari de la radioterapia i de certs farmacs
antitumorals (Masuda et al., 1994; Brown and Bicknell, 2001; Deponte et al., 2005),
s'ha descrit un increment de la produccio de ROS per part de les cetlules canceroses.
A més, s'ha demostrat que les ROS actuen com intermediaris de I'activacio de vies de

transduccio de senyals en resposta als farmacs antitumorals (Shiah et al., 1999).

La sensibilitat de les cetlules tumorals al tractament amb farmacs
anticancerosos depen de la funcio i expressio tant de proteTnes antiapoptotiques com
antioxidants (Lee et al., 2004; Deponte et al., 2005). S'ha vist que alts nivells de ROS i
proteTnes que participen en la senyalitzacio d'apoptosi per estrés oxidatiu es troben
presents en les cellules tumorals que son sensibles als agents anticancerosos en

comparacio a les cellules resistents (Benhar et al., 2001). En canvi, en els tumors



resistents al tractament antitumoral sovint es troben sobrexpressats els enzims
antioxidants o el glutati6 (Shen et al., 1997), ajudant a la cellula a eludir I'apoptosi.

Els enzims antioxidants tals com la catalasa, Cu/Zn-superoxid dismutasa i
glutati6 peroxidasa, protegeixen les céllules de les ROS i s'han vinculat a la
resisténcia enfront de farmacs inhibidors de la topoisomerasa i derivats del taxol
(Yoshida et al., 2003; Ramanathan et al., 2005). A banda d'aquests enzims, s'ha vist
que proteTnes de la famflia de la peroxiredoxina (Prx) es troben frequentment elevades
en les celules de cancer de pulm6. Aixf, la sobrexpressi6 de Prxl potencia la
supervivéncia i antagonitza I'apoptosi en ceélules sotmeses a radiaci6 (Kim et al.,
2006). En el mateix sentit, les cellules de carcinoma de pulm6 que mostren una baixa
expressi6 de la PrxV mitocondrial s6n més sensibles a l'acci6 dels antitumorals

etoposid i doxorubicina (Kropotov et al., 2006).

L'estimulaci6 farmacologica de la produccié de ROS i/o deplecci6 de metabolits
protectors (tals com el glutati6 i NADPH) podrien conduir a una situaci6 d'estres
oxidatiu i a la inducci6 d'apoptosi en les cetlules tumorals (Engel and Evens, 2006).
S'ha suggerit que diversos agents capacos de modular els sistemes redox cellulars
com L-butionin-(fi,S)-sulfoximina (BSO), trioxid d'arsenic, imexon i motexafin gadolini
poden ser usats en monoterapia o terapia combinada com antitumorals (Gogvadze
and Zhivotovsky, 2007). La modulaci6 de l'estat redox podria ajudar tambeé a
sensibilitzar els tumors als farmacs citotoxics (Troyano et al., 2001; Anderson and
Reynolds, 2002; Hardman et al., 2002). El glutati6, a mes d'actuar com antioxidant
també participa en els mecanismes d'eliminaci6é de farmacs per conjugaci6é (Rappa et
al., 2003). Aixf, s'ha descrit que els nous inhibidors de la y-glutamil-cisteTna sintasa,
que depleccionen el contingut celular de glutati6 (GSH), sensibilitzen les cetules
tumorals a agents alquilants (Hamilton et al., 2007). Per altra banda, és important
assenyalar que la deplecci6 del glutati6 per mitia de BSO combinat amb melfalan s'ha
usat com a estrategia terapéutica produint respostes clfniques en un limitat nombre de

pacients amb tumors refractaris (O'Dwyer et al., 1996).

1.5. TERAPIA ANTITUMORAL

Malgrat els avancos assolits en el tractament del cancer en les Ultimes
décades, tant la incidencia com la mortalitat per aquest conjunt de malalties és molt
elevada. La cirurgia segueix essent la millor opci6é en la majoria de les neoplasies i es

pot aplicar en combinacié amb la radioterapia, la quimioterapia, I'hormonoterapia o la



immunoterapia com a tractaments adjuvants. Una de les principals limitacions dels
agents antitumorals convencionals és la falta de selectivitat i I'aparicio de mecanismes

de resisténcia tumoral.

1.5.1. La quimioterapia

La quimioterapia es basa en I'Us d'agents qufmics citotoxics. La majoria dels
farmacs antitumorals actuen en fases especffiques del cicle cellular, i per tant, son
actius en aquelles céllules que es troben en procés de divisié activa. Actualment es
disposa d'uns 50 farmacs amb aplicacido clfnica, que generalment es solen combinar
amb altres terapies per aconseguir una millor eficacia. La terapia combinada permet
disminuir el desenvolupament de resisténcies i al mateix temps reduir la dosi de
cadascun dels farmacs per evitar la seva toxicitat sobre els teixits sans. Els régims que
incorporen dos o més farmacs, en relacié a la monoterapia, han demostrat una major

activitat i impacte clfnic en el tractament de la malaltia avancada (Kozuch et al., 2001).

Els agents quimioterapéeutics es poden classificar de manera molt simplificada
en dos grups: els que actuen a nivell de la sfntesi d'ADN i els que ho fan sobre

components citoplasmatics essencials per a la divisio celular.

1.5.1.1. Cisplati

El cisplatf és un agent antitumoral derivat del platf amb un paper central en la
quimioterapia del cancer. El tractament amb cisplatf, ja sigui en monoterapia o terapia
combinada, esta indicat en el cancer de testicle, cancer d'ovari metastatic, cancer de
bufeta urinaria avan?at, cancer de céllules esquamoses de cap i coll, i carcinoma de
pulmd microcftic i no microcftic. Els principals efectes adversos que limiten el

tractament son I'ototoxicitat, la nefrotoxicitat i la neurotoxicitat.

Una vegada el cisplatf entra dins la ceHula tumoral, els dos atoms de clor que
conté es substitueixen per molecules d'aigua, fet que li atorga carrega positiva i li
confereix una gran reactivitat contra biomolecules com I'ADN, ARN i proteTnes. El
cisplatf s'ha classificat, i classicament ha estat considerat, com un agent que te I'ADN
nuclear com a principal diana, en el que forma ponts creuats entre les bases de purina,
provocant adductes entre cadenes i dins de la mateixa cadena d'ADN (Wang and

Lippard, 2005). No obstant aixo, s'ha descrit que menys d'un 1% del cisplatf acumulat



en la cetula tumoral formaria adductes amb I'ADN (Eastman, 1991), i es sap també
que l'apoptosi induTda per cisplatf es d6na en absencia de nucli (Mandic et al., 2003).
Conjuntament aquests fets evidencien la importancia d'altres dianes ceHulars en

I'acci6 antitumoral del cisplatf.

1.5.1.2. Fluorouracil

Les indicacions d'us del 5-fluorouracil (5-FU) depenen de la via d'administraci6.
Per via sistémica, el 5-FU es troba indicatja sigui en monoterapia o terapia combinada
en el tractament palliatiu, adjuvant i coadjuvant del cancer de colon, cancer de recte,
cancer d'esofag, cancer d'estémac, tumor primari de fetge i cancer de mama. També
s'utilitza en el tractament palliatiu del cancer de cap i coll, cancer de bufeta urinaria,
cancer de rony6, cancer de prostata, cancer de cervix, cancer d'endometri, cancer
d'ovari i cancer de pancrees. Els principals efectes adversos que limiten el tractament
s6n l'aparici6 de mielotoxicitat i hepatotoxicitat. Frequentment provoca alteracions
digestives i hematologiques que obliguen a la monitoritzaci6 del quadre sanguini abans

d'iniciar el tractament i durant el mateix.

El 5-fluorouracil és un citostatic que actua com antimetabolit de bases
pirimidfniques. Aquest farmac bloqueja la reacci6 de metilaci6é de I'acid desoxiuridflic a
acid timidflic mitjan?ant la inhibici6 de I'enzim timidilat sintasa. Donat que inhibeix un
enzim essencial en la sfntesi dels nucleotids de timina, el 5-FU interfereix en la
replicaci6 de I'ADN, amb la conseguent inhibici6 de la divisi6 cellular, i per tant, del

creixement tumoral.

Els efectes antitumorals i efectes adversos del 5-FU poden ser modificats per
canvis de dosi, via d'administraci6 i per combinaci6 amb modificadors bioqufmics com
el metotrexat, leucovorin o acid folfnic, uridina i composts dietétics (Bagrij et al., 1993).
Una de les aproximacions per millorar les limitacions de la terapia amb 5-fluorouracil
és incrementar la seva acci6 antitumoral per combinaci6é amb leucovorin (Weckbecker,
1991; Sohn et al., 2004) i metotrexat (Backus et al., 2000), que exerceixen una acci6

inhibitoria sinérgica sobre la timidilat sintasa.

1.5.2. Resisténcia del tumor al tractament



El principal problema clfnic a I'administrar farmacs citotoxics és l'aparicio de

resisténcies creuades. Aquest fenomen consisteix en qué les cetules tumorals que

han estat exposades a un agent citotoxic, desenvolupen resistéencia creuada a un

conjunt de composts no relacionats estructuralment i amb diferent mecanisme d'accio.

A més, hi ha tumors que mostren resistencia a varis agents antitumorals sense haver

estat exposats préviament a cap tipus de quimioterapia (Szakacs et al., 2006).

Els mecanismes pels quals les cetlules tumorals desenvolupen resisténcia es

podrien classificar basicament de la segiient manera:

Disminucio de I'acumulacio del farmac:

La disminucio de l'acumulacié pot venir donada per una reduccio de l'entrada
dels farmacs a la céHula tumoral (Wang and Lippard, 2005) o bé per un
augment en la seva sortida (Gottesman et al., 2002).

Alteracio del metabolisme del farmac:

La modificacio de l'activacio o inactivacidé del farmac pot conferir resisténcia a
certs agents antineoplastics (Eastman, 1991).

Alteracions de les dianes cellulars:

Molts farmacs citotoxics indueixen mort ceHular interaccionant amb un enzim
intracellular clau. Canvis en enzims com la dihidrofolat reductasa, timidilat
sintasa i les topoisomerases | i 1| poden comprometre l'eficacia del farmac.
Augment dels mecanismes de reparacio dels danys cellulars causats pels
antineoplastics (Eastman, 1991).

Canvis en la cellula tumoral que afecten a la capacitat citotoxica del farmac
com son les alteracions en les vies de senyalitzacid6 promotores de la
supervivéncia cellular i una reduTda apoptosi (Longley and Johnston, 2005;
Ohmichi et al., 2005):

Es sap que les alteracions genétiques més freqlients en el cancer
huma, com son les mutacions o perdues que inactiven el supressor tumoral
p53, ocasionen resisténcia tant a la quimioterapia com a la radioterapia. La
proteTna Bax es troba inactivada per mutacioc en el cancer colorectal i la
deficient activacio de caspases es propia del cancer d'ovari, melanoma i
leucemia. A molts tumors també es troba sobrexpressat Bcl-2, i per
conseglient, l'apoptosi induTda per farmacs antitumorals es troba disminuTda.

La via de senyalitzacio que permet l'activacio del factor de transcripcio
STAT3 és una cascada relacionada amb la resistencia de les cetlules tumorals

al tractament (Real et al., 2002). Un altre factor que contribueix de forma



important a la resisténcia tumoral és la proteTna AKT, que inhibeix la fosforilaci6
de caspasa 9 (Hersey et al., 2006; Meiler and Schuler, 2006). L'activaci6 d'AKT
s'ha associat tambe a la multiresistencia de les cellules tumorals (Han et al.,

2007; Yu et al., 2008).

1.5.3. El concepte de la sensibilitzacio

La resistencia que els tumors desenvolupen als tractaments antitumorals ha
estimulat la recerca d'agents sensibilitzants. L'objectiu del tractament de sensibilitzaci6
és incrementar l'eficacia de la terapia i ajudar a reduir la dosi per tal de facilitar el

control dels efectes adversos (Bagrij et al., 1993).

Una de les estratégies de sensibilitzaci6 més coneguda és la terapia
fotodinamica, que consisteix en l'administraci6 d'un fotosensibilitzant, seguida de la
iHuminaci6 local del tumor amb una llum de longitud d'ona apropiada per activar el
farmac (Dahlman et al., 1983). Un cop activat, i en presencia d'oxigen, el farmac pot
reaccionar directament amb I'oxigen o amb un substrat donant lloc a la formaci6 de
ROS (Foote, 1984). La terapia fotodinamica ha aconseguit bons resultats en
combinaci6 amb farmacs antitumorals (Sinha et al., 2006), i entre els seus efectes

s'inclouen l'apoptosi, necrosi i el dany de la vasculatura del tumor.

Multiples dianes a nivell molecular s'han proposat com a possibles punts per
incrementar la sensibilitzaci6 de la celula cancerosa al tractament amb antitumorals.
De fet, han sorgit estrategies terapéutiques basades en la combinaci6é de quimioterapia
i modificadors de la resposta cellular. En s6n exemples, el bloqueig de Her-2 amb
trastuzumab per sensibilitzar les cellules resistents de cancer de mama als farmacs
citotoxics (Pegram et al., 2000); el bloqueig de la senyalitzaci6 a traves del receptor del
factor de creixement epidérmic (EGFR) per sensibilitzar les célHules de gliomes d'alt
grau al cisplatf (Nagane et al., 1998); i el bloqueig de la senyalitzaci6é Her-2/neu per
sensibilitzar les cellules de carcinoma de pulm6 a farmacs citotoxics com el cisplatf,

etoposid i doxorubicina (Tsai et al., 1996).

Com a mitja per revertir la multiresistencia s'han estudiat composts capacos
d'inhibir la glicoproteTna-p (Thomas and Coley, 2003), una proteTna implicada en el
transport actiu del farmac a l'exterior de la ceéllula tumoral. Un altre mecanisme de

sensibilitzaci6é del tumor, que a més a més disminueix I'angiogénesi, és la inhibici6 de



ciclooxigenasa-2, un enzim clau per la conversio d'acid araquidonic a prostaglandines
que es troba sobrexpressat en molts tumors (Sminia et al.,, 2005). Per altra banda,
donat que la majoria d'antitumorals indueixen la mort celular danyant I'ADN, la
inhibicid dels mecanismes de reparacio s'ha proposat també com una aproximacio per

augmentar la sensibilitat al tractament (Luo and Leverson, 2005).

Altres estratégies de sensibilitzacio estan basades en potenciar la resposta
apoptotica de la ceHula tumoral durant el tractament (Viktorsson et al., 2005), ja sigui
activant vies de senyalitzacio apoptotica addicional o inhibint vies antiapoptotiques
(Gallego et al., 2008). En aquest sentit, el lligand inductor de I'apoptosi relacionat amb
el factor de necrosi tumoral (TRAIL) ha mostrat ser efectiu en combatre la resisténcia
del cancer de colon, glioma, leucemies i cancer de mama al tractament antitumoral
(Cretney et al., 2006). Un altre metode proposat per a la sensibilitzacio es I'Us
d'oligonucleotids antisentit dirigits contra productes genics sobrexpressats en la cetlula

tumoral (Bianco et al., 2005; Yamanaka et al., 2005).

La inhibicio de proteTnes quinases implicades en la proliferacio de les celtlules
tumorals s'ha suggerit com un important factor per vencer la resistéencia del tumor al
tractament (Grant and Dent, 2004; Li et al., 2005; Brozovic and Osmak, 2007).
L'atenuaci6 de l'activitat AKT, que promou la supervivencia celular, s'ha observat que
potencia l'activitat terapeéutica de la carmustina en céllules de glioma (Van Meter et al.,
2006).

Altres mecanismes que s'han associat a la sensibilitzaci6 de les ceHlules
tumorals inclouen la promoci6 de l'autofagia (Gewirtz et al., 2009) i la promoci6 de

I'estrés oxidatiu (Poh and Pervaiz, 2005).

1.5.4. Composts d'origen natural amb propietats antitumorals

Diverses substancies procedents dels microorganismes (Salomon et al., 2000;
Kodach et al., 2006), de les plantes - com composts derivats dels extractes del vesc
(Bar-Sela and Haim, 2004), polifenols presents en el te verd (Hwang et al., 2007) i
triterpens presents a la pell de l'oliva (Juan et al., 2006) - i dels organismes marins -
com és el cas de l'alcaloid lamelarina D (Kluza et al., 2006) - han mostrat activitat
inhibidora del creixement de les cetules tumorals per mitja de diferents mecanismes,

principalment per inducci6 d'apoptosi.



Els composts derivats de plantes s6n els que tradicionalment han sigut més
estudiats. Entre ells, els polifenols han sigut centre de gran interes per I'amplia varietat
de propietats farmacologiques que presenten. Se'ls reconeixen propietats antioxidants,
i cada vegada hi ha mes evidencia de que podrien interferir en el proces de
desenvolupament de tumors malignes. A més a més, s'ha descrit que polifenols com el
resveratrol, curcumina, flavona (Wenzel et al., 2005) i galocatequines (Chen et al.,
2003) indueixen apoptosi en diverses Ifnies de celules tumorals. S'ha vist que alguns
d'aquests flavonoids causen ruptura oxidativa en les cadenes d'ADN per si mateixos o
en presencia de metalls de transici6 com el coure. La majoria dels polifenols de les
plantes han mostrat tant propietats antioxidants com pro-oxidants; de fet, s'ha proposat
que l'acci6 pro-oxidant podria ser un mecanisme important en les seves propietats

anticanceroses.

Les propietats antitumorals del resveratrol destaquen especialment i han sigut
objecte de mudltiples estudis (Tinhofer et al., 2001). A I'any 1940 fou aTllat per primera
vegada com un constituent de les arrels de I'ellebor blanc (Veratrum grandiflorum O.
Loes), i des de llavors, aquest polifenol ha sigut identificat en diverses plantes. El
resveratrol, trans-3,5,4'-trihidroxiestilbé, es troba present de forma natural en la pell del
raTm, cacauets i en diversos fruits. A banda dels seus efectes cardioprotectors, el
resveratrol ha demostrat la capacitat de suprimir la proliferaci6 d'una gran varietat de
cellules tumorals, incloses les de cancer colorectal (Mahyar-Roemer et al., 2002) i les
de gliomes (Jiang et al., 2005). Els efectes inhibidors del creixement tumoral produTts
pel resveratrol s'han associat a I'aturada del cicle ceHular; increment de I'expressi6 de
p53 i Bax; disminuci6 de survivina, ciclina D1, ciclina E i Bcl-2; i activaci6 de caspases.
A més, s'ha vist que el resveratrol suprimeix l'activaci6 de diversos factors de
transcripci6, inclosos NF-KB i AP-1; tambe inhibeix quinases com JNK, AKT i PKC; i
disminueix I'expressi6 de proteTnes com ciclooxigenasa-2, factor de creixement
endotelial vascular (VEGF), 5-lipooxigenasa, l'antigen prostatic especffic (PSA), IL-1,
IL-6 i IL-8. El resveratrol inhibeix diverses etapes del procés de carcinogéenesi:
bloqueja Il'activaci6é de carcinogens per inhibici6 de I'activitat i expressi6 de CYP1A1; i
suprimeix la iniciaci6, promoci6 i progressi6 tumoral in vivo. Les limitades dades dels
estudis en humans, mostren que el resveratrol es segur des del punt de vista
farmacoldgic, i en l'actualitat, s'estan estudiant analegs que puguin millorar la seva
biodisponibilitat per poder ser usats com a potencials agents terapeutics en pacients

oncoldgics (Aggarwal et al., 2004; Athar et al., 2007).



S'ha proposat que certs composts de la dieta podrien contribuir a I'efectivitat
d'alguns agents antitumorals, mitjangant l'increment de la tolerancia de I'organisme al
farmac (Singal et al., 1997; DeAtley et al., 1999). Aixf, els composts dietétics
antioxidants podrien ajudar a protegir I'organisme de l'estrés oxidatiu que provoca el
cancer i la quimioterapia sobre el teixits sans (Conklin, 2000; Horie et al., 2001). Per
altra banda, la potenciaci6 de l'apoptosi per components d'origen natural com el
triterpenoid acid betulfnic (Fulda and Debatin, 2005) i el polifenol resveratrol (Fulda and
Debatin, 2004) s'han relacionat amb la sensibilitzaci6é de la ceHula tumoral a farmacs

citotoxics.

1.5.5. El mitocondri: potencial diana de nous agents antitumorals

Certes diferéencies entre els mitocondris de les cellules tumorals i les normals,
converteixen el mitocondri en una possible diana en la terapéutica del cancer. La
resisténcia de les ceHules tumorals al tractament freqlientment es troba associada a
deficiencies en varies parts de la maquinaria apoptotica; per tant, I'eliminaci6 efectiva
de les céHules canceroses depén en gran mesura de la capacitat dels antitumorals per
estimular vies apoptotiques silents. Multiples estudis han demostrat que un gran
nombre de farmacs antitumorals exerceixen la seva acci6 terapeutica per inducci6
d'apoptosi en les cellules malignes (Debatin, 2000; Preston et al., 2001),
majoritariament degut a l'activaci6 de la via del citocrom c/caspasa 9, pero també
s'han suggerit altres mecanismes com l'afectaci6 a I'estructura de la membrana interna
mitocondrial (Arap et al., 1998; Ellerby et al., 1999) i la inducci6 de la producci6 de

ROS a través de la cadena respiratoria (Joshi et al., 1999).

S'ha descrit que certs composts antitumorals alteren la funci6é mitocondrial de
manera prévia a la inducci6 d'apoptosi, i que aquests canvis inclouen la disminuci6 del
consum d'oxigen mitocondrial i el descens de la concentraci6 de calci intramitocondrial
(Schmidt-Mende et al., 2006). Aixf, la inhibici6 de la cadena respiratoria podria
estimular la producci6 de ROS mitocondrial (Cadenas and Boveris, 1980), facilitant
I'oxidaci6é de la cardiolipina i la conseguent alliberaci6 del citocrom ¢ durant el procés

apoptotic (Garcia Fernandez et al., 2002; Kagan et al., 2009).

Per altra banda, s'ha descrit que alguns farmacs antitumorals tindrien la

capacitat d'interactuar amb els mitocondris com a dianes secundaries, fet que s'ha



relacionat amb els efectes adversos sobre els teixits sans (Kruidering et al., 1997;

Szewczyk and Wojtczak, 2002; Martins et al., 2008; Custodio et al., 2009).

1.6. CANCER COLORECTAL

1.6.1. Epidemiologia i caracteristiques moleculars en el cancer colorectal

El cancer colorectal (CCR) és una de les neoplasies més freqlents en els
paTsos occidentals. La seva incidencia se situa al voltant de 30 casos/100.000
habitants en homes i 20 casos/100.000 habitants en dones, el que la converteix en la
segona neoplasia més freqlient en ambd6s sexes, darrera del cancer de pulm6 i de
mama, respectivament. Aquesta elevada incidéncia i els encara relativament poc
satisfactoris resultats en el seu tractament, fan que el CCR esdevingui la segona

causa més freqlient de mort per cancer en el nostre medi (Castells et al., 2000).

La major part dels casos corresponen a formes esporadiques de la malaltia, tot
i que en un percentatge elevat dels mateixos (15-25%) es possible recollir I'antecedent
familiar de CCR i altres neoplasies (Winawer et al., 1993; Burt, 2000). A banda
d'aquestes formes familiars, les quals poden correspondre a formes hereditaries amb
baixa penetrancia o trastorns poligénics amb participaci6 de polimorfismes que
modulen la influencia de factors ambientals, existeixen dues sfndromes hereditaries
associades al CCR, la poliposi adenomatosa familiar i el cancer colorectal hereditari no
associat a poliposi (Rustgi, 1994). Ambdues entitats, malgrat representar una
proporci6é reduTda del total de neoplasies colorectals, tenen una gran importancia des
d'un punt de vista fisiopatoldgic, clfnic i terapeutic. En primer lloc, els coneixements
adquirits en relaci6é als factors que participen en el desenvolupament d'aquestes
malalties hereditaries, com s6n els gens que es troben mutats a nivell germinal, han
permés coneéixer mecanismes que tenen una implicaci6 clau en el CCR esporadic
(Fearon et al., 1990). En segon lloc, la identificaci6 dels gens responsables ha permés
establir el diagnostic presimptomatic dels individus portadors de mutacions en aquests
gens i, per tant, el risc de desenvolupar la malaltia, amb la conseguent repercussi6 en
les estratégies de cribratge (Giardiello et al., 2001). Per ultim, el diagnostic molecular
d'ambdues formes de CCR possibilita l'adopci6 de mesures terapéutiques meés
radicals, diferenciades de les emprades a les formes esporadiques, la qual cosa hauria

de tenir un impacte favorable en el pronostic d'aquests malalts.



En els darrers anys, diversos estudis han permes establir les alteracions
géniques que participen en la patogenia del CCR esporadic al llarg de la sequéncia
adenoma-carcinoma. En aquest model sequencial, el desenvolupament del CCR
reflecteix l'activaci6 de determinats oncogens i la inactivaci6 de diversos gens
supressors. L'acumulaci6 d'aquestes alteracions, més que no pas l'ordre en que s'han
adquirit, és la responsable de la transformaci6 i progressi6 neoplastica (Fearon et al.,

1990).

1.6.2. Tractament del cancer colorectal

El tractament del CCR depeén fonamentalment del seu estadi evolutiu i de la
seva localitzaci6. L'Unic tractament amb finalitat curativa €s el tractament quirurgic. La
finalitat de la cirurgia és l'exeresi del tumor primari amb uns marges de resecci6
amplis, aixf com de tots els ganglis adjacents amb la finalitat de disminuir la probabilitat

de recidiva de la malaltia (Nelson et al., 2001).

En els pacients amb cancer colorectal en estadi lll de la classificaci6 TNM, esta
universalment acceptat la necessitat de realitzar tractament complementari amb
quimioterapia. Aixf, multiples estudis han demostrat I'efecte benefici6s del tractament
en relaci6 al risc de recidiva i a la probabilitat de supervivencia (Moertel et al., 1995;
O'Connell et al.,, 1998). Actualment, persisteix la controvérsia sobre la necessitat
d'efectuar tractament complementari en pacients en estadi Il, ja que el seu relatiu bon
pronostic redueix el potencial efecte benefici6s del tractament (Boland et al., 2000). La
disparitat de resultats obtinguts en diferents estudis suggereix que és necessari
identificar nous indicadors de mal pronostic (afectaci6 peritoneal, invasi6 venosa,
afectaci6 marges, perforaci6 tumoral, etc.) que permetin seleccionar aquells pacients
en estadi Il amb una major probabilitat de recidiva i, per tant, que es puguin beneficiar
de tractament adjuvant de manera similar al que passa en pacients amb tumors en

estadi lll (Petersen et al., 2002).

1.6.3. Pronostic dels pacients amb cancer colorectal

El pronostic dels pacients amb CCR depén de diversos factors clfnics,
histologics i biologics. El factor predictiu mes determinant pel que fa a la supervivéncia
i recidiva tumoral és l'estadi tumoral, el qual té en compte la penetraci6 en la paret del

budell, I'afectaci6 ganglionar i la presencia de metastasis a distancia.



L'estadi evolutiu del CCR pot establir-se d'acord amb la classificaci6 de Dukes
o amb el sistema TNM de la Internacional Union Against Cancer (Fleming et al., 1997).
Ambdues classificacions es correlacionen amb el pronostic dels malalts. Aixf, els
carcinomes in situ tindrien una supervivéncia del 98-100% als 5 anys, mentre que per

un estadi TNM 1V, la supervivencia als 5 anys seria inferior al 5%.

La preséncia de disseminaci6 metastatica és un dels factors amb major valor
predictiu independent. Un 40-50% dels malalts amb CCR desenvolupen metastasis
hepatiques, ja sigui de manera simultania amb el tumor primari (sincroniques, 15-25%)
o al llarg del seguiment (metacroniques, 75-85%). El desenvolupament de metastasis
implica un péssim pronostic a llarg termini, amb una supervivéncia als 5 anys del 25-
30% pels pacients sotmesos a cirurgia radical, i de menys del 5% en aquells amb
malaltia irresecable (Castells et al., 2000). El valor pronostic de I'estadi evolutiu del
tumor justifica que aquest sigui el principal criteri a I'hora d'indicar la realitzaci6 de

tractament complementari.

Malgrat que les diferents classificacions basades en criteris anatomopatologics
permeten establir el pronostic de manera global, cap d'elles possibilita la predicci6 del
comportament individual d'un determinat malalt a fi de seleccionar aquells que més es
poden beneficiar d'un seguiment estricte o d'un tractament adjuvant més intens. Donat
que el pronostic dels malalts intervinguts amb finalitat radical esta condicionat per la
recurrencia de la malaltia, una estrategia valida per aconseguir aquest objectiu seria la
identificaci6 precoc de disseminaci6 metastatica oculta o microscopica o, dit d'altra
manera, de malaltia mfnima residual. Altres aproximacions contemplen [|'establiment
del valor pronostic de diferents marcadors moleculars implicats en el creixement i/o la

progressi6 tumoral (Campo et al., 1992; Campo et al., 1994; Castells et al., 1998).

1.7. TUMORS CEREBRALS

1.7.1. Epidemiologia, patologia i classificacio dels tumors cerebrals

Dintre de les patologies del sistema nervi6s, els tumors cerebrals s6n malalties
de gran importancia. A Espanya, cada any es diagnostiquen més de 3100 nous casos
de cancer primari de cervell i sistema nerviés. Encara que els tumors cerebrals poden
tenir lloc a qualsevol edat, s6n més comuns en nens de 3 a 12 anys i en adults de 40 a

70 anys. Els tumors de cervell més freqlients en els adults s6n les metastasis,



astrocitomes, meningiomes i adenomes hipofisaris i en els nens astrocitomes i
meduloblastomes. Considerant cada genere per separat, varis estudis epidemiologics
basats en tumors primaris cerebrals a Espanya, mostren que la incidencia de gliomes

és major en homes que en dones (Pascual-Piazuelo et al., 2002a).

Els tumors poden localitzar-se tant dintre del cervell com a prop del mateix: en
el crani, les membranes cerebrals, el teixit de sostén, els nervis cranials, la glandula
hipofisi o la glandula pineal. La neoplasia pot comprimir o invadir el teixit sa adjacent,
destruint arees que tenen al seu carrec la visi6, el moviment, I'equilibri, I'audici6, la
parla, la memoria i la conducta; la pressi6 del tumor tambe pot causar tumefacci6 del
teixit cerebral circumdant (Arismendi-Morillo et al., 2007), que a la vegada pot conduir
a un augment de la pressi6 intracranial del pacient. En conseqliéncia, el dany provocat
per la neoplasia sobre les anteriors estructures cerebrals provoca els signes i
sfmptomes propis de la malaltia. No obstant, es important assenyalar que cada tipus
de tumor cerebral té els seus signes i sfmptomes, tractament i pronostic propis; tant els
tumors benignes com malignes poden produir un deteriorament neurologic profund i

irreversible. A més, quasi cap dels tumors malignes cerebrals pot curar-se.

Els tumors cerebrals poden classificar-se en primaris o metastatics
(secundaris), essent aquests darrers més comuns que els primers. Un tumor
metastatic es dissemina al cervell des d'un tumor maligne localitzat en una altra part
del cos (entre les lesions primaries més freqlients es troben el carcinoma de pulm6,
I'adenocarcinoma de prostata, el melanoma, el cancer de mama i el cancer digestiu).
Per contra, un tumor primari del cervell s'origina i desenvolupa dins del teixit cerebral;
generalment se'n desconeix la causa, i en ocasions es presenta com un tumor

congeénit.

1.7.2. Els gliomes

Els gliomes s6n tumors primaris del sistema nervi6és central. L'Organitzaci6
Mundial de la Salut subdivideix els gliomes en quatre tipus (I-1V), d'acord amb el grau
creixent de malignitat detectat en I'analisi histologica. Els gliomes de baix grau s6n
tumors localitzats, ben definits i porten associat un millor pronostic. Els gliomes d'alt
grau s6n anaplastics, i tenen un rapid creixement i una alta capacitat d'invasi6
(Monzon et al., 1996).



Aproximadament el 60% dels casos de glioma s6n els d'alt grau, pels quals, la
supervivéncia dels pacients a 2 anys és del 6%. En aquests casos, la millor opci6
terapéutica és la cirurgia resectiva, més radioterapia i quimioterapia, per permetre
prolongar la vida del pacient uns pocs mesos (Hadziahmetovic et al., 2008). Malgrat
s'apliqui un tractament combinat, els bons resultats s6n extremadament estranys degut
a que queden celules infiltrades en el teixit cerebral aparentment sa, causant
inevitablement la recurréncia tumoral (Laerum et al., 1984; Kaba and Kyritsis, 1997). El
pronostic del pacient, a banda del tipus histologic, depén d'altres factors com el tipus
de tumor, edat, fndex de Karnofsky, localitzaci6 del tumor (Lamborn et al., 2004), i
especialment, la magnitud de la resecci6 quirirgica (Pascual-Piazuelo et al., 2002b;

Hentschel and Sawaya, 2003; Martinez et al., 2007).

En el tractament dels gliomes cerebrals es té en compte la localitzaci6, el tipus
celular i el grau de malignitat, i sovint, es una aproximaci6é combinada utilitzant
cirurgia, radioterapia i quimioterapia. En [l'actualitat s'estan investigant noves
estrategies de tractament com la terapia genética, noves quimioterapies,
immunoterapies i altres aproximacions terapéutiques basades en agents moduladors
de l'estat redox (Mehta et al., 2003) o de les alteracions metaboliques del tumor

(Nebeling et al., 1995).

1.7.3. Els gliomes i la heterogene¢itat intratumoral

Els gliomes s6n una malaltia heterogénia tant des del punt de vista clfnic com
patologic. S'han detectat diferéncies regionals en els gliomes en l'activitat proliferativa,
en les alteracions histologiques i en les alteracions genotfpiques. Pareix esser que el
grau d'heterogeneTtat genotfpica i d'heterogeneTtat en els marcadors de proliferaci6
incrementa amb el grau histologic del tumor; i el que és més important, com major és
I'neterogeneTtat intratumoral en aquests marcadors de malignitat major és l'impacte
advers en la utilitat del seu analisi per a la predicci6 de la supervivéncia del pacient

amb glioma (Coons and Johnson, 1993).

A la preséencia de diferéncies entre regions del glioma, es suma un grau més de
complexitat degut a la coexisténcia de subpoblacions de ceHules canceroses dins la
massa tumoral. La presencia de més d'un subclon en el tumor primari s'ha relacionat
tant amb la recurréncia tumoral com amb la resposta a la quimioterapia (Shapiro and
Shapiro, 1985; Zhang et al., 2007). Recentment, s'ha demostrat que en els gliomes

existeix una petita fracci6 de ceHules amb caracterfstiques de progenitors neurals i



amb capacitat d'induir la formaci6 del tumor. Aquestes cellules quiescents i amb
capacitat d'autorenovaci6 es coneixen com a céHules mare tumorals i podrien
constituir un reservori per el manteniment del tumor ja que tenen la capacitat tant
d'autorenovar-se com la de produir la progénie de célules que comprenen el tumor
(Singh et al., 2004). Varis estudis han relacionat la poblaci6 de celules mare tumorals
(positives pel marcador CD133) amb una incrementada resistencia tant a I'apoptosi
com a l'autofagia induTda pel tractament amb agents antineoplastics com la
temozolamida (Fulda and Debatin, 2004). A més a més, els estudis d'expressi6 genica
han revelat que la quimioresisténcia de les célules mare tumorals CD133+ del glioma
podria estar relacionada amb una elevada expressi6 de gens de resisténcia a mdltiples
farmacs, de gens inhibidors de I'apoptosi i de gens de reparaci6 de I'ADN (Lee et al.,

2006; Liu et al., 2006).






2. Objectius i plantejament experimental






2. OBJECTIUS | PLANTEJAMENT EXPERIMENTAL

El present treball s'emmarca dins del projecte d'investigacié "Papel del estrés
oxidativo en la respuesta de la célula cancerosa al tratamiento antitumoral y su
modulacién por hormonas sexuales y elementos pro-/antioxidantes" (Programa de
Promocioh de la Investigacion Biomedica y en Ciencias de la Salud del Ministerio de
Sanidad y Consumo; financat pel Fondo de Investigaciones Sanitarias del Ministerio de
Sanidad y Consumo del Gobierno Espanol, P1060266), dirigit per la Dra. Maria Pilar
Roca Salom i portat a terme en el Departament de Biologia Fonamental i Ciencies de
la Salut; amb I'objectiu d'establir el paper de l'estrés oxidatiu sobre la supervivéncia
celular i la resposta de la céHula tumoral al tractament, i caracteritzar la seva
modulaci6 per hormones sexuals en tumors hormonodepenents, aixf com per elements
pro-oxidants i antioxidants dietétics en un tipus de cancer molt sensible a la dieta com

és el cancer colorectal.

Certs estudis apunten a que les diferéncies en l'estrés oxidatiu i en el
metabolisme energeéetic entre la céllula normal i la cellula cancerosa podrien suposar
una base bioqufmica per a especular noves estrategies terapeutiques dirigides
selectivament contra les céllules tumorals (Nebeling et al., 1995; Seyfried and
Mukherjee, 2005). Encara que els mecanismes de proliferaci6 i invasi6 de la cetlula
cancerosa han sigut intensament estudiats, molts aspectes de la seva biologia s6n en
I'actualitat bastant desconeguts (Lyons et al., 2007). D'aquesta manera, la contribuci6
dels defectes en la cadena respiratoria i de les ROS d'origen mitocondrial en el
metabolisme cellular, la bioqufmica redox i les decisions de supervivéncia-mort de la
cellula tumoral s6n relativament desconegudes. Aixf mateix, la importancia de la
composici6 i el dany mitocondrial en I'efectivitat de la quimioterapia, i el paper dels
elements de la membrana interna mitocondrial en la resisténcia que mostren les
céHules tumorals al tractament, es desconeixen ampliament. Per tant, I'objectiu
general del present treball és aprofundir en la influencia de I'equilibri redox en aspectes
de la biologia tumoral com s6n el metabolisme oxidatiu i el creixement cellular; a més
a més, d'avaluar la importancia de les ROS en l'eficacia de la quimioterapia i establir la
rellevancia de la intensitat de I'estrés oxidatiu en la superaci6 de la quimioresisténcia a

farmacs convencionals.

Els gliomes s6n tumors heterogenis tant des del punt de vista clfnic com

patologic. Les alteracions metabdliques en el glioma tenen gran importancia ja que



promouen un comportament biologic mes agressiu, estimulant la proliferaci6 i invasi6
del tumor. En aquest sentit, es d'esperar que el major coneixement de la naturalesa
heterogenia del glioma i del seu metabolisme faciliti el desenvolupament de noves
estrategies terapeutiques i diagnostiques per combatre aquest tipus de tumors
cerebrals, superant les importants limitacions de la terapia convencional. Després de la
cirurgia, els gliomes malignes tendeixen a rec6rrer en els marges de resecci6
quirdrgica degut a que queden céllules infiltrades en el teixit cerebral (Laerum et al.,
1984; Kaba and Kyritsis, 1997). La recurrencia del creixement tumoral és la major

causa de mortalitat per aquest tipus de cancer.

Estudis realitzats utilitzant colonies cellulars i seccions procedents de teixits
tumorals humans embeguts en parafina suggereixen una distribuci6 espacial
heterogenia de les cellules canceroses dins la massa tumoral, on les cellules més
proliferatives es localitzarien en la periféria del tumor (Bru et al., 2003). De la mateixa
manera, estudis d'imatge per ressonancia magnética evidencien una heterogeneTtat
estructural del tumor i una heterogeneTtat en la seva vascularitzaci6; indicant que
I'estructura del tumor presenta diferents zones des de la periféria, l'area més
proliferativa del tumor, fins al centre (Le Duc et al., 1999). Considerant que la
recurréncia del tumor €s un problema important en els pacients amb gliomes, fins i tot
per aquells sotmesos a una resecci6 quirirgica maxima, l'existencia de subpoblacions
de céHules tumorals amb diferents caracterfstiques fenotfpiques podria aportar una
explicaci6 a l'alta taxa de recidives de la malaltia tumoral. Per altra banda, donat que la
terapéutica convencional esta dirigida contra la poblaci6é global de cellules tumorals, el
propi tractament podria exercir una pressi6 selectiva facilitant la supervivéncia de les

céllules tumorals més resistents.

Estudis previs fins a la data, havien considerat la comparaci6 de I'estres
oxidatiu en la massa del glioma globalment en relaci6 al teixit sa, o be s'havia suggerit
una heterogeneTtat intratumoral sense concretar la seva possible relaci6 amb el
desequilibri redox o la funci6 mitocondrial, ambdues molt importants per a poder
comprendre tant la proliferaci6é del cancer com la resposta de les ceHules malignes al
tractament citotoxic. Considerant aquestes apreciacions i els aspectes previament
mencionats, el primer objectiu de la present tesi es centra en caracteritzar les
possibles diferéncies entre el centre i la periferia de la massa tumoral de gliomes
humans, en relaci6 al funcionament mitocondrial i a l'estrés oxidatiu. Per a cobrir

aquest objectiu, es van incloure en l'estudi pacients adults amb tumors glials facilment



accessibles per cirurgia als quals s'aplicas una resecci6 maxima del tumor. En tots els
casos, el tractament quirlrgic es va considerar de primera elecci6 després d'una
valoraci6 meédica multidisciplinaria per part del comite de neuroncologia de I'Hospital
Universitari de Son Dureta (HUSD). En cadascuna de les mostres es va assegurar una
distinci6 inequfvoca del centre i la periféria de la massa tumoral. Els resultats d'aquest

primer estudi es troben detallats en el manuscrit | (Santandreu et al., 2008).

Com a complement del model d'estudi de les diferéncies en l'estres oxidatiu i la
funci6é mitocondrial en la distribuci6 espacial dintre de la massa tumoral, es va utilitzar
un model in vitro representatiu de I'evoluci6 tumoral en el temps. A tal efecte, es van
comparar Ifnies cellulars canceroses de colon huma derivades de la lesi6 primaria i
metastatica i ceHules epitelials intestinals amb un major grau de diferenciaci6. Els
estudis in vitro es van utilitzar per poder aprofundir en la regulaci6 de la proliferaci6
cellular per estres oxidatiu, i a la vegada, per investigar possibles mecanismes
moleculars que ajudessin a entendre c6m la cetlula tumoral pot sobreviure sota nivells
endogens elevats d'especies reactives d'oxigen. Els experiments i resultats que
engloben aquest segon objectiu es recullen en els manuscrits Il (Santandreu et al.,
2009) i lll. L'objectiu global d'aquest segon estudi es concreta en els segients
objectius especffics:

a) Estudiar les diferencies en I'estres oxidatiu, funci6é mitocondrial i proliferaci6 en

relaci6 al grau de diferenciaci6 cellular.

b) Descriure la rellevancia de la capacitat desacoblant mitocondrial en el control

de la producci6 endogena de ROS en les cellules canceroses.

c) Establir els efectes de I'estres oxidatiu sobre I'expressi6 de proteTnes

desacoblants.

d) Caracteritzar la resposta adaptativa antioxidant de la cellula tumoral enfront

d'estfmuls oxidants que resulten citotoxics a llarg termini.

e) Estudiar la importancia del balan¢g redox dels tiols en el manteniment de la

quiesceéncia de les celules intestinals diferenciades.

No tots els tumors s6n tractables per resecci6 quirirgica, que es Il'Unic tractament
potencialment curatiu, ja sigui perqué es troben en zones anatomiques que no puguin
ser operades o bé per l'estat avan?at de la malaltia. Els pacients amb tumors
irresecables s6n tractats amb quimioterapia, i en determinats tipus de tumors, la
quimioterapia suposa un tractament important en combinaci6 amb la cirurgia i

radioterapia per aconseguir un increment en la supervivéncia dels pacients oncologics.



Els nous esquemes terapeutics estan basats en un tractament combinat i els estudis
preclfnics i limitats estudis clfnics han mostrat resultats esperancadors usant els
farmacs antitumorals convencionals juntament amb moduladors de lI'estat redox
cellular. La regulacié farmacologica a favor de l'increment de la producci6 de ROS o
de la disminuci6 de metabdlits reductors com el glutati6 ha demostrat que pot
incrementar I'estrés oxidatiu i superar la resisténcia intrfnseca de la ceHula tumoral a
la mort programada. Per altra banda, s'ha descrit que en les cellules tumorals
resistents als agents antitumorals es d6na una elevada expressi6 de sistemes de
defensa antioxidant. Les céHules tumorals adquireixen resisténcia com a resultat de la
pressi6 selectiva dictada per les alteracions genetiques i metabdliques, i recentment
s'ha vist que el procés de supervivéncia es troba facilitat per el control de les ROS
d'origen mitocondrial. Es probable que un millor coneixement dels mecanismes pels
que s'interrelaciona la supressi6 del creixement tumoral amb les ROS permeti la
utilitzaci6é efectiva i més racional dels agents redox en la terapéutica antitumoral. Aixf,
I'objectiu del tercer estudi és establir la importancia dels mitocondris com elements de
resposta i amplificaci6 de les senyals oxidatives que participen en I'acci6 citotoxica de
la quimioterapia, i per altra banda, determinar també la rellevancia de la intensitat de
I'estrés oxidatiu per tal de reconduir les céHules tumorals resistents a la mort ceHular.
Els experiments i resultats que engloben aquest darrer objectiu es recullen en els
manuscrits IV i V. L'objectiu global d'aquest ultim estudi es concreta en els segiients
objectius especffics:

a) Estudiar la relaci6 existent entre la quimiosensibilitat i el grau de disrupci6 de
la capacitat antioxidant endogena en la ceHula tumoral.

b) Avaluar la relaci6 entre la sensibilitat a la quimioterapia i la capacitat d'induir
en moments inicials dany mitocondrial en la cetula tumoral.

c) Descriure la importancia de les ROS en la inhibici6 de la proliferaci6 de les
cellules canceroses induTda per antitumorals convencionals com el cisplatf i
el 5-fluorouracil.

d) Determinar els efectes oxidatius dels antitumorals sobre els components
mitocondrials.

e) Determinar la importancia de les interaccions que el cisplatf estableix sobre
el balan¢c energétic i redox mitocondrial en la seva acci6 citotoxica:
implicacions de la proteTna UCP2.

f) Establir la importancia de la intensitat de I'estres oxidatiu i de la inactivaci6
de les senyals de supervivencia celular sensibles a l'estat redox en la

sensibilitzaci6 de les céllules tumorals al 5-fluorouracil.



A continuaci6 es presenta la metodologia que ha sigut utilitzada per a la consecuci6
dels objectius proposats en els diversos estudis que formen part d'aquesta tesi

doctoral:

« Estudi immunohistoqufmic de les diferencies en el marcador de proliferaci6 Ki-67
entre diferents regions tumorals.

« Centrifugaci6 diferencial per a obtenir la fracci6 mitocondrial a partir de regions
tumorals i Ifnies cetlulars canceroses d'origen huma.

+ Determinaci6 del contingut en proteTna total i mitocondrial (indicador bioqufmic de
la massa mitocondrial).

+ Determinaci6é de l'activitat enzimatica lactat deshidrogenasa (LDH; EC 1.1.1.27)
com indicador de la puresa mitocondrial.

* Analisi del contingut en ADN total per espectrofotometria i en ADNmt (indicador
bioqufmic del nombre de mitocondris) per PCR a temps real.

* Analisi del potencial de membrana i dels nivells de cardiolipina mitocondrials per
fluorimetria.

+ Determinaci6 de la capacitat respiratoria mitocondrial i cellular mitjancant
electrode d'oxigen.

+ Analisi de l'activitat fosfatasa alcalina, present en els microvillis, com indicador de
la diferenciaci6 de la cellula intestinal (AP; EC 3.1.3.1).

+ Determinaci6é de la capacitat mitocondrial aerobia-oxidativa i oxidativa mitjancant
I'analisi de I'activitat dels enzims citrat sintasa (CS; EC 4.1.3.7) i citocrom c oxidasa
(COX; EC 1.9.3.1) i fosforilativa, a traves de l'activitat ATP sintasa (ATPasa; EC
3.6.1.3). Determinaci6 de l'activitat dels complexes respiratoris | (EC 1.6.5.3) i Il-lll
(EC 1.3.5.1 i EC 1.10.2.2).

* Analisi de la capacitat maxima mitocondrial de producci6 de ROS mitjancant
tractament de mitocondris aTllats amb rotenona (inhibidor del complex 1) i
antimicina A (inhibidor del complex IlI).

* Analisi dels nivells intracellulars de ROS per espectrofluorimetria i microscopia
confocal.

* Avaluaci6 de la capacitat antioxidant mitocondrial a traves de la determinaci6 de
l'activitat dels enzims glutati6 peroxidasa (GPx; EC 1.11.1.9), glutati6 reductasa
(GRd; EC 1.8.1.7), i superoxid dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1). Aixf com de

l'activitat de proteTnes no enzimatiques com les UCPs a través de la inhibici6



depenent de GDP (o depenent de genipina, en el cas especffic de la proteTna
UCP2) de la producci6 de ROS en mitocondris aTllats.

+ Avaluaci6 de la capacitat antioxidant cellular a traves de la determinaci6 de
I'activitat enzimatica de les proteTnes catalasa (EC 1.11.1.6.), glutati6 reductasa
(GRd; EC 1.8.1.7), glutati6 peroxidasa (GPx; EC 1.11.1.9) i superoxid dismutasa
(SOD; EC 1.15.1.1); i a traves de la determinaci6 dels nivells i estat d'oxidaci6
d'antioxidants solubles com el glutati6.

* Analisi del dany oxidatiu de I'ADN mitocondrial per PCR a temps real.

* Quantificaci6 del dany oxidatiu a proteTnes cellulars i mitocondrials avaluant la
presencia de grups carbonil mitjangant assajos espectrofotometrics i
immunoassaig per dot-blot.

* Quantificaci6 del dany oxidatiu a Ifpids cellulars i mitocondrials mitjancant assajos
espectrofotomeétrics (TBARS) i immunoassaig per dot-blot (determinaci6
d'adductes formats per reacci6 amb 4-hidroxi-2-nonenal).

+ Determinaci6 de la viabilitat cellular mitjancant I'assaig colorimetric (MTT).

 Determinaci6 de la citotoxicitat per avaluacié del nombre de clons viables formats a
llarg termini.

* Analisi del cicle cellular mitjancant citometria de flux.

+ Determinaci6 de la capacitat desacoblant mitocondrial a traves de I'estudi dels
nivells de proteTnes desacoblants per western blot.

+ Determinaci6 dels nivells de proteTnes de vies de senyalitzaci6 sensibles a I'estat
redox i el seu grau d'activaci6, analitzant el seu estat de fosforilaci6 per western
blot.

+ Analisi de l'expressi6 genica mitjancant la determinaci6 dels nivells d'ARNm per

PCR a temps real.

Per al desenvolupament del projecte de tesi la doctoranda va obtenir una beca per a
Formacio” de Personal Investigadordins del marc del Pla de Recerca i
Desenvolupament  Tecnoldgic de les llles Balears fomentat perla Conselleria

dEconomia, Hisenda i Innovacio del Govern de les llles Balears.
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4. RECAPITULACIO

Els estudis portats a terme en la present tesi es fonamenten en tres aspectes

basics:

1. L'heterogeneltat intratumoral i les diferencies en les caracterfstiques
mitocondrials i marcadors d'estrés oxidatiu en les subpoblacions de celules
malignes localitzades en la regio central i periférica del tumor glial.

2. Les diferencies en l'estres oxidatiu i funcionalitat mitocondrial en relacio al grau
de diferenciacio ceHular.

3. La utilitat d'induir una acumulacio intracellular de ROS que superi el llindar
citotoxic de la cetlula tumoral per aconseguir l'eficacia de farmacs fonamentals

en el tractament de tumors avancats com son el cisplatf i 5-fluorouracil.

Les séries d'estudis recents donen suport al concepte de que els gliomes
s'haurien de contemplar com un "microecosistema" on s'interrelacionen les celules
tumorals, el microambient, la vasculatura i les cellules mare tumorals (Singh et al.,
2004; Sonveaux et al., 2008). Els nostres experiments indiquen una expressio
diferencial d'alteracions en el metabolisme energeétic, en els marcadors d'estrés
oxidatiu i en els marcadors de proliferacio amb una distribucio regional a l'interior de la
massa tumoral. En concret, els nostres resultats derivats de I'estudi de gliomes
humans indiquen que la major proliferacio cellular localitzada en la periféria del tumor
esta acompanyada d'un millor manteniment de la funcio mitocondrial i homeostasi
redox. Tot i que els mitocondris d'ambdues regions presenten caracterfstiques
estructurals semblants en relacio al grau d'abundancia cellular i diferenciacio, la major
funcionalitat mitocondrial es troba en la periféria del tumor, com evidencien un major
consum mitocondrial d'oxigen i una major capacitat oxidativa mitocondrial en estat
basal. Els nostres resultats mostren també que la pérdua de funcionalitat mitocondrial
a l'interior del glioma es troba vinculada a una major tendéncia cap a la peroxidacio
lipfdica. Aixf, encara que en la regio central del tumor glial varem observar una
activacio dels mecanismes antioxidants enzimatics i no enzimatics, el dany oxidatiu als
components cellulars no s'aconsegueix neutralitzar completament.

L'heterogeneltat intratumoral és, per tant, un factor important a tenir en compte
per les seves implicacions en diversos aspectes clfnics tals com la caracteritzacio del
grau histologic, la resposta terapeutica i la recurréncia de la malaltia, i és especialment
rellevant en els gliomes (Coons and Johnson, 1993). Per exemple, I'heterogenel!tat

intratumoral en els gliomes s'hauria de considerar en la classificacio del tumor, ja que



la biopsia procedeix del centre de la massa tumoral i la presencia de subpoblacions de
célules amb diferent grau de malignitat podria comportar errors en la classificacio
histologica (Coons and Johnson, 1993), i en consequéncia en la pauta de tractament
establerta pel pacient. En concret, l'existencia de varies poblacions de celules
canceroses dins la massa tumoral (Singh et al.,, 2004), fa pensar que aquelles que
tinguin una capacitat més agressiva i puguin sobreviure millor en condiciones adverses
(per exemple, sota la pressio del sistema immunoldgic o sota la pressio del tractament
amb radioterapia o quimioterapia) resultaran la poblacié seleccionada, de major
malignitat i resistent al tractament convencional (Fu et al., 2009). En les celules de
glioma, l'augment dels sistemes de defensa antioxidant s'ha relacionat amb una
incrementada resisténcia a I'accio de la radioterapia i quimioterapia (Lee et al., 2004).
Els nostres experiments van demostrar I'existéncia de diferéencies en la capacitat
oxidativa mitocondrial entre la regid central i periférica del glioma, que es trobaven
acompanyades per una activacio diferencial dels mecanismes antioxidants
mitocondrials i ceHulars. Aquestes diferencies en la fisiologia cellular observades
entre regions individuals del glioma fan pensar que les terapies estandard pels gliomes
podrien retardar el creixement del tumor a curt termini pero facilitar la recurréncia a
llarg termini, exercint una pressio selectiva in vivo que facilitaria la supervivéncia de la
poblacié cellular més resistent. En la majoria d'assajos clfnics en els que s'han utilitzat
anticossos monoclonals o inhibidors de quinases implicades en la desregulacio del
creixement del glioma, la monoterapia ha fracassat en mostrar un benefici per la
supervivéncia del pacient (Faivre et al., 2006). Si considerem la coexistencia de més
d'un fenotip en les céllules canceroses que integren el glioma huma, en principi, seria
indicat I'is d'una politerapia per tal de poder eliminar de forma més efectiva les
diverses poblacions de célules tumorals. Es d'esperar que la major comprensio
d'aspectes com és I'heterogeneTtat metabdlica dins un mateix tumor aportin llum a la
pregunta de per qué pacients diagnosticats de glioma amb un mateix grau histologic

tenen evolucions diferents i responen diferent al tractament estandard.

Com a complement de la caracteritzacio de les diferencies en l'estrés oxidatiu
en la distribucio espacial dintre del tumor solid huma. Es va usar un altre model, el
cancer colorectal, que resulta apropiat per a I'estudi de les diferencies d'estrés oxidatiu
associades a la progressio tumoral. S'ha vist que durant la progressio del cancer
colorectal en humans es dona un canvi en l'activitat de la superoxid dismutasa
citosolica i mitocondrial, que va acompanyat d'un increment del dany oxidatiu en les
proteTnes mitocondrials i de la perdua d'activitat dels complexes respiratoris,

principalment del complex | (Navarro A et al., 2003). Per altra banda, es sap que en les



primeres etapes del cancer, les ceHules canceroses son més sensibles a la
quimioterapia que les ceéllules normals, pero, aixf com progressa la malaltia, les
célules canceroses perden la seva sensibilitat preferencial als mateixos tractaments
(Faivre et al., 2006). Una de les possibles causes que explicaria aquest comportament
és l'elevacié dels sistemes de defensa antioxidants (Yoshida et al., 2003; Ramanathan

et al., 2005).

L'estudi in vitro del comportament de les Ifnies d'adenocarcinoma colonic, com
I'HT-29, pareix particularment rellevant en la investigacio dels mecanismes moleculars
de la tumorigénesi (Lesuffleur et al., 1998). Tot i el seu aspecte indiferenciat en un
medi ric en glucosa, aquestes cellules exhibeixen algunes propietats interessants com
la capacitat de desenvolupar caracterfstiques fenotfpiques dels enterocits, quan es
cultiven sota baixes concentracions de glucosa i en presencia d'un substrat alternatiu
(Guzman-Aranguez et al., 2005). En el nostre estudi evidenciem la utilitat del cultiu en
condicions de baix contingut de glucosa en preséncia d'inosina durant 72h per induir
I'aturada del cicle ceHular i I'expressio de caracterfstiques fenotfpiques i morfologiques
propies de la ceHula enterocftica diferenciada. Els nostres resultats posen de manifest
que quan es forca la celula tumoral a usar un substrat que no sigui la glucosa,
s'exerceix una pressio selectiva que constitueix un fort estfmul apoptdtic, i
probablement a través de mecanismes tant adaptatius com selectius, s'obté una
poblacid celHlular amb caracterfstiques més diferenciades. Aixf, I'analisi dels canvis que
acompanyen a l'adquisicio d'un major grau de diferenciacid celular indica una
reduccio de l'estrés oxidatiu mitocondrial i un increment en la capacitat oxidativa i
fosforilativa mitocondrial, procés que també va acompanyat d'un augment en el
nombre de mitocondris. De forma concomitant es dona un increment dels sistemes
enzimatics antioxidants i una depleccio del glutatio reduTt, que es un factor determinant
de la menor taxa de proliferacid6 que presenten aquestes céHules en comparacio a les

céllules més indiferenciades.

Els cultius de ceHules humanes de cancer colorectal ens van permetre
aprofundir en els mecanismes moleculars subjacents a la regulacié de la proliferacio
celular per estres oxidatiu i establir el possible paper del mitocondri en la resposta
proliferativa de la célula tumoral, principalment sota els efectes pro-oxidatius induTts
per farmacs antitumorals. Estudis previs fins a la data, havien relacionat la resposta
antioxidant protectora amb els antioxidants solubles com el glutatio i els enzims
antioxidants (Benhar et al., 2002). En el nostre model in vitro, la caracteritzacio de

I'evolucid de la resposta adaptativa i del patro d'estrés oxidatiu durant la perdua de



diferenciacio cellular indica que l'activacio de la resposta cellular adaptativa és
caracterfstica del tipus cellular, i en ella, es important I'expressio i activacio de
protelnes no enzimatiques com les UCPs, que actuarien localment sobre el control de
la produccio mitocondrial de ROS en les ceHules tumorals. Aquestes protelnes es
troben sobrexpressades en les céllules de cancer colorectal, d'acord amb el major
grau de disfunciéo mitocondrial i de nivells intracelulars de ROS que presenten, en
relacid a céHules intestinals més diferenciades. Es important assenyalar que aquest
patré d'expressio concorda amb el fet que els mitocondris son determinants en la
concentracio de ROS a l'interior de la celula tumoral, fet que varem posar de manifest
exposant aquestes céllules a inhibidors de la cadena de transport electronic i

demostrant un increment significatiu en I'acumulacié intraceHular de ROS.

La investigacid dels mitocondris ha revelat dos paradigmes en la biologia
cellular del tumor. El primer deriva de la recerca pionera d'Otto Warburg, que va
descriure que les cellules canceroses freqlientment fan Us del metabolisme glicolftic,
malgrat disposar de concentracions suficients d'oxigen (Warburg, 1956). El segon
paradigma és l'apreciacio que I'habilitat de les ceHules tumorals per eludir I'apoptosi
contribueix al seu potencial replicatiu ilimitat i atenua l'eficacia de la quimioterapia
(Thompson, 1995). Cada vegada existeix més evidéncia de que els mitocondris de les
céllules tumorals podrien ser importants punts d'intervencido farmacologica (Modica-
Napolitano and Singh, 2002). En concret, estudis recents suggereixen que un candidat
mitocondrial important en el control de I'apoptosi i quimioresisténcia en el cancer
colorectal podria ser I'UCP2 (Harper et al., 2002; Derdak et al., 2008), i a la vegada,
s'ha descrit també que I'UCP5 podria ser important en el control de l'apoptosi indulda
per toxicitat oxidativa en el neuroblastoma (Ho et al., 2006). En el present estudi, es
van dissenyar experiments per a conéixer la implicacio de les UCPs en la mediacio de
la toxicitat oxidativa dels antitumorals cisplatf i 5-fluorouracil sobre la cetula de cancer
colorectal. Donat que fruit dels primers experiments descrits en aquesta tesi havfem
vist que en conjunt aquestes protelnes actuaven com un sistema de defensa
antioxidant mitocondrial en les ceéllules tumorals, a través de la inhibicio GDP-
depenent de la funcid de les UCPs en mitocondris alllats, i per altra banda, havfem
observat que l'expressio de la prote!lna mitocondrial UCP5 s'incrementava com a part
d'una resposta adaptativa rapida a estfmuls oxidants. La proxima passa va ser
confirmar que l'activitat desacoblant de les UCPs tenia efectes moduladors de la
proliferacid cellular, a tal efecte, ens varem centrar en estudiar 'UCP2, per mitja d'un
inhibidor especffic de la seva activitat desacoblant (que té la versatilitat de poder-se

usar en céliules intactes) com és la genipina. Els nostres resultats revelaren que la



UCP2 conferia citoproteccio en les ceHules de cancer colorectal i que [I'activitat
desacoblant d'aquesta prote!na era rellevant en el control de la produccio endogena de

ROS d'origen mitocondrial.

Els nostres resultats, a més a més, evidencien que la davallada dels nivells
d'UCP2 és important en el mecanisme d'accio del cisplatf. Aixf, demostrem que aquest
antitumoral convencional, que havia estat classicament catalogat per la seva accio
sobre I'ADN nuclear, té efectes directes i immediats sobre els mitocondris de les
célHules de cancer colorectal. Aquestes observacions estarien d'acord amb estudis
previs que proposen I'ADNmt com una diana crftica per Il'accid del cisplatf en les
céllules d'hepatoma (Zhang et al., 2007) i de carcinoma esquamos de cap i coll (Yang
et al., 2006; Cullen et al., 2007). Els nostres experiments evidencien també que el
cisplatf estableix altres interaccions amb components de la membrana interna
mitocondrial de la cellula tumoral com son la inhibicio dels complexes respiratoris i de
l'activitat ATPsintasa, que en conjunt amb els canvis anteriorment mencionats en
relaci6 a I'UCP2 ocasionen un rapid increment en el potencial de membrana
mitocondrial i en la produccio de ROS d'aquests organuls. En paratlel als efectes
mitocondrials, el cisplatf inhibeix els sistemes antioxidants enzimatics, impedint una
adequada detoxificacio de l'excés de ROS, fet que es manifesta en una rapida
oxidacio de components cellulars i mitocondrials - com I'ADNmt i cardiolipina. Totes
aquestes alteracions probablement exacerben la deficiéncia respiratoria i faciliten la
mort cellular, assolint concentracions intraceHulars de ROS per superen el llindar
citotoxic de la céllula tumoral. De fet, I'Us d'antioxidants i desacoblants qufmics

blogueja la inhibicio del creixement indulda per cisplatf.

Els resultats del present estudi també mostren que l'eficacia d'agents
antitumorals que actuen per diferents mecanismes d'accio depen de la rapidesa en la
que provoquen toxicitat oxidativa mitocondrial i desequilibren els sistemes de defensa
antioxidant cellular. La depleccio de GSH amb L-butionin-(R,S)-sulfoximina (BSO), un
inhibidor de la y-glutamil-cistelna sintasa, incrementa la mort cellular i la resposta
citotoxica del cisplatf. Per contra, un augment dels antioxidants solubles com la
vitamina C i d'antioxidants precursors del glutatio, com r/V-acetil-L-ciste!na,
incrementen la resisténcia de les céHules tumorals a la inhibici6 del creixement

cellular indul!da per cisplatf.

Els experiments efectuats amb el 5-fluorouracil, pel qual les Ifnies ceHlulars
estudiades manifesten una major resisténcia, recolzarien el fet que majors nivells

d'expressio de prote!lnes mitocondrials UCP2 i UCP5 en les ceHules de cancer



colorectal estarien associades a un estat de major quimioresisténcia, ja que els
mecanismes implicats en la sensibilitzacio condueixen a una davallada significativa en
els nivells de les dues isoformes. La sensibilitzacio de la célula tumoral al 5-
fluorouracil és complexa ja que implica també la inactivacio del factor de transcripcio
STAT3 i de la quinasa AKT, proteTnes que son sensibles a I'estat redox (Simon et al.,
1998; Martindale and Holbrook, 2002; Taylor et al., 2004) i participen en la transduccio
de senyals, resultant en la promocié de la supervivéncia cellular (Bromberg et al.,

1999; Testa and Bellacosa, 2001; Klampfer, 2006).

Per altra banda és important assenyalar que moltes de les propietats
benefactores dels flavonoids com el resveratrol s'han atribuTt a les propietats
antioxidants d'aquestes molecules. Els resultats del present treball mostren que el
resveratrol, a dosis farmacologiques, inhibeix el creixement de la cellula cancerosa
comportant-se com un agent pro-oxidant, de forma analega a altres antitumorals
convencionals. A més a més, els nostres resultats mostren que aquesta accio pro-
oxidant també és important per sensibilitzar les celHules de cancer colorectal a I'accio
del 5-fluorouracil. Aixf, la terapia combinada del resveratrol amb 5-fluorouracil indueix
la mort celular, disminuint la tolerancia que mostren aquestes ceHlules tumorals a

I'estrés oxidatiu induTt pel 5-fluorouracil.
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5. CONCLUSIONS

1.

Els mitocondris de la regio central i periferica del glioma, malgrat presentar
caracterfstiques estructurals i una abundancia similar, difereixen en la seva
funcionalitat. Aixf, en la periferia del tumor es localitza una major capacitat
oxidativa i un major consum d'oxigen en estat basal, que s'acompanya d'un millor

manteniment de I'hnomeostasi redox i d'una major proliferacio ceHular.

La perdua de funcionalitat mitocondrial a l'interior del glioma esta vinculada a una
marcada tendéncia cap a una major peroxidacio lipfdica i a I'activacid de
mecanismes antioxidants enzimatics i no enzimatics, que son incapagos de
neutralitzar totalment I'oxidacio celtular. L'existéncia d'una marcada activacio dels
sistemes antioxidants en les celules de l'interior del glioma podria ser un
mecanisme subjacent al desenvolupament de resisténcia tumoral durant la terapia

estandard aplicada als pacients.

La disfuncio del metabolisme oxidatiu en les cellules de cancer colorectal
s'acompanya d'una elevacio dels nivells de ROS i d'una major taxa de proliferacio
cellular. A mesura que augmenta el grau de diferenciacio enterocftica,
I'abundancia i funcionalitat mitocondrial s'incrementen i els nivells intracelulars de

ROS disminueixen.

Les propies especies reactives d'oxigen, a concentracions no citotoxiques, son
capaces d'estimular en les célules de cancer colorectal una resposta antioxidant
adaptativa que és caracterfstica del tipus cellular i que pot implicar tant I'increment
de l'activitat d'enzims antioxidants com dels nivells d'antioxidants solubles com el

glutatio.

El contingut mitocondrial de proteTnes desacoblants s'incrementa en les cellules
de cancer colorectal en resposta a estfmuls oxidants de forma coordinada amb els
sistemes de defensa enzimatics i no enzimatics. En les célules tumorals, la
capacitat desacoblant es troba activada i actua com un mecanisme antioxidant

controlant la produccioé mitocondrial de ROS.

Els farmacs anticancerosos com el cisplatf i 5-fluorouracil, a dosis clfnicament
rellevants, ocasionen un impacte significatiu sobre I'estructura i funcio mitocondrial
de les cellules tumorals. El cisplatf causa des de moments inicials alteracions en la

composicié de la membrana interna mitocondrial i un alentiment del flux electronic



a través dels complexes respiratoris. Aquestes interaccions faciliten l'increment
dels nivells intraceHulars de ROS i s6n importants per aturar el creixement
cellular. La disminucio dels nivells de protelna UCP2 participa en el mecanisme
d'acci6 del cisplatf i ajuda a amplificar I'estrés oxidatiu indult per aquest agent
citotoxic. En el mateix sentit, la depleccio dels nivells de protelnes UCP2 i UCP5
s'acompanya d'estrés oxidatiu citotoxic i permet augmentar la resposta de la

ceéllula tumoral al 5-fluorouracil.

L'estat redox cellular, aixf com la resposta immediata al desequilibri oxidatiu
generat, determinen l'eficacia d'agents antitumorals com el cisplatf i 5-fluorouracil.
Els moduladors redox que s6n capacos de potenciar l'acci6 pro-oxidant dels
farmacs anticancerosos poden tenir un potencial benefici no només per controlar el
creixement de les celules tumorals sin6 per sensibilitzar-les novament a l'acci6

d'agents antitumorals classics.

Els antitumorals d'origen natural com el resveratrol promouen la inhibicio del
creixement de la ceéHula tumoral actuant com agents pro-oxidants. L'acci6 pro-
oxidant del resveratrol és necessaria també quan actua com a sensibilitzant,

potenciant la citotoxicitat del 5-fluorouracil sobre les celules de cancer colorectal.
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