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INTRODUCCION

1. NEOPLASIA

1.1. Consideraciones generales. Concepto de neoplasia

El cancer se ha convertido en la segunda causa de muerte en
los paises desarrollados sélo superado por las enfermedades
cardiovasculares (OMS). Sin embargo, aun mas angustioso
que la tasa de mortalidad es el sufrimiento fisico y emocional

que originan las neoplasias.

Literalmente, neoplasia significa “crecimiento nuevo”. Segun la
definicion de Willis, una neoplasia consiste en “una masa
anormal de tejido cuyo crecimiento supera al de los tejidos
normales sin estar coordinado con él, persistiendo de la misma
forma excesiva después de la interrupcion del estimulo que

desencadenod el cambio”.

En relacibn con el origen de todas las neoplasias, es
fundamental la pérdida de la capacidad de respuesta a los
controles normales de crecimiento. Se dice que las células
normales se han transformado porque continuan dividiéndose

indiferentes, en apariencia, a las influencias reguladoras que
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controlan el crecimiento celular normal. Ademas parece que las
neoplasias se comportan como parasitos y compiten con las
células de tejidos normales por los elementos que necesitan

para satisfacer sus necesidades metabdlicas.

Las neoplasias gozan asi mismo de un cierto grado de
autonomia y crecen de forma mas o menos continua con
independencia del microambiente local y del estado nutricional
de huésped. Sin embargo, esta autonomia no es completa y
algunas neoplasias necesitan un sostén endocrino. Ademas,
todas las neoplasias, sin excepcion, dependen del huésped

para su nutricion e irrigacion.

En el lenguaje meédico habitual, las neoplasias suelen
denominarse tumores y de su estudio se encarga la oncologia
(de oncos, "tumor” y logos, “estudio de”). En oncologia es
importante dividir las neoplasias en benignas y malignas, una
division que se basa en un juicio sobre el comportamiento

clinico de cada tumor.

Un tumor es benigno cuando sus caracteristicas tisulares
macro y microscopicas son relativamente inocentes, no se
propagara a otras localizaciones distintas de la primera y, en
general, puede solucionarse mediante extirpacion quirdrgica
local. No obstante, hay que insistir en que los tumores

benignos pueden producir cuadros clinicos graves.
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A los tumores malignos se les denomina en conjunto canceres,
palabra que deriva del vocablo latino “cancro” cangrejo, ya que
se adhieren e infiltran. El adjetivo maligno aplicado a una
neoplasia significa que la lesion puede infiltrar y destruir las
estructuras adyacentes y propagarse a lugares distantes

(metastasis).

1.2. Fases del proceso neoplasico. Implicaciones

moleculares

Podemos generalizar las etapas del proceso neoplasico en

tfres.

En la primera se produce un crecimiento celular local,
caracterizado por la transformacion de una o varias células de
un tejido, que se reproducen a pesar de las restricciones

normales, y la formacién de un tumor primario.

En la segunda se pierde la cohesién celular, se produce la
invasion y colonizacion de tejidos circundantes y tras la
intravasacion (via sanguinea o linfatica) se alcanza un érgano

distante.

De este modo, las células pueden entrar en la tercera fase,
caracterizada por el crecimiento tumoral secundario, o
permanecer en un estado de latencia y reactivarse a medio o
largo plazo. Las células que forman el tumor secundario han

sufrido, a lo largo del proceso, una fuerte seleccidon poblacional
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y son susceptibles de portar un fenotipo diferente al del tumora

primario (Arvelo y Poupon, 2001).

Una neoplasia maligna supone tumorogenicidad e invasividad,
eventos independientes genéticamente que se inician en este
orden pero que se solapan parcialmente. Asi pues, aquellas
mutaciones que proporcionan a las células tumorales la
capacidad de invadir y formar metastasis comienzan a
acumularse durante la fase de formacion del tumor primario. La
seleccion clonal posterior y las adaptaciones al estrés, pueden
configurar el perfil genético que finalmente portan las células

metastasicas.

1.2.1. Formacion del tumor primario

El proceso neoplasico esta caracterizado por una pérdida del
control del ciclo y de la diferenciacion celular formandose de

este modo una masa tumoral primaria.

Se ha observado que existen, al menos, 291 genes mutados
que son causa de oncogeénesis entre los aproximadamente,
25.000 genes identificados en el genoma humano (Ensembl
Human Genome Browser web page). Es decir, que se han
observado mutaciones relacionadas con el cancer en mas del
1% de los genes conocidos (Futreal y cols., 2004). En la
mayoria de los casos las alteraciones en el DNA son

irrelevantes o son reparadas. Si las alteraciones se producen
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en genes criticos, suelen ser letales para la célula, por lo que
no dan lugar a la formacion de tumor (Jakobisiak y cols., 2003).
Ademas, existen genes supresores de tumores, el primero que
se descubrié fue el gen RB (Nevins J.R., 2001). Otro guardian
del genoma, es el TP53 (antes denominado p53), uno de los
genes que con mayor frecuencia muta en los canceres
humanos. La activacion del TP53 normal por agentes nocivos
del DNA o por hipoxia supone la detencion del ciclo celular en
la fase G1 y la induccidn de la reparacion del DNA mediante la
activaciéon de la transcripcion de genes inhibidores de las
cinasas dependientes de ciclina CDKN1A (p21) y GADDA45. Si
el DNA se repara satisfactoriamente, el ciclo celular podra
continuar. Sin embargo, si la reparaciéon fracasa, la activacion
del gen BAX, inducida por TP53, pondra en marcha la
apoptosis. En células con mutaciones o pérdidas de TP33, la
lesion del DNA no conlleva la detencion del ciclo celular ni a la
reparacion del DNA, por lo que las células con alteraciones
genéticas proliferan y terminan por generar un proceso
neoplasico (Lui Y y Kulesz-Martin M., 2001).

Las mutaciones que activan los protooncogenes, codifican
proteinas que activan la proliferacion celular, inhiben Ia
diferenciacion celular y bloquean la apoptosis; aunque también
pueden darse mutaciones que inhiban los genes supresores de
tumores (por ejemplo, el gen TP53 anteriormente citado). Estas

ultimas son las mas interesantes. La contribucion al proceso
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maligno de las proteinas supresoras de tumores solo es
posible cuando se pierde la funcion en ambos alelos del gen
(Perez-Ortiz y cols., 2000). Mutaciones en estos dos tipos de
genes son los responsables de la proliferacion celular
incontrolada que se observa en las células cancerigenas

(Liebermann y cols., 1995).

El sistema de control de la division celular puede estar alterado
por DNA ajeno introducido en la célula por un virus. De hecho,
el estudio en profundidad de la genética molecular del cancer
se inici6é a partir del estudio de estos oncovirus, lo cual prepard
el camino para la explosiéon de hallazgos sobre oncogenes y

protooncogenes (Alberts y cols., 2000).

Cuando se forma un tumor primario puede mantenerse como
una neoplasia benigna localizada en su lugar de origen. Por
ejemplo, dado que los fibromas y adenomas crecen
lentamente, la mayoria desarrollan una capsula fibrosa que los
rodea y los separa del tejido huésped. Es posible, que esta
capsula proceda del estroma del tejido original y que se forme
a medida que las células parenquimatosas se atrofian a causa
de la presion ejercida por el tumor en crecimiento. El estroma
tumoral también puede contribuir a su formacion. Sin embargo,
hay que insistir que no todos los tumores benignos estan
encapsulados. Ademas de las mutaciones ordinarias que

pueden desembocar en la formacién de un tumor primario,
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existe otro tipo de cambio genético que puede facilitar la

formacion de un tumor maligno.

En la formacion del tumor primario, teéricamente pueden
acumularse mutaciones que confieran la capacidad de
metastatizar. De hecho, en muchas ocasiones cuando un tumor
primario es detectado, ya contiene células con capacidad de
invadir otros 6rganos. Por tanto, existe la posibilidad de que
alguna de estas células con capacidad invasiva haya
escapado, via sanguinea o linfatica, y alcanzado otra
localizacion. Una vez en el nuevo 6rgano puede dar lugar a la
formacion de un tumor secundario o mantenerse en un estado

de latencia.

1.2.2. Angiogénesis

Los vasos sanguineos se forman mediante dos procesos:
vasculogenia, que consiste en la creacion de la red vascular
primitiva a partir de angioblastos (precursores de las células
endoteliales durante el desarrollo embrionario), y angiogenia o
neovascularizacion, en el que vasos preexistentes emiten
yemas capilares para formar nuevos vasos. La angiogenia es
una parte esencial de la cicatrizacién de zonas lesionadas, del
desarrollo de circulacion colateral en areas de isquemia, y
supone un paso necesario para la progresion y propagacion de

un tumor (Rak y Yu, 2004). Por ello, los mecanismos
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subyacentes a esta neovascularizacion son objeto de
investigacion, y estan empezando a aparecer tratamientos
destinados por ejemplo, a mejorar el riego sanguineo de un
corazén dafado por la ateroclerosis (Singer A.J. y cols., 1999)

0 a inhibirlo con objeto de frustrar el crecimiento tumoral.

Podemos definir pues la angiogénesis como la formacion de
vasos sanguineos a partir de capilares ya existentes
(Carmeliet, 2000).

Al igual que los tejidos normales, los tumores precisan de un
adecuado aporte de nutrientes y oxigeno, asi como de una via
efectiva para la eliminacion de desechos celulares (Papetti y
Herman, 2002). Estos requerimientos pueden variar entre
diferentes tumores y pueden ser modificados en el curso de la

progresion tumoral (Hlatky y cols., 2002).

Normalmente, en individuos adultos la vascularizacion es
quiescente. Las células endoteliales, junto con las neuronas, se
encuentran entre las células de mayor longevidad (Bergers y
Benjamin, 2003). La formacion de vasos sanguineos es un

proceso fisiolégico que ocurre;

» Durante la vasculogénesis embrionaria de novo a

partir de los angioblastos (Bergers and Benjamin, 2003);

» En el endometrio durante el ciclo reproductivo de la

mujer feértil;

> En el ovario durante el crecimiento de la red folicular;
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» En la formacion de la placenta;
» En la reparacion de tejidos (Sanchez-Socarras, 2001);

» En érganos que se encuentran en crecimiento

fisiolégico (Hanahan y Folkman, 1996).

Durante la angiogénesis fisioldgica los nuevos vasos formados
se estabilizan tras una maduracion rapida. Por el contrario, los
vasos tumorales no alcanzan un estado de quiescencia, y su
formacidn no se detiene. Por esta razdn, los vasos formados
muestran una serie de caracteristicas que los hacen diferentes
a los vasos normales como, por ejemplo, un contorno y
morfologia irregular, estan dilatados, pueden tener un extremo
final, y no estan organizados en vénulas, arteriolas y capilares
sino que muestran una estructura caadtica (Bergers y Benjamin,
2003). A menudo los vasos que se forman en los tumores son
permeables y hemorragicos, en parte debido a Ia
sobreproduccién del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) y a la menor abundancia en células perivasculares (en
estrecho contacto con las células endoteliales) (Baluk y cols.,
2003; Benjamin y cols., 1999; Morikawa y cols., 2002).
También se han observado células tumorales integradas entre
las células vasculares del tumor (Folberg y cols., 2000) v,
ademas, algunos tumores son capaces de reclutar células
precursoras endoteliales producidas en la médula ésea (Lyden

y cols., 2001). Todas estas anormalidades a nivel funcional y
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estructural son indicativas de la naturaleza patologica de la

angiogénesis tumoral.

La angiogénesis puede ocurrir en diferentes estadios de la
progresion tumoral dependiendo tanto del tumor como del
microambiente tisular (Bergers y Benjamin, 2003). Asi pues, se
han observado tumores con baja capacidad angiogénica, como
el astrocitoma, en el que hay proliferacion de células tumorales
a lo largo de los vasos sanguineos cerebrales y solo se
observa angiogénesis cuando el tamano del tumor es
considerable. Este ultimo caso es el del glioblastoma, donde
las condiciones de hipoxia inducen la formacion de nuevos
vasos (Holash y cols., 1999). Por el contrario, se han
observado tumores como el tumor cerebral pilocitico, con una
elevada capacidad angiogénica pero con baja capacidad de

progresion y de metastatizar (Tomlinson y cols., 1994).

La angiogénesis es un proceso estrictamente regulado por el
balance entre sefales pro- y antiangiogénicas (Hanahan vy
Folkman, 1996), producidas tanto por las células tumorales
como por el tejido normal (Hlatky y cols., 1994). El desarrollo de

un vaso capilar conlleva cuatro etapas (Sage, 1997):

> Degradacion proteolitica de la membrana basal del
vaso progenitor, lo que permite la formacion de una

yema capilar

-10 -
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» Migracion de las células endoteliales hacia el foco del

estimulacion angiogénica (la masa tumoral).

» Proliferacion de células endoteliales por detras del

frente de células emigrantes

» Maduracion de células endoteliales, con inhibicién de
su crecimiento y organizacion en tubos capilares; este
paso comprende el reclutamiento y proliferaciéon de los
pericitos (en los capilares) y de células musculares lisas
(en los vasos de mayor calibre) que sirven de sostén al

tubo endotelial y proveen de funciones accesorias.

La angiogénesis puede ser activada por diferentes procesos
como, la respuesta a una situacion de hipoxia, la estimulacion

paracrina o una inflamacion (Rak y Yu, 2004).

Entre los factores proangiogénicos actuan factores de
crecimiento como el VEGF, posiblemente el mas ubicuo; el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), que fue el primero
en ser descubierto; el factor de crecimiento transformante (3
(TGF- B); el factor de crecimiento de las células endoteliales
derivado de plaquetas (PDGF) o el factor de crecimiento

placentario (Bergers y Benjamin, 2003).

También podemos encontrar citoquinas como la interleuquina 8
(IL-8) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-q);
metaloproteinasas de la matriz (MMP) como la MMP-9 (actua

sobre el VEGF para permitir la unién a su receptor) (Bergers y
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Benjamin, 2003), la MMP-1, MMP-2, MMP-3 y MT-MMP
(enzimas que permiten la degradacion y posterior remodelacién

de las membranas basales subendoteliales) (Fidler, 2000).

Asi mismo, mientras los tumores son capaces de activar la
angiogénesis, también se puede limitar la progresion tumoral
mediante inhibidores de la formacibn de nuevos vasos
(Folkman, 1971). De hecho, aunque en la actualidad su uso
clinico esta limitado por las roturas causadas por diferentes
peptidasas, el estudio sobre moléculas antiangiogénicas en la
terapia tumoral es muy intenso. Algunos ejemplos de moléculas
antiangiogénicas son la trombospondina plaquetaria o la
endostatina. Esta ultima, en tumores murinos, inhibe la
proliferacion y produce regresion tumoral (Verheul y cols.,
2004)

La expresion de oncogenes y proteinas supresoras de tumores
también influye en el balance angiogénico. La expresion del
oncogen ras se ha correlacionado con un aumento en la
expresion del factor proangiogénico VEGF. También se ha
observado como células con defectos en la expresion de p53
muestran una disminucion en la expresion de trombospondina
1 (Bergers y Benjamin, 2003; Harada y cols., 2003). Asi pues,
mutaciones en oncogenes y proteinas supresoras de tumores
pueden afectar de forma directa a la vascularizacion tumoral,

tanto en el tumor primario como en el secundario.
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1.2.3. Invasion primaria

En la invasion primaria se produce la colonizacion del tejido
adyacente al tumor primario. La invasion es un proceso
fisioldgico que puede observarse en el desarrollo embrionario y
fetal, en la vasculogénesis, en la neurogénesis, etc. La unica
diferencia entre la invasion fisioldgica y la maligna es que esta
ultima no cesa (Liotta y cols., 1991). En condiciones fisiologicas
el proceso de invasion esta sujeto a una regulacion temporal y
espacial. En la patogénesis tumoral, en la cual se ha adquirido
un fenotipo maligno invasivo, no hay una respuesta correcta a
los estimulos activadores e inhibidores, produciéndose una
pérdida en el equilibrio celular. La adquisicion de fenotipo
maligno solo se produce en una pequefa subpoblacion de
células tumorales, de hecho, sélo un 0.05% de las células son

capaces de metastatizar (Liotta y cols., 1974).

La adquisicidon de fenotipo maligno invasivo tiene relacién con
el microambiente formado por las células tumorales y el tejido
que lo rodea (Wernert, 1997). En dicho microambiente las
células del hospedador participan en la induccion, selecciéon y
expansion de las células neoplasicas; a su vez, las células
tumorales producen vy liberan factores de crecimiento y
citoquinas, reclutando a las células del estroma (Brown y cols.,
1999). La transicion de un carcinoma normal a uno invasivo
esta precedido, o es simultaneo, por una activacion del estroma

circundante.
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De hecho, dicha activacion queda patente en las
modificaciones que se pueden observar en la matriz
extracelular, las que favorecen la invasiéon de las células

cancerosas (Liotta y Kohn, 2001).

Lo primero que se produce es la rotura de la membrana basal
sobre la que se asienta el tumor, a continuacién, atraviesa el
tejido conjuntivo intersticial y, por ultimo, accede a la circulacion
penetrando la membrana basal vascular. Este ciclo se repite
cuando las embolias de células tumorales se extravasan en un

lugar distinto al de origen.

Para explicar el paso de las células tumorales a través de la
matriz, Liotta y colaboradores propusieron en 1983 un

mecanismo en tres etapas (Liotta y cols., 1983):

> Adhesion de las células tumorales a la membrana

basal.
» Degradacion proteolitica de la membrana basal.
> Migracion celular.

Antes de la adhesion a la membrana basal, es fundamental que

se produzca la separacion de las células tumorales entre si.
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1.2.3.1. Disociacion de las células tumorales

La capacidad de las células tumorales para disociarse del
tumor primario y migrar activamente esta inversamente
relacionada con su grado de diferenciacion. De hecho, se ha
observado que un bloqueo de Ila diferenciacion es una
caracteristica morfolégica constante para muchos tumores
malignos (Gabbert, 1985). A nivel molecular la disociacién de
las células tumorales requiere la pérdida de las uniones

intercelulares (Engers y Gabbert, 2000).
Existen distintas moléculas de adhesion celular

Las moléculas de adhesion celular (CAM) tienen la funcion de

establecer contactos célula-célula y célula-matriz intercelular.

Todas las CAM muestran 3 caracteristicas basicas (Freemont,
1998):

» Son (glicoproteinas y actuan como mediadoras
moleculares entre el exterior y el interior celular a
travées de los tres dominios que las constituyen:

extracelular, transmembrana e intracelular.

» Se unen a un ligando especifico que actua como un

estimulo externo.

» El dominio intracelular se une a otras moléculas para

ejercer su funcion.
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Dichas moléculas pueden ser enzimas, formar parte del
citoesqueleto o inducir cambios quimicos intracelulares.
Podemos agrupar las moléculas de adhesion celular en 6

superfamilias:

a) Familia de las inmunoglobulinas: Poseen uno o mas
dominios de inmunoglobulina y median interacciones tanto
homofilicas como heterofilicas. Estan implicadas en Ia
adhesion intercelular Ca**-independiente (Engers y Gabbert,
2000). Dentro de esta familia se encuentran moléculas que son
utilizadas frecuentemente en la identificacién celular por los
patologos, como p.e. CD3, CD4 y CD8. También pertenecen a
esta familia moléculas implicadas en el reconocimiento de
antigenos por los linfocitos (Freemont, 1998); asi como,
moléculas que participan en el proceso de interaccion de los
leucocitos con el endotelio vascular durante los procesos
inflamatorios (Mackay y Imhof, 1993). De hecho, citoquinas
proinflamatorias como TNF-a e IL-1, inducen la expresion de:
moléculas de adhesion intercelular (ICAM), moléculas de
adhesién celular vascular (VCAM) y moléculas de adhesion
celular endotelio/plaquetas en las células endoteliales
(receptores que reconocen integrinas de la superficie de los
leucocitos y que permiten su retencibn y posterior
extravasacion) (Bevilacqua y cols., 1989; Marlin y Springer,

1987; Osborn y cols., 1989). Como veremos mas adelante,
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este fendmeno es imitado por las células metastaticas (Honn y
Tang, 1992).

b) Cadherinas: Estan implicadas en la adhesion intercelular
Ca?*-dependiente. Son las moléculas mas importantes en las
interacciones homotipicas célula-célula. La cadherina E
(cadherina epitelial) es la mejor conocida por su papel como
supresor de invasion y metastasis (Engers y Gabbert, 2000).
Las cadherinas se unen entre si a través del dominio
extracelular. EI dominio intracelular se une a un grupo de
moléculas conocidas como cateninas, las cuales interaccionan
con los filamentos intermedios del citoesqueleto (Takeichi,
1991). De esta forma el complejo cadherina-catenina une el
citoesqueleto a los cambios que se producen en el medio

extracelular.

c) Integrinas: Son moléculas de adhesion célula-célula y
célula-matriz extracelular. Las integrinas forman una familia
que engloba mas de 20 miembros y todos son heterodimeros
transmembrana, la mayoria de ellos poseen la capacidad de
interaccionar con varios componentes de la matriz extracelular
(Engers y Gabbert, 2000). En la adhesion se requiere la
presencia de Ca** o Mg?* (Freemont, 1998). Las integrinas no
solo participan en la unién sino también en la transduccién de
sefales. De esta forma pueden influir en diferentes funciones
celulares como p.e. en la migracion, la apoptosis, la

diferenciacion y la proliferacion (Brooks y cols., 1994; Giancotti
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y Ruoslahti, 1999). La union de las integrinas a la matriz
extracelular hace que éstas se agreguen en la superficie, y que
se forme una asociacion con proteinas en el interior celular.
Esta asociacion permite la unién con el citoesqueleto, quinasas
citoplasmaticas y receptores transmembrana de factores de

crecimiento (Giancotti y Ruoslahti, 1999).

d) Receptor de proteinas, tirosin fosfatasas: Participan en la
sefalizacion intercelular y en la regulacién de la union célula-
célula. Son moléculas que poseen un dominio citoplasmatico
que actua como una tirosin fosfatasa. De esta forma tienen la
capacidad de modular diferentes eventos intracelulares
(Tonks, 1993).

e) Selectinas: Son glucoproteinas Ca?* dependientes de la
membrana celular. Poseen, como las lectinas, dominios de
unién a carbohidratos en su porcidn extracelular (Lasky, 1992).
Podemos clasificar las selectinas en tres grupos: las selectinas
L, participan en la adhesion especifica de linfocitos a células
endoteliales de nodulos linfaticos periféricos; las selectinas E,
participan como mediadores del proceso inflamatorio en la
adhesion leucocito-célula endotelial; las selectinas P, se
encuentran en los cuerpos Wiebel-Palade de las células
endoteliales, y en los granulos a de las plaquetas. Son
liberados durante la activacion plaquetaria para mediar la union

leucocito-plaqueta (Freemont, 1998).
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f) Receptores de acido hialurénico: Grupo definido
funcionalmente mas que estructuralmente. El acido hialurénico
es uno de los principales componentes de la matriz
extracelular, especialmente abundante en el tejido conectivo de
la dermis de la piel, en la lamina propia de las membranas
mucosas y en la adventicia que rodea los vasos sanguineos.
Ademas, se encuentra en la membrana de algunas células. Por
ejemplo, las células epiteliales en divisibn activa y las
tumorales invasivas contienen cantidades significativamente
mayores de acido hialurénico que sus homodlogas quiescentes
0 no tumorales. La causa podria ser, en el caso de las células
tumorales, la secrecion activa de acido hialurénico. De acuerdo
con esta hipotesis, se han detectado niveles elevados de acido
hialurénico en el suero de pacientes cancerosos, existiendo
una cierta correlacién con la agresividad tumoral (Guo y cols.,
1994). Las células se unen al acido hialurdnico a través de un
receptor de la superficie celular, el mejor caracterizado es el
receptor CD44 (Peach y cols., 1993; Stoolman, 1989). Por
splicing alternativo se evidencian diferentes isoformas del
receptor CD44 con diferentes funciones y capacidades de

unién al acido hialurénico (Dougherty y cols., 1994).

En el proceso de invasion primaria se hacen necesarios una
serie de cambios en la adhesion intercelular. Se ha observado
que, aunque con algunas peculiaridades, el proceso de

diseminacion tumoral tiene cierto paralelismo con la respuesta

-19-



INTRODUCCION

inflamatoria. Esto no es muy sorprendente ya que las células
tumorales entran y salen de la circulacion de forma muy similar

a como lo hacen las células inflamatorias.

En algunos carcinomas gastricos, durante la adquisicion del
fenotipo invasivo, existe una buena correlaciéon entre una
disminucion en la expresion de cadherina E y la transicion a un
estado indiferenciado Becker y cols., 1994). De hecho, se ha
observado en diferentes lineas celulares tumorales humanas,
como la invasion in vitro en una matriz de colageno estaba
inversamente relacionada con la expresion de cadherina E, y
como se podia inhibir la invasion por transfeccion de dicha
cadherina con un vector de expresion (Vleminckx y cols.,
1991). También se han encontrado, en los carcinomas de
mama, mutaciones en el gen de la cadherina E que dan lugar a
proteinas con un dominio extracelular alterado; asi como una
disminucion en la expresion de cadherina E en otros
carcinomas. Todo ello sugiere que la cadherina E actua como
un supresor de la invasividad, y que su pérdida es un indicador
de desdiferenciacion y aumento de la invasividad en el
carcinoma de mama (Birchmeier y Behrens, 1994). Sin
embargo, no se ha podido demostrar un posible caracter
antimetastatico general, puesto que, algunos tipos de células
tumorales mantienen la expresion de cadherina E, incluso a
niveles superiores a los del tumor primario, y siguen siendo

altamente metastaticas (Takeichi, 1991). También se han
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observado diversas alteraciones en cada una de las
superfamilias de moléculas de adhesion. Por ejemplo, en
estudios sobre aberraciones genéticas llevadas a cabo en
carcinomas de colon, se observd una delecion comun en un
gen del cromosoma 18q (DCC, deleted in colorectal cancer)
que codifica para una proteina homologa a la superfamilia de

las inmunoglobulinas (Freemont, 1998).

1.2.3.2. Fijacion a la membrana basal

Las células que vayan a invadir el tejido circundante deben de
unirse a la membrana basal suyacente y esto lo hacen a partir
de proteinas de la membrana, como laminina y fibronectina, de
este modo se puede iniciar el proceso de invasion y posterior

diseminacion.

Las células epiteliales normales cuentan con receptores para la
laminina que estan polarizados en su superficie basal. A su
vez, las células de los carcinomas poseen muchos mas
receptores que, ademas, se distribuyen por toda la superficie

de la membrana basal.

1.2.3.3. Proteolisis

Para que la invasion tenga éxito, ya sea en la colonizacion del

tejido que rodea al tumor primario o en la migracién hacia un
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organo, se precisa de la degradacion de la matriz extracelular.
En 1952 R.A. Willis escribié “Es cierto que los tumores
producen metabolitos solubles capaces de afectar al tejido
circundante”; aunque ya en 1934 Purr habia sugerido que la
lisis del estroma por proteasas acidas estaba involucrada en el
proceso de invasion (Weiss, 2000). En la invasion, las células
tumorales deben atravesar la matriz extracelular compuesta por
proteoglicanos, glicoproteinas y proteinas filamentosas.
Aunque los estudios realizados se han centrado en los enzimas
histoliticos producidos por las células cancerosas, los tumores
contienen otras células que también son fuentes de enzimas,

particularmente los macréfagos (Weiss, 2000).

Desde 1993 se ha aceptado la existencia de 4 grupos de
proteasas que participan en la degradacion de la matriz

extracelular (Engers y Gabbert, 2000):
> Metaloproteinasas de la matriz (MMPs)

» Serina proteinasas, como el activador tisular
plasmindgeno del (tPA) o el activador del plasminégeno

tipo uroquinasa (uPA)
» Cisteina proteinasas, como las catepsinas B, C,Hy L
» Aspartato proteinasas, como la catepsina D

De todos los grupos, los 2 primeros han sido los mas
intensamente investigados. Las actividades de ambos grupos

de enzimas estan reguladas a diferentes niveles: transcripcion,
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estabilidad del mRNA, traslacion, secrecion y activacion de
proenzimas, inhibicion especifica, degradacion y/o eliminacién

de los enzimas activos (Seiki, 2002).

Las MMPs comprenden una familia de al menos 21 miembros
con la capacidad de hidrolizar componentes de la matriz,
integrinas o receptores, factores de crecimiento, citoquinas vy
proteasas de otras familias (Hornebeck y Maquart, 2003). La
activacion de estas enzimas se produce mediante varias
cascadas y, paradgjicamente, los niveles fisiolégicos de enzima

activo son muy bajos.

Esto sugiere que la degradacion de la matriz en la migracion
celular se encuentra focalizada en un microambiente que
contiene elevados niveles de MMPs asociados a la membrana
plasmatica (Hernandez-Barrantes y cols., 2002; Hornebeck y
cols., 2002; Quaranta, 2000).

Las MMPs son secretadas como proenzimas que requieren
una posterior activacion extracelular mediante rotura
proteolitica (Chambers y Matrisian, 1997). Se pueden dividir en
tres subclases (Mignatti y Rifkin, 1993; Weiss, 2000;
Woodhouse y cols., 1997):

» Colagenasa intersticial: degrada las regiones triple

hélice del colageno fibrilar tipo I, 11, 1ll, VII, VIl y X.

» Estromelisina: incluye a los tipos estromelisina 1, 2y 3,

asi como a la matrilisina. Degradan fibronectina,

-23-



INTRODUCCION

proteoglicanos, laminina y las regiones no helicoidales

del colageno IV.

» Colagenasa tipo IV (gelatinasa): degrada colageno
triple hélice tipos IV, V, VII, IX y X, asi como fibronectina

y elastina.

La actividad de las MMPs esta regulada por la actividad de los
inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs), de los
cuales se han identificado 4 isoformas (Engers y Gabbert,
2000). Todos los TIMPs inhiben la actividad de la MMP-2 y la
MMP-9 (ambas gelatinasas) mediante la formacién de
complejos con los enzimas activos. La asociacion de los TIMPs
con pro-MMPs es mas especifica y previene la activacion
enzimatica. TIMP-1 se asocia exclusivamente con pro-MMP9;
TIMP-2 y TIMP-4 se asocian solamente con pro-MMP-2; y
TIMP-3 interacciona con ambos proenzimas (Bigg y cols.,
1997; Butler y cols., 1999; Gomez y cols., 1997). Los TIMPs
estan implicados en otros procesos fisiolégicos, ademas de la

invasion, como por ejemplo, en la angiogénesis (Weiss, 2000).

La degradacion de la membrana basal durante la invasion
tumoral esta restringida a regiones especificas, es decir,
focalizada en las zonas de invasion local. Ello es debido a la
presencia de receptores de proteinasas en la superficie celular,
como el receptor de la uPA (UPAR) o de receptores de MMPs.
La interaccion uPA-uPAR es un requisito imprescindible para

su activacion (Blasi, 1993). En el caso de las MMPs, se ha
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descubierto que la proteinasa de membrana MT1-MMP actua
como receptor de la forma inactiva de MMP-2, proMMP-2,
siendo la interaccidon entre ambas moléculas necesaria para la
activaciéon de la segunda. A su vez, el receptor MT1-MMP
posee actividad proteolitica sobre componentes de la matriz
extracelular. Asi pues, la accion coordinada del sistema
formado por MT1-MMP (producida por las células tumorales) y
MMP-2 (secretada por células tumorales y del estroma)
proporciona un mecanismo muy eficaz para restringir la
proteolisis a la zona de invasion local (Basbaum y Werb, 1996;
Seiki y cols., 2003). Otras moléculas pueden actuar como
receptores de MMP-2 en algunos tipos celulares, por ejemplo
la integrina avB3 (receptor de vitronectina) en el melanoma.
Esta ultima observacion ofrecié la primera prueba directa
acerca de la interrelacion entre los procesos de adhesion y

degradacion de la membrana basal (Brooks y cols., 1996).

El equilibrio entre los niveles de proteinasas y los inhibidores
especificos también contribuye a la focalizacion de la
proteolisis a las zonas de invasion. Asi, por ejemplo, para el
sistema del activador del plasminégeno existen dos inhibidores,
el PAI-1y el PAI-2.

El PAI-1 ejerce un papel esencial en la regulacion de Ia
actividad del sistema uPA-uPAR. Otro elemento de control de
la proteolisis es la regulacion de la expresion de MMPs, y de

los componentes del sistema uPA, ejercida por una amplia
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variedad de agentes secretados por las células tumorales o del
estroma. Como activadores tenemos factores de crecimiento
(PDGF, TGF-a, FGF basico) (Seghezzi y cols., 1996; Xu y See,
1994), citoquinas (IL-1, TNF-a) (Tran-Thang y cols., 1996) e
integrinas (avp3) (Hapke y cols., 2001). Como inhibidores
actuan otros factores de crecimiento como el TGF-a vy

citoquinas como la IL-4 (Xu y See, 1994).

1.2.3.4. Locomocion activa

La movilidad de las células tumorales es fundamental en el
proceso de invasion primaria, para alcanzar un lecho vascular,
y en la colonizacion de un nuevo organo. El movimiento celular
generalmente es direccional tanto por quimiotaxis (gradientes
de moléculas solubles) como por haptotaxis (moléculas
insolubles de la matriz extracelular). Los factores que estimulan

la movilidad celular pueden ser divididos en tres grupos:

El primero de ellos esta constituido por factores secretados por
las propias células tumorales (factores autocrinos). Por
ejemplo, el factor de crecimiento hepatocitario, que
normalmente actua como un factor de crecimiento paracrino,
en las células tumorales puede actuar como un factor de
movilidad autocrino (Woodhouse y cols., 1997). Actua a través
de un receptor (c-met) de Ila familia de receptores

transmembrana con actividad tirosin quinasa, expresado en la
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mayoria de las células epiteliales. Otros factores dentro de este
grupo son, por ejemplo, el factor de crecimiento tipo insulina Il
(IGF-II) o la autotaxina (Stracke y cols., 1992).

El segundo grupo engloba diferentes proteinas de la matriz que
tienen la capacidad de inducir movilidad como la vitronectina, la
fibronectina, la laminina, el colageno tipo | y IV y la
trombospondina. Varias de estas proteinas de la matriz
estimulan la movilidad a través de receptores integrina
(Woodhouse y cols., 1997).

El tercer grupo de factores de movilidad tumoral, como por
ejemplo, el IGF-I, la IL-8 y la histamina, son secretados por el
hospedador. Son factores de movilidad paracrinos e inducen el
transito de las células tumorales hacia el 6rgano que los genera
(Woodhouse y cols., 1997).

Ademas, la movilidad celular también puede ser regulada por
otros mecanismos en estrecha conexion con los procesos de
adhesion y degradacion de la membrana basal. Entre ellos se
encuentran el sistema uPA-uPAR, que interviene en los
procesos de migracion a través de mecanismos de
sefalizacion intracelular todavia poco conocidos. La actividad
migratoria de este sistema puede estar mediada a través de la
activacion de algunas integrinas, como la avp5 (Yebra y cols.,
1996). Estas observaciones, junto al hecho de que algunas
integrinas actuan como receptores o activadores de la

expresion de MMPs, proporcionan una conexion evidente entre
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los mecanismos de adhesion, la degradacion de la membrana

basal y la movilidad celular.

El proceso de migracion celular implica, por tanto, interacciones
dinamicas de las células con su sustrato, asi como una
reorganizacion del citoesqueleto de actina donde intervienen
integrinas, moléculas de matriz extracelular y componentes
intracelulares. El resultado es un movimiento celular ameboide
con extension de pseuddépodos y otras protusiones de
membrana. A nivel molecular juegan un papel esencial ciertas
proteinas de la familia Ras con actividad GTPasa,
denominadas Cdc2, Rac y Rho. Estas proteinas, que pueden
ser activadas por la accion de diferentes factores de
crecimiento y por fosfolipidos, participan en la reorganizacion

de las interacciones integrinas-citoesqueleto de actina.

1.2.4. Diseminacion de las células tumorales. Concepto de

metastasis

El término metastasis deriva del griego “methistemi” (Weiss,
2000) vy engloba a un conjunto de procesos mediante los
cuales las células tumorales diseminan desde un tumor
primario a érganos distantes sin conexion anatomica directa, a
través de los vasos sanguineos y/o linfaticos, dando lugar a
nuevas colonias o tumores secundarios. El cancer es una de

las causas mas frecuentes de mortalidad. A pesar de los
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avances en el diagnostico, técnicas quirurgicas, cuidados de
los pacientes y tratamiento de las enfermedades neoplasicas,
las metastasis constituyen la principal causa de mortalidad en
los pacientes oncologicos. En el momento del diagndostico de
un tumor maligno, las células cancerosas pueden estar
diseminadas en el organismo (Fidler, 1984; Schabel, 1975;
Sugarbaker y Ketcham, 1977). Esto hace su tratamiento mas
complejo y empeora el prondstico clinico. ElI proceso
metastasico se ha estudiado durante mas de 100 anos, sin
embargo solo los recientes descubrimientos sobre la biologia
molecular y celular, implicados en la patogénesis de las

metastasis, han permitido avances sustanciales.

El principal obstaculo para el tratamiento de las metastasis es
la heterogeneidad bioldgica de las células cancerosas, tanto en
el tumor primario como en el secundario, debido a su
inestabilidad gendmica y fenotipica (Fidler y Hart, 1982). Los
tumores  malignos estan formados por diferentes
subpoblaciones celulares, lo cual aumenta la probabilidad de
que alguna de ellas sea capaz de evadir las barreras naturales
(fisicas, metabdlicas, inmunes, etc.) y formar un tumor
secundario. Ademas de esta inestabilidad, el microambiente
especifico de cada érgano puede modificar la respuesta de una

célula tumoral metastatica a la terapia (Fidler, 2003).

Las necesidades y funciones que han de satisfacer las distintas

células tumorales para culminar con éxito el proceso
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metastatico son muy similares, sin embargo, los procesos
moleculares y genéticos pueden variar enormemente entre
tumores. Esta diversidad implica que en la regulacion del
proceso metastatico intervienen factores dependientes del
tumor y del organo donde se produce. Ademas, existe
intercomunicacién entre las células tumorales y los 6rganos
invadidos. Por lo tanto, se asume que la formacion de
metastasis no es aleatoria (Hart y Fidler, 1980). Por todo ello,
no resulta conveniente hablar de un mecanismo patogénico
unico en el proceso de metastasis, y parece mas aconsejable
estudiar en cada organo los elementos microambientales,
celulares y moleculares que regulan las metastasis de cada

tipo tumoral.

Los vasos sanguineos y linfaticos son las vias anatomicas
naturales para la diseminacion de las células tumorales desde
un tumor primario a un érgano distante. Se ha observado como
en algunos tumores las células migran hacia los vasos
sanguineos bajo estimulos quimiotacticos que difunden desde
la sangre, o que son secretados por los macrofagos. Este
hecho, puede aumentar la eficiencia de la intravasacion tumoral
(Condeelis y Segall, 2003).

Una vez alcanzado el torrente circulatorio las células deben, en
primer lugar, resistir el ataque del sistema inmune, bien
ocultandose al formar pequefios paquetes de células tumorales

(un mecanismo favorecido por la accion hemostatica de las
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plaquetas y las proteinas de la coagulacion) (Gasic, 1984); o
bien por agregacion simple entre células tumorales (Fidler,
1973a). Posteriormente, para que exista extravasacién y
formacion de un tumor secundario, debe existir retencion de las
células tumorales en capilares, en el caso de células aisladas;
0 en vasos de mayor calibre, en el caso de agregados celulares
(Liotta y cols., 1976a). Se ha observado como los émbolos
multicelulares son mas eficientes para la formacion de
metastasis que las células aisladas (Liotta y cols., 1976b; Luzzi
y cols., 1998).

Las células tumorales, aisladas o agregadas, pueden quedar
retenidas por una restriccion de tamano en el primer lecho
vascular que muestre un diametro inferior al de las células
tumorales. En el caso de la sangre procedente de la mayoria
de tejidos este lecho vascular es el pulmonar, mientras que la
procedente de los intestinos pasa primero por la
microvascularizacion hepatica. Por ello pulmones e higado
constituyen asiento habitual de metastasis. La retencion fisica
en los capilares explicaria la agregacion homotipica de las

células tumorales (Fidler, 1973a).

La retencion pasiva debida a condicionantes mecanicos
constituye el principal postulado de la Teoria hemodinamica de
Ewing (1928). Sin embargo, esta hipotesis no explica la
organo-especificidad inicial observada en algunos tipos de

canceres (Nicolson, 1988).
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La primera teoria que contempld esta organo-especificidad
metastatica fue enunciada por Paget en 1889. Al estudiar las
autopsias de mujeres que habian fallecido por cancer de
mama, concluyé que el crecimiento metastatico solo ocurria
cuando determinadas células tumorales (“seed”, semilla)
tenian una especial afinidad por ciertos érganos (“soil”, suelo).
Asi pues, la formacion de la metastasis dependeria de la
interaccion de las células adecuadas con un ambiente tisular

compatible.

Ambas hipotesis no son excluyentes, sino que, probablemente,
constituyen parte de un unico fendbmeno. Tras una retencion
mecanica en el endotelio vascular, la expresion de moléculas
de adhesidn, por parte de las células tumorales y endoteliales,
debe tener un importante papel selectivo (Orr y cols., 2000;
Glinsky y cols., 2003;).

Aunque el concepto de diseminaciéon tumoral intravascular
clasico esta ampliamente extendido, existen otros modelos de
diseminacion. Se ha observado, primero en un tumor mamario
murino (Sugino y cols., 2002) y posteriormente en 10 tipos de
tumores humanos (Sugino y cols., 2004), como grupos de
células tumorales son capaces de rodearse de células
endoteliales, sin atravesar la pared vascular, formando nuevos
vasos por donde proliferaran. A este modelo se le ha
denominado por sus autores como invasion independiente de

metastasis. También se ha observado en estudios in vivo e in
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vitro como células de melanoma son capaces de migrar a lo
largo de la superficie endotelial extravascular. A este modelo se
le ha llamado metastasis migratoria extravascular (Lugassy y
cols., 2004).

1.2.4.1. Importancia de la interacciéon entre endotelio y

células tumorales en la distribucion de metastasis

La idea de que la unidn entre las células tumorales y las
endoteliales es un paso critico en la cascada metastatica se
encuentra ampliamente arraigada en la comunidad cientifica.
Un factor que sin duda contribuye a la 6rgano-especificidad
metastatica es la interaccidon especifica entre células tumorales
y endoteliales y/o subendoteliales, tal y como demuestran
estudios realizados sobre las diferencias antigénicas entre
distintas partes de vasos sanguineos y en diversos érganos
(Auerbach y cols., 1985).

Tras su inyeccion intravenosa se ha observado una distribucion
uniforme inicial de células metastaticas de melanoma murino
B16-F10 (B16M-F10) en el pulmoén. Con el paso del tiempo,
estas células de melanoma dan lugar a tumores secundarios

de localizacion selectiva (Cameron y cols., 2000).

Las células tumorales pueden inducir la retraccién endotelial
para poder adherirse a las moléculas que conforman la matriz

extracelular subyacente. Esta matriz extracelular puede influir
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indirectamente en la adhesion de células tumorales al
endotelio, puesto que algunos de sus componentes dérgano-
especificos pueden modular la expresion de moléculas de
adhesion en la superficie endotelial. Pauli y Lee demostraron
que las células endoteliales de aorta cultivadas sobre matrices
extraidas de higado y pulmoén constituian un sustrato
inmejorable para la adhesion de células tumorales que
preferentemente metastatizaban en un 6rgano u otro (Pauli y
Lee, 1988).

Esto sugiere que la expresiéon de moléculas 6rgano-especificas
por parte de las células endoteliales, no constituye unicamente
una caracteristica de estas células en cada 6rgano, sino que
puede estar regulada por la composicion de la matriz

extracelular donde se encuentran.

1.2.4.2. Moléculas implicadas en la unién célula tumoral-

endotelio

La caracterizacion celular y molecular del proceso que conduce
al reclutamiento de los leucocitos en los lugares de inflamacion
(Carlos y Harlan, 1994; Mackay y Imhof, 1993; Raud vy
Lindbom, 1993) ha servido de gran ayuda para entender la
diseminacion tumoral. Este proceso comparte muchos
aspectos con el metastatico (Nicolson, 1988), e incluso coopera

con éste. Esta hipdtesis ha sido ampliamente demostrada en
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los ultimos afos, relacionando moléculas implicadas en
procesos fisioldgicos, como el asentamiento leucocitario, con la

adhesion tumoral al endotelio.

Selectinas, integrinas, cadherinas y proteinas de la superfamilia
inmunoglobulina, asi como moléculas sin clasificar, facilitan la
unién entre las células tumorales y las endoteliales. Algunas de
estas moléculas tienen una expresion constitutiva y ademas
parecen tener una organo-especificidad en su distribucion
(Pauli y cols., 1990; Pauli y Lee, 1988). Otras son inducibles
por senales moleculares como p.e. citoquinas o radicales
libres. Dichas sefales inducen contactos iniciales entre las
células endoteliales y tumorales, “docking”, por medio de un
reconocimiento p.e. proteina-proteina, proteina-acido nucleico.
Esto inicia la activacion de las células endoteliales y tumorales
a través de la liberacion de citoquinas, radicales libres, lipidos
activos y factores de crecimiento. Estas moléculas son capaces
de inducir la expresiéon de moléculas de adhesion en ambos
tipos celulares, de forma que la unién se hace mas firme,
“locking” (Orr y cols., 2000). Posteriormente, la transduccion de
sefales producira una retraccién celular, locomocién activa y

extravasacion de las células tumorales.

Algunas moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1, selectina E)
apenas se expresan en condiciones normales. Citoquinas
como la IL-1, el TNF-a o el interferon y (IFN-y) son los

principales estimulos para su expresion (Bevilacqua y cols.,
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1989; Marlin y Springer, 1987; Osborn y cols., 1989). Otras
moléculas, como la selectina P, se expresan constitutivamente
en las células, se almacenan en granulos intracelulares y se
traslocan a la superficie gracias a estimulos externos tales
como la trombina, los radicales libres del oxigeno y los ésteres
de forbol. Las integrinas, son fundamentalmente receptores de
membrana, algunos reconocen fibronectina o laminina, que son
componentes mayoritarios de la matriz. Unas pueden ser
especificas para una sola molécula, pero en cambio hay otras

que pueden reconocer diferentes ligandos.

Son muchas las analogias existentes entre las interacciones de
células tumorales y leucocitarias con el endotelio vascular, por
ejemplo: la exposicion a IL-1a y TNF-a induce la expresion de
VCAM-1 en células endoteliales, esto favorece la unioén de las
células leucocitarias o tumorales a las endoteliales (Fox-
Robichaud y Kubes, 2000; Okahara y cols., 1994; Sturm vy
cols., 2003); la velocidad de flujo sanguineo puede ser
importante para ambos tipos celulares en su unién al endotelio
(Weiss y cols., 1985); la expresion de selectina E por parte de
las células endoteliales promueve la adhesion de neutrdfilos,
linfocitos, monocitos y de células tumorales (Brodt y cols.,
1997; Godin y cols., 1993).

Una de las estirpes tumorales que utiliza moléculas del sistema
de interaccion endotelio-leucocito es el melanoma. En 1988 se

observo por primera vez, un incremento en la adhesioén de
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células de melanoma humano a células endoteliales activadas
por citoquinas (Rice y cols., 1988). Este incremento en la
adhesion del melanoma se correlaciond6 con una
sobreexpresion de moléculas ICAM-1 (Rice y Bevilacqua,
1989). Por otra parte, se demostr6 mediante estudios in vitro,
como células de melanoma humano metastasico que expresan
ICAM-1 de forma constitutiva, secretaban altas cantidades de
IL-1 (Burrows y cols., 1991). Esta citoquina incrementa de
manera autocrina la expresion de ICAM-1 tumoral, y de modo
paracrino en las células endoteliales la expresion de ICAM-1,
selectina E y VCAM-1. Ninguno de los anticuerpos utilizados
contra estas CAMs inhibié la adhesion tumoral de estos
melanomas al endotelio. Sin embargo, la adhesion tumoral se
inhibid cerca del 50% utilizando un anticuerpo policlonal anti 31,
B2y B3 (Burrows y cols., 1991), lo cual sugiere que la adhesién
de células tumorales al endotelio podria estar mediada, en
parte, por una integrina presente en las células tumorales.
Trabajos posteriores apoyan el papel de esta integrina en la
adhesién tumoral al endotelio (Chang y cols., 1992; Honn y
cols., 1988; Honn y Tang, 1992). En este sentido, se ha
observado que las células tumorales activadas por el acido
12(S)-hidroxi-5,8,10,14-eicosatetraenoico o con el éster de
forbol tetradecanoil-forbol acetato muestran un aumento en la
adhesion a las células endoteliales microvasculares, a la matriz
subendotelial intacta o a la fibronectina (Honn y cols., 1988),

pudiéndose inhibir esta adhesion mediante inhibidores de la
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lipooxigenasa, o0 con anticuerpos contra las integrinas 1, 2 y
3. Estos resultados implican que la adhesion de células
tumorales mediada por estas integrinas requiere la activacion

del endotelio (Honn y Tang, 1992; Tang y cols., 1994).

Se ha demostrado que otra integrina, la VLA-4 (antigeno de
expresion muy tardia 4) expresada en las células de
melanoma, esta involucrada en la interaccion in vivo con la
VCAM-1 expresada en las células endoteliales activadas por
TNF-a (Okahara y cols., 1994) y por IL-1 (Garofalo y cols.,
1995; Martin-Padur y cols., 1991). Orosz y colaboradores han
demostrado que la adhesion de células de linfoma a células de
endotelioma se inhibe con anticuerpos que interfieren la
interaccion de VCAM-1 con VLA-4 (Orosz y cols., 1995).

Asi pues, estudiadas todas las similitudes encontradas en la
interaccion existente entre las células endoteliales con los
leucocitos y las células tumorales, se postulé que la adhesion
entre las células tumorales y endoteliales debia seguir el

modelo “rolling along” establecido para la union con leucocitos.

1.2.5. Formacion de metastasis e ineficiencia metastatica

Unicamente una pequefia proporcion de células tumorales
tiene capacidad de formar tumores secundarios en 6Organos
distantes. Este hecho se denomina “ineficiencia metastatica”

(Liotta y cols., 1974; Weiss, 1990). En los ultimos afios se han
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analizado, en diferentes modelos animales, las diferentes
causas que dan lugar a que solo unas pocas células, de las
que salen al torrente circulatorio y alcanzan 6rganos distantes,

sean capaces extravasarse y proliferar.

Fidler y Nicolson observaron en un modelo murino que,
aproximadamente, el 85% de las células B16M retenidas en la
microvascularizacion pulmonar, habian sido destruidas 24
horas después de su inoculacion (Fidler y Nicolson, 1977).
Posteriores observaciones en diferentes tumores humanos vy
animales, indicaron que un gran numero de las células
circulantes eran destruidas en la microcirculacion por el ataque
del sistema inmunitario y la presion que sufren las células al
ser retenidas en los capilares. La combinacion de los datos
anatomicos, hemodinamicos e inmunoldgicos llevdo a pensar
que estas eran las causas de la ineficiencia metastatica (Weiss
y cols., 1985). Takaoka y colaboradores observaron como la
sobreexpresion de Bcl-2 en células B16M potenciaba la
aparicion de metastasis pulmonares, pero no examinaron el
efecto de la Bcl-2 sobre la apoptosis in vivo (Takaoka y cols.,
1997). En trabajos posteriores se ha observado como la
apoptosis puede ser una de las causas de la ineficiencia
metastatica (Wong y cols., 2001). Ademas, la capacidad de las
células tumorales para extravasarse al tejido circundante
degradando la membrana basal y la matriz extracelular también

se ha considerado como un paso limitante en el proceso de
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metastasis (Weiss, 1990). Como se ha observado en diferentes
tipos celulares, la capacidad de extravasacibn no es
directamente proporcional a la capacidad metastatica. Por
ejemplo, los fibroblastos (NIH 3T3), a pesar de su baja
actividad metastatica tienen la capacidad de extravasarse
como fibroblastos transformados con el oncogen ras (Koop y
cols., 1996). Por ello, la ineficiencia metastasica se ha
atribuido, en parte, a la incapacidad de las células a crecer tras

la extravasacion (MacDonald y cols., 2002).

En el concepto de ineficiencia metastasica hay que incluir las
células tumorales durmientes. Son células tumorales que han
abandonado el tumor primario y se detectan como células
extravasadas quiescentes sin una progresion clinica aparente.
Se incluyen dentro del concepto de ineficiencia metastatica por
que se han identificado como: a) células solitarias sin
capacidad, al menos en etapas tempranas, de proliferar hasta
formar tumores macroscopicos y b) resistentes a la apoptosis
(Luzzi y cols., 1998). Se ha observado como algunos tumores
primarios son capaces de inhibir el crecimiento de las
metastasis liberando mediadores antiangiogénicos (O'Reilly y
cols., 1997; O'Reilly y cols., 1994; Guba y cols., 2001).
Proteinas antiangiogénicas, como la endostatina y Ila
angiostatina, mantienen al tumor circunscrito a un minimo
tamano critico, mediante un balance de proliferacion vy

apoptosis. Durante ese periodo el aporte de nutrientes es por
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difusion, hasta que una angiogénesis activa permite un

aumento de la masa tumoral (O'Reilly y cols., 1996).

2. RADICALES LIBRES Y CANCER

2.1. Especies reactivas del oxigeno. Generalidades

El oxigeno es esencial para los organismos aerobios. Sin
embargo, puede resultar toxico  suministrado en
concentraciones elevadas. Aunque inicialmente se pensé que
la toxicidad del O, se debia a que inactivaba directamente las
enzimas celulares, posteriormente Gerschman vy Gilbert
propusieron que los efectos nocivos del O, eran causadas por
radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno (ROS)
que se originaban a partir de él (Gilbert y cols, 1964). Esta
hipétesis fue desarrollada y aceptada totalmente cuando se
descubrié la superéxido dismutasa (SOD), una enzima que
cataliza la reaccion de dismutacion del radical superoxido (02_')

para formar peroxido de hidrogeno (H,O;) (Fridovich, 1975).

Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o
mas electrones desapareados en sus orbitales externos,
entendiéndo como electron desapareado el que ocupa por si

mismo un unico orbital atomico o molecular. Como

-41 -



INTRODUCCION

consecuencia, estas especies quimicas son extremadamente
reactivas y, por tanto, tienen una semivida corta y una

concentracién muy baja (Prior, 1986; Cadenas 1989).

En la quimica de los radicales libres podemos distinguir 3

etapas:

> Iniciacién, en la que una especie no radicalaria
adquiere ese caracter bien ganando o perdiendo un
electron o bien por ruptura homolitica a partir de un

enlace covalente.

» Propagacion, en la que un radical reacciona con una
especie no radicalaria y esta ultima adquiere ese

caracter, con lo que la reaccion radicalaria se perpetua.

» Terminacion, en la que reaccionan dos radicales para

formar especies estables.

La molécula de O, puede ser calificada de birradical, puesto
que tiene un electron desapareado en cada uno de sus
orbitales externos antienlazantes JI*. Sin embargo, la
reactividad de esta molécula es baja porque los espines de
estos dos electrones presentan direcciones paralelas. Esta
caracteristica le permite ser un buen oxidante (capta electrones

de las moléculas que oxida).

Las ROS pueden formarse a partir del oxigeno molecular por

reacciones de Oxido-reduccion, o bien por absorcidn de energia
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electromagnética. Una de las formas reactivas del O, que se
genera de este Ultimo modo es el oxigeno singlete ('0,). Su
estado excitado presenta un excedente de energia con
respecto al O, de 22.4 Kcal. El 'O, es mas reactivo que éste y
tiene una vida media muy corta (5x10° segundos). No se trata
de un radical, pues carece de electrones desapareados al
compartir los dos electrones un mismo orbital. Se genera por

un aporte extra de energia a la molécula de O.

Cuando un electron reduce la molécula de O,, se produce el
radical superoxido (O2 "), una especie muy reactiva con un

unico electron desapareado.

La adicion de dos electrones y dos protones genera H,O», que
no es propiamente un radical, al carecer de electrones
desapareados pero sin embargo es un oxidante y por tanto, lo
debemos incluir en las ROS. Ademas, en presencia de metales
pesados puede ser una fuente del radical hidroxilo (OH), una
de las ROS mas tdxicas para los sistemas bioldgicos pero con
una semivida y radio de accion cortos (Prior, 1986; Prior y
Church, 1991).

La trirreduccién del O,, con tres electrones, daria lugar al
radical OH’, aunque en la practica no es posible. Sin embargo,
si que puede aparecer en los sistemas biolégicos como
consecuencia de distintos procesos. En primer lugar, puede
formarse por radiolisis del agua (Adams y cols, 1968), por

accion de la radiacion gamma o de los rayos X. A nivel
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biolégico, uno de los procesos mas importantes de produccion
de radicales OH" es la reduccién del H,O, por iones metalicos,
en especial en ion ferroso (Fe'™). La mezcla de H,O,y Fe™ se
conoce como reaccion de Fenton, quien indicd que esta mezcla
era capaz de oxidar al acido tartarico (Fenton, 1894).
Posteriormente, Haber y Weiss (1934) propusieron el siguiente

mecanismo de formacion de radicales libres (figura 1):

Figura 1: Reacciéon de Haber-Weiss (1934)

Fe?* +H,0, > Fe* + OH + OH'

Debemos tener en cuenta que la formaciéon del radical
superéxido puede llevar a la formacion del radical OH- (figura
2).

Figura 2: Formacion radical OH-

O, "+ H,0,>0,+ OH + OH

Finalmente, la reduccion tetravalente del oxigeno molecular

con cuatro protones origina dos moléculas de H,O (figura 3).
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Figura 3: Reduccion secuencial y univalente del O, (Salin, 1988)

O+ 1€ -> 0%,

'

O,+ 2e + 2H" > H>0O,

Oz + 3¢+ 3H"> OH" + H,0

'

O, +4e +4H" > 2H;0

Los sistemas enzimaticos antioxidantes han evolucionado
paralelamente a este metabolismo aerobio para contrarrestar el
dafo oxidativo causado por las ROS. A pesar de esta defensa
antioxidante, se pueden producir dafios sobre biomoléculas, un
hecho implicado en la fisiopatologia de enfermedades como la
arteriosclerosis, la artritis, la fibrosis pulmonar, las
enfermedades neurodegenerativas o el cancer (Ames y cols,
1993; Halliwell y cols, 1992) .

Las ROS tienen capacidad de producir efectos citotdxicos,
aunque, va cobrando una mayor importancia su funcion en la
sefalizacion celular tanto en condiciones fisioloégicas como

fisiopatoldgicas.
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La accién de las ROS puede variar notablemente, dando lugar
a resultados aparentemente contradictorios. Por ejemplo, las
ROS participan en la estimulacion del crecimiento celular
(Burdon, 1995; Burdon y cols, 1995) y también en la apoptosis
(Slater y cols, 1995b). La accion de las ROS en las células
depende de diferentes factores como pueden ser su
concentracidon (Burdon y cols, 1995), el tipo celular y su estado
metabdlico, una combinacién de los factores anteriores, o
factores aun desconocidos. En un reciente estudio, se observo
como células sometidas a un estimulo oxidativo eran capaces
de activar senales especificas, para morir o tolerar la agresion,

dentro de la primera hora tras el estimulo (Nair y cols, 2004).

2.1.1. Formacion de ROS en los sistemas biol6gicos

Las especies reactivas de oxigeno se estan produciendo
continuamente en los sistemas biologicos. Muchas de ellas son
productos intermedios en diferentes reacciones enzimaticas vy
algunas resultan beneficiosas para el organismo. Por ejemplo,
la NADPH oxidasa y la mieloperoxidasa estan implicadas en la
destruccion fagocitica de bacterias mediante la produccion de
O, OH y 'O, (Southorn y Powis, 1988; Chanock y cols,
1994). De manera general, sin embargo, cuando hay una
hiperproduccion de estos radicales libres, o bien cuando los

sistemas de defensa antioxidante estan deteriorados, las ROS
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provocan grandes dafos celulares (Valenzuela y Videla, 1989;
Halliwell y Gutteridge, 1999).

2.1.1.1. Autooxidacion de pequenas moléculas

Diferentes moléculas citoplasmaticas pueden producir ROS
cuando se autooxidan. En todos los casos, se produce como
radical primario el Og_'que, por una reaccion de dismutacion
espontanea o enzimatica, genera H;O,. Cuando esas
moléculas oxidadas se vuelven a reducir, se establece un ciclo
redox que puede implicar un consumo desproporcionado de O,
y equivalentes redox. Entre esas moléculas se encuentran
iones divalentes, tioles, quinonas, catecolaminas,
terahidropterinas o flavinas (Freeman y Grapo, 1982; Proctor y
Reynols, 1984).

2.1.1.2. Oxidacién de la hemoglobina y mioglobina

La oxidacion de estas hemoproteinas puede producir ROS. El
hierro de la hemoglobina y de la mioglobina, cuando liga O
esta en forma ferrosa, pero existe una cierta deslocalizacién
electronica, de manera que se produce el equilibrio siguiente

(figura 4):
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Figura 4: Equilibrio electrénico entre Fe?y Fe**en la hemoglobina

HEMO-Fe? - O, € > HEMO-Fe*"-- 0,

Es posible que la molécula de hemoglobina oxigenada se
descomponga y dé lugar a 0" y hemo-Fe*". En ese punto la
hemoglobina, ya metahemoglobina, no puede transportar O,.
Normalmente solo una baja proporcion de oxihemoglobina es
transformada en metahemoglobina gracias a las
metahemoglobina reductasas (Valenzuela y Videla, 1989;
Halliwell y Gutteridge, 1999).

2.1.1.3. Actividad de las enzimas

Diversas enzimas generan ROS durante sus ciclos cataliticos.
Entre ellas se encuentran la dihidroorotato deshidrogenada, la
triptéfano dioxigenasa, la aldehido oxidasa, la
monoaminoxidasa, xantina oxidasa, la oxido nitrico sintasa, la
ciclooxigenasa, la lipooxigenasa o la NADPH oxidasa. En
algunos casos, los radicales libres que se forman inactivan a
las enzimas que los originan, y de esta forma regulan la ruta
metabdlica en la que participan. (Sies, 1985; Southorn y Powis,
1988; Greene y Paller, 1992).
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2.1.1.4. Peroxisomas

Se ha comprobado que los compuestos que estimulan la
proliferacién de los peroxisomas inducen al estrés oxidativo.
Estos organulos tienen una gran capacidad para producir H>O
debido a la elevada concentracién de oxidasas que contienen.
Algunos ejemplos son: las L y D-aminoacido oxidasas. Estas
enzimas catalizan la reduccion divalente del O, sin formacion
de O, . La oxidacion peroxisomica de acidos grasos también
genera H»0O, como subproducto (Southorn y Powis, 1988; Del
Rio y cols, 1992)

2.1.1.5. Transporte electrénico mitocondrial

El sistema de transporte electrénico mitocondrial es la principal
fuente O, ". La citocromo oxidasa cataliza la reduccién del O,
con cuatro electrones y cuatro protones para dar dos moléculas
de H;O,. La estructura molecular de este complejo proteico
impide la liberacion de ROS. Sin embargo, cuando la cadena
respiratoria estd muy reducida y la concentracion de ADP es
limitante, otros componentes de la cadena respiratoria si
pueden perder electrones durante su transferencia y generar
O, . La formacion de ROS durante el transporte electronico
mitocondrial se ve favorecida por elevadas concentraciones de
O,. (Reed, 1997; Beckman y Ames, 1998).
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2.1.1.6. Transporte electronico microsomal

Las fracciones microsomales liberan O, ° y H2O, cuando se
incuban con NADPH. El citocromo P450 es en realidad, un
conjunto de citocromos localizados en el reticulo endoplasmico
y otros organulos. Estos citocromos estan implicados en la
oxidacion de sustratos a expensas del O,, uno de cuyos
atomos se une al sustrato y el otro forma H>O. En la reaccion
se requiere poder reductor, normalmente, aportado por el
NADPH a través de la flavoproteina, NADPH-citocromo Pgsq
reductasa. Cuando se desacopla el ciclo catalitico del Pys5p, el
flujo de electrones se desvia al O,, que se convierte en O “en
lugar de unirse al sustrato. La autooxidacion de la NADPH-
citocromo P45 reductasa también puede originar 0,

(Sevanian y cols, 1990; Beckman y Ames, 1998).

El citocromo bs; es una hemoproteina del sistema de transporte
electronico microsomal responsable de la introduccion de
dobles enlaces en los acidos grasos. Los electrones se
transfieren desde el NADH o NADPH al citocromo bs, el cual
los cede a la desaturasa. Finalmente esta proteina oxida al
acido graso con O, y forma H,O. Por causas desconocidas, es
posible que el citocromo bs y la flavoproteina cedan electrones
al O, y generen 0" (Freeman y Grapo, 1982; Valenzuela y
Videla, 1989).
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2.1.1.7. Fuentes exdégenas

Ademas de los sistemas intracelulares descritos anteriormente,
existen fuentes exdégenas de ROS. La radiacion ionizante, la
radiacion ultravioleta o la luz visible en presencia de
fotosensibilizadores pueden dar lugar a radicales libres. La
formaciéon de radicales libres también esta implicada en la
toxicidad de una amplia variedad de xenobidticos. Muchos de
estos compuestos quimicos ejercen su accion toxica mediante
su activaciéon metabdlica a productos intermedios reactivos que
son radicales libres. Entre estos compuestos se encuentran
p.e. pesticidas, el humo del tabaco, antimicrobianos o farmacos
anticancerigenos y otros medicamentos (Martinez-Cayuela,
1998).

2.1.2. Mecanismos de accion de los radicales libres:

mutagénesis

En el inicio de la formacién tumoral se requiere una alteracion
permanente del material genético. Las ROS pueden producir
diferentes efectos sobre el DNA, donde se han identificado:
roturas tanto simples como de doble hebra, modificaciones en
las bases puricas, pirimidinicas y en la desoxirribosa, y por
ultimo, entrecruzamientos en el DNA (Cheeseman y Slater,
1993; Klaunig y Kamendulis, 2004). Aunque las bases pueden

ser oxidadas por diferentes ROS, el OH' es el que mayores
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lesiones confiere al DNA, ya que puede reaccionar con todos
sus componentes. La alteracion quimica de las moléculas de
desoxirribosa puede producir la pérdida de bases de purina o
pirimidina, originandose locus mutagénicos in vivo (Loeb,
1985).

Algunos de los productos mas importantes que se forman por
ataque del OH" sobre las bases puricas del DNA son la 8-
hidroxiguanosina (8-OH-G) o la 5-formamido-4,6-diamino-
pirimidina. Ejemplos de productos derivados de las pirimidinas
son el tiamino glicol y la 5-hidroxi-citosina (Halliwell y Aruoma,
1991).

La mayoria de estas modificaciones en las bases se traducen
en un bloqueo de la replicacion. En algunas ocasiones, debido
a errores de lectura en la replicacion, pueden dar lugar a
mutaciones puntuales. La lesién oxidativa mas frecuente en las
bases del DNA es la formacion de 8-OH-G, por oxidacion del
C8 de la guanina, lo cual ocurre en aproximadamente uno de
cada 10° residuos de guanina en una célula humana normal
(Kasai y cols, 1986). La 8-OH-G puede producir un cambio del
apareamiento GC por TA debido al apareamiento erroneo 8-
OH-G-A. Esta mutacion se ha detectado frecuentemente en el
oncogén Ras (Bos, 1998), y representa un posible mecanismo
de tumorigénesis por ROS. También se ha detectado en el gen
supresor de tumores P53 o en canceres de higado y pulmon
(Hsum y cols, 1991; Takahashi y cols, 1989).
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También se ha observado dafio oxidativo en el DNA
mitocondrial (mtDNA) asociado a la carcinogénesis (Cavalli y
Liang, 1998). Mutaciones en el mtDNA vy alteraciones en la
funcidn gendmica parecen estar relacionados con el desarrollo
de distintos tumores (Horton y cols, 1996; Tamura y cols,
1999). Las bases del mtDNA son mas susceptibles al dafio
oxidativo que las del nuclear (Zastawny y cols, 1998). Y a ello
contribuyen tres factores: el mtDNA se encuentra muy proximo
a la mayor fuente generadora de ROS, la cadena de transporte
de electrones; el mtDNA no esta protegido por histonas y; la
capacidad de reparacion del mtDNA es limitada (Klaunig y
Kamendulis, 2004). Todo ello facilita la acumulaciéon de 8-OH-
G.

Las membranas celulares, al estar formadas por acidos grasos
polinsaturados (PUFA), son seguramente las biomoléculas mas
susceptibles al ataque de las ROS. La destruccion oxidativa de
los PUFA es conocida como peroxidacion lipidica y tiene la
peculiaridad de ser capaz de automantenerse. EI mecanismo
general de peroxidacion lipidica puede resumirse de la

siguiente manera (figura 5):
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Figura 5: Peroxidacion lipidica

LH+R" > L" +RH
L* +O; > LOO"
LOO" + LH > LOOH + L°

LOOH - LO’, LOO’, aldehidos

Donde LH es un PUFA y R" es el radical oxidante. El ataque
oxidativo a los PUFA genera un radical alquilico acido graso
(L) que rapidamente reacciona con el O, formando el radical
peroxido acido graso (LOO"). Los LOO® tienen la capacidad de
oxidar nuevas moléculas de PUFA generando hidroperdxidos
lipidicos (LOOH) y L°. Los LOOH pueden originar mas especies
radicalarias y ampliar el rango de compuestos, sobre todo a
aldehidos (Cheeseman y Slater, 1993).

Estos productos resultantes del proceso de peroxidacion
lipidica, entre los que se encuentran hidrocarburos volatiles,
alcoholes o aldehidos, pueden difundir lejos del lugar donde se
originaron, causar edema celular e influir en la permeabilidad

vascular, inflamacion y quimiotaxis.

Ademas, los productos finales de la peroxidacién lipidica, como
el 4-hidroxinonenal y el malonildialdehido (MDA), estimulan la
sintesis de citoquinas, quimiocinas y moléculas de adhesion
(Hashimoto y cols, 1999).
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2.1.3. Sistemas de defensa contra el estrés oxidativo

Los organismos aerobios poseen mecanismos para neutralizar
los radicales libres que, en pequefas cantidades, se estan
produciendo continuamente en el metabolismo. La citocromo
oxidasa del sistema de transporte electronico mitocondrial
actua como sumidero retirando el oxigeno que, de otra manera,
podria ser convertido en ROS. Pero las células disponen,
ademas, de complejos sistemas enzimaticos y secuestradores
quimicos que previenen el dafo oxidativo originado por
elevadas concentraciones de radicales libres. Los sistemas de
defensa antioxidante primarios o preventivos disminuyen la
velocidad de inicio de las reacciones de los radicales libres al
disminuir sus concentraciones. Los sistemas de defensa
antioxidante secundarios atrapan los radicales propagadores,

deteniendo su efecto nocivo en las etapas iniciales.

2.1.3.1. Sistemas de defensa primarios
2.1.3.1.1. Enzimas
e Superoéxido dismutasa (SOD)

Son las principales enzimas implicadas en la desintoxicacién
de las ROS. Catalizan la reaccién de dismutaciéon de Oy

generando HyO; y O..
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La velocidad de dismutacion enzimatica es 10* veces mayor
que la dismutacion quimica. Las superoxido dismutasas son
una familia de metaloproteinas que tienen diferentes cofactores
metalicos. La CuZnSOD es la isoenzima prevalente,
mayoritaria en el citosol de las células eucaridticas, y también
detectable en el nucleo. La MnSOD se localiza en la matriz
mitocondrial de eucariotas y procariotas protegiendo contra el
0, producido durante el transporte electrénico mitocondrial.
La FeSOD ha sido aislada en plantas y procariotas. Por ultimo,
una SOD extracelular que contiene cobre ha sido identificada
también en un gran numero de tejidos animales (Fridovich,
1975; Marklund, 1984; Harris, 1992). Una actividad SOD
excesiva ha de ir acompafada de actividad catalasa y/o
glutation peroxidasa, ya que, si no es asi, se acumula H;O v,

por tanto, aumenta OH-.
e Catalasa

Es una hemoproteina que cataliza la reduccién del H,O, a H,O

y O (figura 6):

Figura 6: Reaccion mediada por catalasa

2H>05 2> 2 H,0 + O

Esta enzima tiene constantes de velocidad relativamente
elevadas, pero presenta una baja afinidad por el sustrato, por lo

que resulta fundamental cuando el H,O, se encuentra en altas
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concentraciones. La mayor parte de las células contienen
catalasa, y en las eucariotas esta localizada principalmente en
los peroxisomas (Proctor y Reynolds, 1984; Blake y cols, 1987;
Harris, 1992).

¢ Glutation peroxidasa dependiente de selenio (SeGPx)

Esta proteina es un miembro de la familia de las peroxidasas y
cataliza la reducciéon del H,O, o de perdxidos organicos
empleando el GSH como cosustrato. Tiene cuatro atomos de

Se que le confieren su capacidad catalitica (figura 7):

Figura 7: Reacciéon mediada por la SeGPx
H,O, +2 GSH > 2 H,O + GSSG

ROOH + 2 GSH - GSSG + ROH + HyO

A diferencia de la catalasa, tiene alta actividad por sus
sustratos. Esta enzima esta localizada en el citosol de las
células eucaridticas, y es detectable en las mitocondrias
(Cotgreave y cols, 1988; Spalholz y Bylan, 1991; Harris, 1992).

e Glutation reductasa (GR)

Cataliza la reduccién del (GSSG) utilizando equivalentes redox
en forma de NADPH. Esta proteina tiene una distribucion

similar a la de la SeGPx (figura 8). Su localizacion subcelular
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es, citosolica y mitocondrial (Proctor y Reynolds, 1984;

Cotgreave y cols, 1988).

Figura 8: Reacciéon mediada por la GR

GSSG + NADPH + H" > 2GSH + NADP*

¢ Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)

La reaccidon de esta enzima permite la regeneracion del
NADPH oxidado por la GR (Halliwell y Gutteridge, 1999) (figura
9).

Figura 9: Reacciéon mediada por G6PDH

Glucosa-6-P + NADP" = 6- Fosfogluconolactona + NADPH+H"

e Otras enzimas

La NADPH: quinona oxidorreductasa (DT-diaforasa) y la
epoxido hidrolasa son dos ejemplos. La primera reduce
mediante dos electrones muchas quinonas y la segunda
reacciona con diferentes especies epdxido disminuyendo su

concentraciéon (Moody y Silvra, 1986; Lind y cols, 1990).
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2.1.3.1.2. Secuestradores no enzimaticos

Las enzimas descritas constituyen la primera linea de defensa
celular frente a los dafos oxidativos. En general, funcionan
eliminando O, * y H,O, antes de que interactuen para formar el
radical OH. Pero existe una segunda linea de defensa
compuesta por secuestradores no enzimaticos. Estas
moléculas secuestran sin intervencion enzimatica los radicales

libres residuales que escapan de las enzimas antioxidantes.
e Glutation

El GSH esta presente, a altas concentraciones, aunque con
importantes diferencias intercelulares, en la mayoria de las
células procariotas y eucaridticas. Esta molécula puede

interaccionar con las ROS de distintas maneras:
Puede oxidarse reduciendo H,O, u otros perdxidos via SeGPx.

Puede reaccionar directamente con radicales libres como Og_',
OH’" 0 OR’ generando el radical tiilo (GS’) y posteriormente el
GSSG.

Puede reaccionar con ciertos compuestos electréfilos para
formar aductos covalentes. En estas ultimas reacciones
intervienen las glutation-S-transferasas (GSHt) (Meister vy
Anderson, 1983; Shan y cols, 1990).
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e Vitamina C

La vitamina C o acido ascorbico es una molécula hidrosoluble
que se encuentra, intra o extracelularmente, en la mayor parte
de los sistemas bioldgicos. Reacciona directamente con los
radicales libres y se convierte en acido dehidroascoérbico, éste
se regenera via dehidroascorbato reductasa utilizando GSH.
Otra funcién importante de acido ascorbico es restaurar las
propiedades antioxidantes de la vitamina E (Rose, 1990; Frei,
1991; Stahl y Sies, 1997).

e Acido urico

El acido urico es el producto final del catabolismo de las
purinas en mamiferos (humanos y primates), insectos, reptiles

y aves, que no tienen uricasa.

Este compuesto es un antioxidante importante capaz de
atrapar diversos tipos de radicales libres cuando estan en un
medio acuoso. Ademas, se ha comprobado que protege frente
a la oxidacion del acido ascorbico en el plasma sanguineo

(Sevanian y cols, 1985; Davies y cols, 1986)
e Taurina

Este p-aminoacido se ha encontrado en la mayoria de las
células eucaridticas y también en una gran variedad de fluidos

extracelulares. La taurina reacciona directamente con algunos
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oxidantes como el acido hipocloroso, para formar especies

menos reactivas (Valenzuela y Videla, 1989).
e Proteinas

Como hemos descrito anteriormente, las reacciones tipo
Fenton, en las que se generan radicales libres extremadamente
nocivos, estan catalizadas por metales de transicién. Por tanto,
todas las proteinas que disminuyen los niveles de iones
metalicos libres, como Fe?* y Cu2+, pueden ser incluidas dentro
de los sistemas de defensa antioxidante. La transferrina y la
lactoferrina son glucoproteinas que ligan hierro y lo transportan
en la circulacion sanguinea. La ferritina almacena este metal
intracelularmente (Thurnham, 1990; Halliwell y Gutteridge,
1999). La ceruloplasmina secuestra iones para impedir la
formacién de radicales libres a partir de perdxidos y Cu®,
ademas es capaz de oxidar el idn Fe?* a Fe*. El cobre no
unido a la ceruloplasmina en el plasma esta unido
principalmente a la albumina, pero parece ser que esta no
previene su interaccién con el H;O, para formar el OH-
(Gutteridge, 1986; Thurnham, 1990; Vethanayagam y cols,
1999).
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2.1.3.2. Sistemas de defensa secundarios

2.1.3.2.1. Enzimas
¢ Glutation peroxidasa no dependiente de selenio (GPx)

Ademas de las SeGPx, ya descritas, la mayoria de las células
tienen una actividad GPx, a cargo de otras enzimas cuya
actividad principal parece estar relacionada con desintoxicacion
de xenobidticos y que se conocen con el nombre de GSHLt.
Estas enzimas también son capaces de metabolizar
hidroperoxidos lipidicos de bajo peso molecular. Para actuar
sobre los hidroperoxidos, estos han de ser liberados
previamente de los fosfolipidos de membrana (Van Kuijk y cols,
1987; Ketterer y Meyer, 1989).

e Oxidorreductasas

Todas las oxidoreductasas que participan en la reduccion de
grupos proteicos oxidados por ROS se consideran sistemas de

defensa antioxidante (Davies y cols, 1990).
e Proteasas

El acumulo de proteinas con dafos irreversibles es perjudicial
para las células. Por ello, la degradacion de proteinas oxidadas
tiene un efecto protector. La principal via de degradacion de
proteinas intracelulares en células mamarias es la via ubiquitin-

proteasoma ATP-dependiente (Golberg y cols., 2006).
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e Sistemas enzimaticos de reparacion del DNA

Las enzimas implicadas en los procesos de reparacion del DNA
se consideran sistemas de defensa antioxidante. La DNA
polimerasa |, la DNA ligasa, las endonucleasas o las
glucosilasas, encontradas en distintos tipos de eucariotas, son
algunos de ellos (Davies y cols, 1990). Cuando el dafio al DNA
es irreparable, actua otra enzima diferente, la poli-(ADP-ribosa)
sintetasa. Esta enzima, que se activa por la ruptura de las
hebras del DNA, afiade grupos de ADP-ribosa a aminoacidos o
a otros grupos de ADP-ribosa previamente unidos a proteinas
ligadas al DNA, e impide que el DNA se empaquete
correctamente. Una activacion excesiva de la poli-(ADP-ribosa)
sintetasa puede provocar el agotamiento de las reservas NAD,
sustrato de esta enzima de esta enzima causando un descenso
de los niveles de ATP y muerte celular (Cerutti, 1985; Pieper y
cols, 1999).

2.1.3.2.2. Secuestradores no enzimaticos
e Vitamina E

Es la vitamina antioxidante liposoluble distribuida mas
ampliamente en la naturaleza. En realidad, se trata de un
conjunto de compuestos estrechamente relacionados
denominados tocoferoles, de los cuales, el mas abundante es

el a-tocoferol.
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Los tocoferoles se encuentran principalmente en las
membranas de la mayoria de las células, protegiéndolas de la
lipoperoxidacién. Normalmente funcionan reaccionando con
radicales libres peroxilo (ROO-) donandoles un hidrégeno y
transformandolos en hidroperéxidos lipidicos metabolizables
por las GPx. De esta manera se interrumpe la reaccion de
propagacion en cadena de la peroxidacion lipidica. El radical a-
tocoferoxilo que se origina se reduce por la pareje redox
ascorbato-GSH, o bien reacciona con otro radical peroxilo para

formar un aducto estable (Parer, 1991; Prior, 2000)

Casi todos los componentes de esta familia de polienos poseen
actividad antioxidante. El B-caroteno se acumula en altas
concentraciones en las membranas de distintos tejidos. Es
capaz de reaccionar con el radical peroxilo para formar otro
radical de resonancia estable, que a su vez puede reaccionar
con otro radical peroxilo y dar un compuesto no radicalario.
Esta reaccion se da mas facilmente a concentraciones de O
bajas y complementa la accion de la vitamina E, que funciona
mas eficazmente a concentraciones de O, altas. Ademas de los
radicales peroxilo, los carotenoides pueden atrapar también
otros tipos de radicales libres y especialmente, el 'O, (Bendich
y Olson, 1989; Di Mascio y cols, 1991).

e Ubiquinol

El ubiquinol o coenzima Q reducida (QH;) es un antioxidante

natural que interviene en la regeneracion de la vitamina E y en
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la eliminacion de radicales peroxilo y alcoxilo. Su papel como
antioxidante es discutido, puesto que tras su actuacion se
convierte en semiquinona (SQH), un radical libre con actividad

prooxidante (Leibovitz y cols, 1990).
e Bilirrubina

Este producto del catabolismo de las hemoproteinas se ha
propuesto como un antioxidante de gran importancia fisioldgica.
Posiblemente funciona raccionando con los radicales peroxilo
que se originan durante la lipoperoxidancion (Stocker y cols,
1990).

2.1.4. ROS y progresién tumoral

Ademas del efecto mutagénico y su consiguiente implicacion
en la fase de iniciacion del cancer, los radicales libres estan
implicados en las fases de promocion de la proliferacion vy
progresion cancerosa. Se ha observado como las ROS tienen
capacidad de inducir tanto la proliferacion (Burdon, 1995)
como la muerte celular (Slater y cols, 1995b). Los mecanismos
que rigen estos procesos no estan bien establecidos y parecen
dependientes del tipo celular y de la concentracién intracelular
de ROS. Se ha observado que, tanto el H,O, como el 0, °, son
capaces de inducir la mitosis en diferentes tipos celulares de
mamifero (Klaunig y Kamendulis, 2004). En estudios realizados

sobre la influencia de las ROS en la proliferacion celular, se
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demostré como la induccion de la proliferacion celular ocurre
s6lo a bajas concentraciones o exposiciones transitorias a las
ROS (Fiorani y cols, 1995). Mientras que elevadas
concentraciones de ROS inducen muerte celular por apoptosis
(Klaunig y Kamendulis, 2004) o necrosis. Asi pues, para
explicar el papel de las ROS, es mas légico pensar en una
modulacion génica temporal dependiente del estado celular, del
estimulo y de la capacidad de respuesta ante el estimulo
oxidativo. Una breve exposicion a estrés oxidativo activa vias
especificas que induciran supervivencia o muerte celular. En
estudios con las células PC-12-D (2) R se observd que la
activacion de ERK (quinasa regulada por sefales
extracelulares) induce transcripciéon de genes de supervivencia.
En las que se activa TP53, se activa la caspasa 3, cuyo
resultado es muerte celular por apoptosis. La decision de
sobrevivir o morir, tras la exposicion al estrés oxidativo, es muy

temprana (Nair y cols., 2004).

El Ca®* esta implicado en muiltiples procesos celulares como la
proliferacién, la diferenciacion y la apoptosis (Klaunig y
Kamendulis, 2004). El mecanismo por el cual las ROS
estimulan la proliferacion celular tumoral es, en parte, Ca®
dependiente. La induccion de protooncogenes, como c-fos, por
bajas dosis de ROS, estd mediada directamente por la
concentracion de Ca?* citosolico. Por otra parte, la fosforilacion

de factores de transcripcion por protein quinasas Ca®*
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dependientes, es un ejemplo de modulacion indirecta. La
activacion de estas quinasas, como la protein quinasa ¢ (PKC)
y S6-quinasa, puede regular la actividad de factores de
transcripcion via cascadas de fosforilaciones multiples, y
pueden mediar muchos de los efectos de los radicales libres
sobre la proliferacion celular (Larsson y Cerutti, 1988; Larsson
y Cerutti, 1989). Los radicales libres también pueden modular
directamente la proliferacion celular. Por ejemplo, las ROS
pueden alterar la actividad de la PKC por oxidacion de residuos
Cys en el centro activo de la enzima (Gopalakrishna y
Anderson, 1989).

Las ROS también inducen la transcripcion de genes
especificos, aunque los mecanismos por los que el balance
oxidantes/antioxidantes es capaz de modularla no son bien
conocidos. Se han descrito 2 fases en la activacion de la
transcripcion por estrés oxidativo: la primera concierne al
mecanismo de redistribucion de los factores de transcripcion en
el nucleo. La segunda esta relacionada con la union a la region
promotora del gen diana (Arrigo, 1999). Ademas, se ha
observado que diversos factores de transcripcion poseen
cisteinas, muy sensibles al estrés oxidativo y esenciales para el
reconocimiento del sitio de union al DNA. La oxidacién de estos
residuos produce la inhibicion de la unién del factor de
transcripcion. La presencia en el nucleo de tiorredoxina y/o Ref-

1 son necesarias en muchas ocasiones, para crear un
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ambiente reductor que evite la oxidacion de estas cisteinas y
favorezca la unidn de los factores de transcripcidon al DNA
(Holmgren, 1985; Xanthoudakis y Curran, 1992).

Entre los factores de transcripcion mejor estudiados en la
respuesta al estrés oxidativo se encuentran: AP-1 (proteina

activadora 1) y NF-kB (factor nuclear kappa-B).

AP-1 es un factor de transcripcibn que se une a regiones
promotoras de una amplia variedad de genes relacionados con
la proliferacion y la promocion tumoral. Es activado por
diferentes factores de crecimiento, activadores de la PKC y
reguladores de la homeostasis redox intracelular (Arrigo, 1999).
AP-1 es un dimero formado por proteinas c-Fos y c-Jun,
productos de los protooncogenes c-fos y c-jun. La estimulacién
de dichos protooncogenes puede ser inducida por diferentes
agentes que causan la acumulacion intracelular de ROS como
el TNF, la radiacién UV o el H,O, (Datta y cols, 1992; Lo y
Cruz, 1995). La actividad transcripcional de AP-1 esta regulada
por el estado redox de una cisteina especifica, lo cual acentua
la importancia del estado redox en su regulacion (Klatt y cols,
1999).

El estrés induce una cascada de senales que comienzan con la
activacion de MAP quinasas (Chang y Karin, 2001). Las MAP
quinasas, una familia de serina treonina quinasas, se
encuentran involucradas en la regulacion de diferentes

procesos implicados en la carcinogénesis, tales como
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proliferacién, diferenciacién y apoptosis. Se han identificado 3
subfamilias: ERK, JNK (quinasa N-terminal de c-Jun) y quinasa
p38. Las MAP quinasas modulan la expresion génica mediante
la fosforilacion de diferentes factores de transcripcion. La
subfamilia ERK se asocia con la regulacion de la proliferacion
celular. La activacion de ERK, JNK y p38 se ha asociado a la
respuesta ante cambios en el equilibrio redox (Klaunig y
Kamendulis, 2004). Se ha observado como la induccion de AP-
1 por H20, esta mediada por JNK 'y p38 (Chang y Karin, 2001).

NF-kB es un factor de transcripcion que regula la expresion de
numerosos genes en células eucariotas y participa en la
respuesta inmune y al estrés, a la inflamacién y la apoptosis
(Arrigo, 1999; Jang y Surh, 2003a). NF-kB es un heterodimero
localizado en el citoplasma, donde se encuentra asociado a
una familia de inhibidores citoplasmaticos (IkB). Aunque la
localizacion de NF-kB y de IkB es predominantemente
citoplasmatica, existen evidencias que muestran también una
localizacion mitocondrial (Cogswell y cols, 2003). Tras un
estimulo de activacion, el complejo NF-kB -IkB se disocia por
fosforilacion del inhibidor, facilitando la traslocacion de NF-«kB al
nucleo. La posterior ubicuitinacion y degradacion de IkB por el
proteasoma, también forma parte del proceso de activacion del
NF-kB (Arrigo, 1999).

La sobreexpresion de NF-kB suprime la induccidon de apoptosis

(Foo y Nolan, 1999). En células PC12 resistentes al estrés
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oxidativo, inducido por el péptido B-amiloide y H0,, se
potencia la actividad transcripcional y de union al DNA del NF-
KB (Lezoualc'h y cols, 1998). La dexametasona y la
sobreexpresion de |kB-a impiden la actividad transcripcional de
NF-kB y revierten la resistencia al H,O, (Lezoualc'h y cols,
1998). También se ha observado como la utilizacién del
antioxidante ditiocarbamato pirrolidina impide la activacion del
NF-kB por inhibicion de la fosforilacion y degradacion de IkB-a
. (Oka y cols, 2000; Schreck y cols, 1992). Al igual ocurre con la
N-acetil cisteina, tras la estimulacion con TNF, la cual ademas
suprime la traslocacién de NF-kB al nucleo (Oka y cols, 2000).
NF-kB también esta involucrado en la expresion de genes
antiapoptoticos y en la promocion de la supervivencia celular;
de hecho la regulacion transcripcional de enzimas
antioxidantes como CAT, SOD y GPx estd mediado

parcialmente por NF-kB (Jang y Surh, 2003a).

2.2. Oxido nitrico y especies reactivas del nitrégeno.

Generalidades

El descubrimiento del oxido nitrico (NO) y de las especies
reactivas del nitrogeno (RNS) ha afadido una nueva dimensién
a la patologia vy fisiopatologia relacionada con el estatus redox

celular.
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El NO, molécula gaseosa no cargada, es un radical libre ya que
posee un electron desapareado. Producida por todas las
células es capaz de inducir multiples efectos biologicos. En el
sistema nervioso central, regula la liberacion de
neurotransmisores. En los procesos inflamatorios participa en
la citotoxicidad mediada por macrofagos y neutréfilos (Rodrigo
y cols, 2000). Por otra parte, el NO liberado por el endotelio
vascular produce la vasodilatacion por activacion de la
guanilato ciclasa en el musculo liso vascular (Moncada, 1997;
Moncada y Higgs, 1993). Es por ello que, en un principio, el NO
recibié el nombre de factor de relajacién derivado del endotelio
(EDRF). ElI NO esta implicado en muchos procesos
fisiopatologicos como son el shock séptico, la hipertension, la
deficiencia inmunitaria, la impotencia, la isquemia cerebral,
algunos desordenes neurodegenerativos, la diabetes y el

cancer (Brennan y cols, 1999).

Debido a su bajo peso molecular (30 Da) y a su naturaleza
lipofilica, el NO difunde rapidamente a través de las
membranas plasmaticas. Su semivida Dbioldgica es
relativamente larga, oscila entre 0.1 y 5 segundos (Gaston y
cols, 1994), siendo sus efectos regulados fundamentalmente

por la tasa de sintesis.
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2.2.1. Formacion de NO y RNS

El NO se sintetiza a partir de L-arginina en un complejo
proceso catalizado por una familia de 6xido reductasas, las
oxido nitrico sintasas (NOS). Para que se lleve a cabo la
reaccion se utilizan como sustratos: L-arginina, NADPH y Oy; y
como cofactores: FAD y FMN. Su actividad enzimatica puede
ser incrementada por otro cofactor, la tetrahidrobiopterina

(Knowles y Moncada, 1994).

Existen tres isoformas de NOS caracterizadas por su
distribucién tisular, dependencia de Ca*™ y expresién génica
constitutiva o inducible. La NOS tipo | (hnNOS) es una enzima
constitutiva presente en las neuronas y dependiente de Ca*?.
La NOS tipo Il (iNOS) es una enzima inducible que se expresa
en muchos tipos celulares, como el endotelio vascular, los
hepatocitos, los miocitos cardiacos o el epitelio respiratorio, y
su actividad es independiente del Ca*? intracelular. La
expresion de esta enzima es inducida por algunas citoquinas y
mediadores de la inflamacion como diferentes interleuquinas
(IL-1, IL-2, IL-6), el TNF-a o el IFN-y, a través de la activacion
del factor de transcripcion NF-kB. La NOS tipo Il (eNOS) se
sintetiza constitutivamente en el endotelio vascular y su
actividad también depende del Ca*? intracelular (Hobbs y cols,
1999; Mayer y Hemmens, 1997; Michel y Feron, 1997).

Algunos autores han descrito una NOS funcional en las

mitocondrias de higado de rata (Ghafourifar y Richter, 1997;
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Giulivi y cols, 1998; Tatoyan y Giulivi, 1998). Estudios
posteriores revelaron que la enzima se localiza principalmente
en la membrana mitocondrial interna, proxima a los complejos
de la cadena respiratoria. La produccion de NO medida en
mitocondrias permeabilizadas, es dependiente de L-arginina y
NADPH, y puede ser parcialmente bloqueada por inhibidores
de las NOS. Lo que sugiere una isoforma estructuralmente
similar a las NOS vya descritas. No obstante, la NOS
mitocondrial, muestra una expresion constitutiva, como las
NOS endotelial (lll) y neuronal (1) y, a la vez, independiente de
Ca*? como la inducible (Il), por lo cual se ha postulado como
una nueva isoforma. La produccion de NO por la mitocondria
podria estar relacionada con la modulacion de la respiracion
mitocondrial, la regulacion de la disponibilidad de O, y energia
de los tejidos y quizas, con la senalizacion intramitocondrial

que activa la apoptosis.

El NO tiene capacidad para reaccionar con otros radicales
libres, con oxigeno molecular y con metales pesados. Debido a
que el NO es una molécula menos reactiva que otros radicales
libres como el O, ° (Brennan y cols, 1999), se ha sugerido que
sus efectos biologicos estan mediados por  diferentes
metabolitos. Por ejemplo, el NO puede reaccionar rapidamente
en el medio intracelular y formar nitrito y nitrato, S-nitrosotioles
0 peroxinitrito, los cuales, como se vera posteriormente, estan

implicados en los efectos genotdéxicos asociados a la
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generacién del NO (Xu y cols, 2002). Las reacciones mas
caracteristicas en la formacion de RNS son (Rodrigo y cols,
2000) (figura10):

Figura 10: Formacién de RNS

Dioxido de nitrogeno (NO3): 2NO + O, 22N0;
Tetradxido de dinitrdgeno (N2O4): NO, + NO2 > N2O4

Trioxido de dinitrogeno (N20O3): NO2+ NO ->N203

Tanto el N,O4 como el N,O3, igual que el acido nitroso (HNO,),
son especies muy reactivas que en fase acuosa son donadores
de iones nitrosonio (NO"), los cuales pueden transferirse a
diferentes nucleodfilos produciendo nitrosaminas y nitrosotioles
(figura 11).

Figura 11: Produccion de nitrosamina y nitrosotioles

Nitrito (NO,"): [NO*] [NO2 ] + H,O > 2NO, ™ + 2H*
Nitrito (NO,"): [NO*] + OH™ > HNO, SH* + NO,™

Nitrito (NO,") y Nitrato (NO5): [NO*] [NO3s ] + H,O > NO, +
NO; + 2H*

S-nitrosotiol: RSH + [NO™] > RSNO + H*
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El NO al reaccionar con O;° genera peroxinitrito (TOONO)
(Hibbs y cols., 1988). Como se ha indicado anteriormente la
SOD es el mecanismo de eliminacion de O, . La reaccion
entre el NO y el O, establece una competencia entre el NO y
la SOD por el O, ", de forma que se puede favorecer la

formacion de "OONO en lugar de H20; (figura 12):

Figura 12: Reaccién de produccion de "'OONO

NO + O, = OONO

En condiciones fisioldgicas el conjugado acido del peroxinitrito,
el acido peroxinitroso (HOONO), es tan reactivo como los
radicales OH- (Pryor y Squadrito, 1995).

El NO también puede actuar en los sistemas biologicos a
través de su reaccion con metales de transicion, por esta razon
reacciona con diferentes proteinas como la hemoglobina,
citocromo ¢ oxidasa, mioglobina, etc. (Rodrigo y cols, 2000; Xu
y cols, 2002). Cuantitativamente, la reaccibn mas importante
del NO en los mamiferos es la reaccion con la oxihemoglobina.
Esta reaccion es una transferencia de O, mas un electron al
NO, formando anién nitrato y metahemoglobina (Rodrigo vy
cols, 2000).
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2.2.2. Mecanismos de accion del NO y de las RNS

El estudio de la quimica del NO ha cobrado una gran
importancia en los ultimos afos dada la implicacion del NO y
de sus derivados en muchos procesos fisiologicos. En un
principio, podriamos clasificar las reacciones quimicas en las
que participan en dos tipos, directas e indirectas (Wink y cols,
1996; Wink y cols, 1998). En las primeras, el NO a bajas
concentraciones reacciona rapida y directamente con una
determinada diana molecular. Este es el caso de la interaccion
del NO con hemoproteinas como la guanilato ciclasa
(mecanismo de dilatacion vascular), el citocromo P450 o la
hemoglobina. En las reacciones indirectas participan RNS
como el “OONO. Estas reacciones requieren altas
concentraciones localizadas de NO, sintetizado en la mayoria
de los casos por la INOS. A su vez, las reacciones indirectas
podriamos dividirlas en dos tipos, las de nitrosacion y las de
oxidacién (Wink y cols, 1998). En las reacciones de nitrosacion
las RNS reaccionan con nucledfilos como los tioles y las
aminas para formar S-nitrosotioles y nitrosaminas, generando
“‘estrés nitrosativo”, un término acuhado conceptualmente a
semejanza del estrés oxidativo. En las reacciones de oxidacion,
las RNS actuarian de un modo analogo a las ROS mediando
oxidaciones e hidroxilaciones sobre biomoléculas
(lipoperoxidacion, hidroxilacion de proteinas, roturas de la
cadena de DNA, etc.).
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La sobreexpresion de NOS en la inflamacion crénica o durante
la respuesta antitumoral puede ser genotoxica. Este hecho
establece un vinculo directo entre inflamacion crénica y
carcinogénesis. Células que sobreexpresan iNOS pueden sufrir
desaminaciones y otras lesiones en el DNA (Gal y Wogan,
1996).

El NO generado in vivo tiene el potencial de causar mutaciones
mediante tres posibles mecanismos: a) formacién de
nitrosaminas carcinogeénicas, b) modificacion directa del DNA
por RNS, c) inhibicidn de los sistemas responsables de la
reparacion del DNA danado por otras sustancias genotoxicas.
Ademas, algunas RNS pueden producir roturas de la cadena
de DNA.

Las nitrosaminas se pueden formar por reacciones quimicas
asociadas al estrés nitrosativo y son potencialmente
carcinogénicas. De hecho, el NO en ambientes aerdbicos
puede acabar formando nitrosaminas, ademas de Ny;Os vy
"OONO, capaces de alterar al DNA y producir una gran
variedad de dafos moleculares (Wink y cols, 1996). Las
reacciones de nitrosacion son relevantes in vivo cuando se
estimulan macréfagos y neutréfilos, ya que expresan iNOS y
sintetizan grandes cantidades de NO capaces de reaccionar
con las aminas (Marletta, 1988; Miles y cols, 1995). Las células
bacterianas y de mamifero, expuestas al NO, sufren lesiones

en el DNA debidas a reacciones de desaminacion. Estas
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reacciones ocurren in vivo sobre las bases nitrogenadas de los
nucleotidos, preferentemente de cadena simple, y estan
mediadas por reacciones quimicas en las que interviene el
N2Os (Nguyen y cols, 1992; Wink y cols, 1991). El dafo sobre
el DNA es producido fundamentalmente por el "OONO, el cual,
induce roturas en la cadena de DNA, transversiones GC a TA,
GC a CG y transiciones GC a AT.

Estas observaciones indican que las nitrosaminas pueden
producirse en condiciones de inflamacion cronica y participar
en la carcinogénesis (Liu y Hotchkiss, 1995; Ohshima y
Bartsch, 1994).

La aparicion de roturas, oxidaciones y desaminaciones en los
acidos nucleicos requiere altas concentraciones de RNS o NO.
En el microambiente celular estas especies interaccionan con
sistemas antioxidantes que evitan su acumulacion. De acuerdo
con este razonamiento se ha observado que los agentes
donantes de NO son incapaces de inducir mutaciones en el
gen de la proteina TP53 (Felley-Bosco y cols, 1995), lo que
sugiere que ni el NO ni los RNS pueden considerarse
mutagenos potentes per sé, y que la genotoxicidad de estos
compuestos puede deberse a otros mecanismos. Por ejemplo,
el NO afecta a las actividades enzimaticas de proteinas de la
reparacion del DNA, lo cual podria aumentar la tasa de
mutaciones de forma indirecta (Laval y Wink, 1994). Estos

enzimas contienen grupos tioles en sus sitios activos
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susceptibles de sufrir nitrosilaciones que causen la pérdida de
la actividad catalitica (Wink y Mitchell, 2003).

El NO y sus derivados también pueden afectar a la expresion y
actividad de proteinas oncogénicas del ciclo celular y del
proceso apoptético. Se ha observado como el NO puede
interferir en la actividad del proteasoma, lo cual se ha
relacionado con un aumento en la expresion de p53 y la
induccién de muerte celular por apoptosis (Glockzin y cols,
1999).

2.2.3. Efectos tumorigénicos y tumoricidas del NO

La produccidén de NO por la eNOS y la nNOS es regulada por
la fluctuacién de los niveles intracelulares de Ca*?. El NO es
producido durante breves periodos de tiempo y mediara
diferentes funciones fisiolégicas como la transmisién neuronal.
La iINOS la expresan, por ejemplo, macréfagos en respuesta a
citoquinas como el IFN-a, IFN -3, IFN -y, IL-1a, IL -1 B, TNF- a
y lipopolisacaridos bacterianos. La expresion de iNOS es
regulada fundamentalmente a nivel transcripcional (Nathan,
1992). Una vez estimulada produce una gran cantidad de NO
durante un largo periodo de tiempo, incluso dias. Esto es muy
efectivo en procesos de inflamacion, infeccion o en la defensa

del organismo contra células tumorales (Xie y Huang, 2003).
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En la biologia tumoral el NO presenta 2 efectos paraddjicos
que todavia no son plenamente comprendidos. EI NO puede
estimular la proliferacion tumoral (efecto tumorigénico) e inducir
la muerte celular (efecto tumoricida). Para poder entender el
papel del NO en la proliferacion tumoral y metastasis se han
aplicado diferentes protocolos experimentales como, por
ejemplo, la transfeccion de células tumorales con NOS vy la
utilizacion de inhibidores de las NOS. La presencia de NO es
capaz de disminuir la agresividad del tumor (Wang y cols,
2001; Xie y Fidler, 1998). Por el contrario, se ha observado
como el NO es capaz de aumentarla (Jenkins y cols, 1994).
Los dos principales determinantes para el efecto del NO
parecen ser el tipo celular estudiado y la cantidad de NO
producido. Cantidades muy elevadas de NO Ilimitan la
angiogénesis, con lo que la masa celular tumoral puede verse
disminuida por apoptosis, mientras que una cantidad baja de
NO aumenta la vascularizacién y protege a las células de la
apoptosis (Wink y Mitchell, 2003). También se ha observado
como células de carcinoma de colon humano aisladas de
tumores secundarios, sintetizan menos NO que células
aisladas del tumor primario (Radomski y cols, 1991); lo cual
sugiere que la produccion de NO por parte de células
metastaticas y no metastaticas puede ser importante para la
supervivencia celular tumoral. Utilizando clones de las células
de melanoma murino K-1735 con diferente capacidad

metastatica se estudio la expresion de INOS en presencia de
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diferentes citoquinas. Con esta pauta se evidencidé una
correlacién inversa entre la capacidad de supervivencia y
formacién de metastasis y los niveles enddgenos de NO
producidos por la INOS. Estos resultados sugieren que la
disminucion en la expresion de iINOS en células metastaticas
las hace mas resistentes a la induccion de apoptosis por
citoquinas, lo cual aporta un beneficio evidente para la
supervivencia celular tumoral tanto en la circulacién como en el

organo invadido (Dong y cols, 1994).

3. POLIFENOLES NATURALES

3.1. Polifenoles naturales y salud

Los polifenoles (PFs) son un conjunto heterogéneo de
moléculas que comparten la caracteristica de poseer en su

estructura quimica dos o mas grupos fendlicos.

Surgen del metabolismo de las plantas, principalmente a partir
de dos vias: la ruta del acido shikimico y la del acido acético
(Harborne, 1989).

Son imprescindibles para la fisiologia de la planta, pues
contribuyen a la resistencia frente a microorganismos e

insectos, y ayudan a preservar la integridad amenazada por su
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continua exposicion a factores ambientales de estrés (p.e.

radiaciones ultravioletas y altas temperaturas).

Se hallan en la practica totalidad de los alimentos procedentes
de las plantas, en verduras, legumbres, frutas, frutos secos y
bebidas como el té, vino, cerveza, cacao, café, etc. Los niveles
de éstos compuestos pueden variar considerablemente dentro
de la misma especie, e incluso entre sus variedades, debido a
factores genéticos y ambientales que condicionan la
germinacion, el crecimiento y calidad de los cultivos (Bravo,
1998; Scalbert y Williamson, 2000).

Antiguamente, algunos se consideraban antinutrientes porque
tenian la peculiaridad de precipitar macromoléculas como
proteinas, carbohidratos y enzimas digestivas, reduciendo la

digestibilidad de algunos alimentos.

Sin embargo, en la década de los 90 aumento el interés por los
PF debido a sus posibles efectos beneficiosos sobre la salud.
Se propusieron efectos favorables en enfermedades
cardiovasculares (Renaud, de Lorgeril y cols, 1992) o
neurodegenerativas (Sun y cols, 2002), en la prevencion y
tratamiento del cancer (Lambert y cols, 2005) y, en general, en
todas aquellas enfermedades donde el estrés oxidativo tuviera

un papel importante.

Estos efectos beneficiosos se explicaban fundamentalmente

por las propiedades antioxidantes (Frankel y cols, 1995),
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antiinflamatorias (Haqqi y cols, 1999) y anticancerigenas (Yang

y cols, 2001) que presentaban los PFs.

3.2. Clasificacion y estructura quimica de polifenoles

Los PFs constituyen uno de los grupos mas abundantes dentro
de los componentes presentes en el reino vegetal, con mas de
8000 estructuras fendlicas conocidas actualmente (Harborne,
1989).

Los PFs naturales son muy diversos, hay desde moléculas
simples como los acidos fendlicos, hasta compuestos muy

polimerizados como los taninos.

Los PFs normalmente forman conjugados con uno o mas
residuos de azucar unidos al oxigeno de los grupos hidroxilo;
aunque es posible también, encontrar unidos a atomos de
carbono del anillo aromatico. Los azucares asociados pueden
ser monosacaridos, disacaridos o polisacaridos. El residuo de
glucosa es el mas comun, aunque también existen residuos de
galactosa, rhamnosa, xilosa y arabinosa, asi como acidos
glucurdnico y galacturonico y algunos otros. Las asociaciones
con otros compuestos, como acidos carboxilicos y organicos,
aminas y lipidos, incluso con otros fenoles, pueden resultar

comunes.
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De acuerdo con Harborne (1989), los polifenoles se pueden

dividir en 10 tipos diferentes dependiendo de su esqueleto

carbonado:

Fenoles simples (Ce)
Acidos fenélicos (Cg¢-C1)
Acidos fenilacéticos (C¢-C>)

Fenilpropanoides (C¢-C3), destacando los acidos
hidroxicinamicos que son muy abundantes, pues son los

constituyentes basicos de las:
» Ligninas (Ce-C3)2y
» Lignanos (Cg-C3) .
Naftoquinonas (C¢-C,)
Xantonas (Cg¢-C1-Cg), los
Estilbenos y antraquinonas (Cs-C2-Cg) y

Flavonoides (Cs-C3-Cé), que en forma de glicosidos son los
mas comunes y de mayor distribucion en el reino vegetal.
Los tres carbonos centrales, que uUnen dos anillos
bencénicos, forman un anillo central de pirano, que se cierra

en uno de los anillos bencénicos de la estructura.
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Entre los fenoles simples, son abundantes el propio fenol,

cresol, timol, etc., y derivados de la hidroxiquinona.

De entre los acidos fendlicos destaca el acido galico, vainillico

0 siringico, y sus aldehidos, como vainillina o siringaldehido.

También son frecuentes los derivados fenilpropanoides,
destacando los &acidos hidroxicinamicos (ej. p-cumarico,
cafeico, clorogénico, ferulico, sinapico). Son muy abundantes,

pues son los constituyentes basicos de las ligninas.

El grupo de los flavonoides, constituye el grupo de moléculas
sencillas mas numeroso de entre los 10 tipos diferentes. Hay
mas de 5000 tipos de flavonoides descritos. Los flavonoides
estan a su vez divididos en 6 subclases dependiendo del
estado de oxidacién del anillo central: flavonoles, flavonas,

flavanonas, isoflavonas, antocianidinas y flavanoles.

Los mas comunes de este grupo y de mayor distribucién en el
reino vegetal son las flavonas (ej. apigenina, luteoina) los
flavonoles (ej. quercetina, miricetina, kaempferol) y sus

glicésidos son.

Los flavonoles aparecen como O-glicésidos, mientras que las
flavonas ademas se presentan también como C-glicosidos.
Esta diferencia tiene su importancia porque los C-glicésidos, al
contrario que los O-glicésidos, resisten a la hidrélisis acida del

azucar ligado. Estos flavonoides presentan una gran

-85 -



INTRODUCCION

variabilidad y, prueba de ello, es que solo de los flavonoles se
han descrito mas de 380 glicosidos diferentes. Los cuales

glicosidos de quercetina y kaempferol suman 200.

Las flavanonas (ej. hesperidina, naringenina) se presenta como
O- y C- glicosidos y abundan en citricos y frutos en drupa como

la familia de las prunaceas.

Los flavanoles (ej. catequina, epicatequina o galocatequina),
por otro lado, se encuentran como monomeros libres o bien

formando parte de los taninos condensados.

Las antocianidinas (ej. pelargonidina, malvidina o cianidina),
destacan porque sus glicésidos, los antocianos o antocianinas,
forman el grupo mas importante de pigmentos hidrosolubles de
las plantas superiores, siendo responsables del color de las
flores y de los frutos. Las antocianidinas, ademas de glicésidos,
presentan comunmente enlaces con acidos aromaticos y

alifaticos o derivados metil éster.

Otro grupo importante de polifenoles son los taninos que, a
diferencia de los anteriores, poseen pesos moleculares
elevados. Los taninos son moléculas muy hidroxiladas y
pueden formar complejos insolubles con proteinas vy
polisacaridos. Su accion es responsable de la astringencia de
los alimentos ricos en taninos, al provocar la precipitaciéon de

las proteinas de la saliva.
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Los taninos se pueden dividir en dos grupos: taninos
hidrolizables y taninos condensados. Ambos grupos pueden
ser insolubles cuando aparecen en formas de elevado peso

molecular.

Los taninos hidrolizables, como el acido tanico, son polimeros
que pueden alcanzar gran peso molecular, y se forman a partir
de la condensacion oxidativa de algunos fenoles, tales como el
acido galico o acido hexahidroxidifénico, previamente
esterificados con polioles como la glucosa. El acido tanico es
una molécula de pentagaloil glucosa. Este grupo de taninos,
como su nombre indica, es facilmente hidrolizable con acido,
alcali o por accion enzimatica, liberando acido fenilcarboxilico y

alcoholes polihidricos.

Los taninos condensados estan formados por monémeros de
flavan-3-ol (catequina, epicatequina, etc.) por la condensacion
oxidativa producida a partir de precursores como flavan-3,4-diol
o leucoantocianidinas. El grado de polimerizacion en las
plantas varia, pues se han encontrado desde dimeros o

trimeros hasta polimeros que superan las 50 unidades.

3.3. Polifenoles y efecto anticanceroso

Una ingesta elevada de frutas y hortalizas, ricas en PFs,
parece asociarse a una disminucién de la incidencia de los

canceres humanos mas frecuentes: pulmon, colon, prostata y
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mama (Neuhouser, 2004). Ademas de Ilos datos
epidemioldgicos, existen numerosos estudios de laboratorio,
fundamentalmente in vitro, donde se demuestran efectos

anticancerigenos potenciales de los PFs naturales.

El interés por el estudio de los PFs como compuestos
anticancerosos, no radica unicamente en el hecho que sean
potentes antioxidantes, si no también, porque se ha
comprobado que actuan a distintos niveles de la oncogénesis y

progresion tumoral.

En muchos estudios de laboratorio se ha demostrado el efecto
preventivo que pueden tener los PFs de la dieta sobre el
cancer. Un ejemplo lo tenemos en el té y sus derivados, que
han demostrado efectos anticarcinogénicos, en distintos
organos como la piel, los pulmones, la cavidad oral, el es6fago,
el estdmago, el higado, el pancreas, el intestino delgado, el
colon y la préostata (Katiyar y cols, 2001; Weisburger 1999;
Yang y cols, 2002). Esta actividad anticarcinogénica es comun

a otros PFs, como la curcumina, genisteina y quercetina.

En los estudios in vitro, se comprobd que los PFs afectaban a
las rutas de transduccidon de senales, causando la inhibicion de
su crecimiento celular tumoral y la apoptosis, reduciendo el
comportamiento invasivo y disminuyendo la angiogénesis
(Dulak J., 2005; Kandaswami C., 2005)
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Hay que tener en cuenta, sin embargo, que Ilas
concentraciones utilizadas en los cultivos celulares son mucho
mayores que las encontradas in vivo. La biodisponibilidad
(concentracion alcanzada en células y tejidos) de los
polifenoles de la dieta es un factor determinante. Tenemos
como ejemplo las curcuminas, efectivas al aplicarse via topica
en la piel o via oral actuando directamente sobre el epitelio
intestinal pero no resultan efectivos en érganos internos como
p.e. los pulmones. Diferentes estudios sobre biodisponibilidad,
evidencian la escasa correlacion entre los mecanismos

determinados in vitro y las condiciones in vivo.

Los PFs del té son potentes antioxidantes in vitro, pero esta
capacidad solo se relaciona parcialmente con su efecto
anticanceroso en algunos casos (Xu y cols, 1992; Frei y Higdon
2003). Algunos estudios sugieren que el efecto de muerte
celular inducida por los PFs es debido a que son prooxidantes,
por ejemplo, la EGCG (Epigallocatequina-3-galato) induce la
apoptosis, no la inhibicion del crecimiento tumoral (Azam y
cols., 2004). De hecho, cuando se afadié EGCG a los cultivos
celulares (ej. células HT29 en Medio McCoy 5A), se observo la

produccién de H,O, (Hong y cols, 2002).

Algunos PFs son considerados como agentes quimicos que
previenen el cancer debido a que inhiben la activacién de
carcindgenos, un proceso normalmente catalizado por el

sistema citocromo P450.
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Otros PFs son considerados agentes quimiopeventivos porque
induce las enzimas de Fase Il. En teoria, la induccion de la
Fase Il facilita la eliminacion de ciertos agentes carcindgenos o
de intermediarios reactivos (Galli, 2007). Aunque por esta
razon podrian ser considerados perjudiciales si indujeran el
metabolismo de los farmacos que componen el tratamiento de

un enfermo (Lambert y cols., 2007)

Algunos inhiben el metabolismo del acido araquidonico, el cual
permite la sintesis de agentes pro-inflamatorios y mitdégenos
como las prostaglandinas y las ROS. La inhibicion de
sustancias como la fosfolipasa Az, la COX o la lipooxigenasa es
potencialmente beneficiosa y ha sido propuesto como posible
mecanismo anticancerigeno de la curcumina y oftros

polifenoles.

PFs como las isoflavonas (daidzeina y genisteina) y lignanos
son fitoestrogenos, y se ha demostrado que regulan la
carcinogénesis hormono- dependiente en animales, e incluso
con la no hormono-dependiente como p.e. en ratones

portadores de cancer de préstata, pecho o piel.

La modulacién de diversos oncogenes, de genes supresores
de tumores y de las sefales de transduccidon puede conducir a
inhibir la proliferacion, la transformacién y la angiogénesis

celular, asi como a activar el mecanismo de apoptosis.
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El resveratrol (RESV), un estilbeno, ha despertado un gran
interés en la comunidad cientifica debido al amplio espectro de
sus efectos bioldgicos. Sus propiedades anticancerosas fueron
propuestas por primera vez por Jang y cols. (Jang y cols,
1997). Los mecanismos anticancerigenos propuestos para el
RESV incluyen:

a) Inhibicion de las actividades ribonucledtido reductasa
(Fontecave y cols, 1998), DNA polimerasa (Sun y cols, 1998),
protein kinasa C (Stewart y cols, 1999) o ciclooxigenasa-2
(Martin y cols, 2004)

b) Inhibicion de la proliferacion celular (Sauer y cols, 2001) y de
la carcinogénesis inducida por radicales libres (Jang y cols,
1997); y

c) La induccién de la apoptosis (Martin y cols, 2004) (Tinhofer y
cols, 2001).

3.4. Biodisponibilidad de los polifenoles

La biodisponibilidad es un término farmaceéutico que alude a la
porcion de la dosis, de un farmaco o nutriente administrado de
manera exogena, que llega hasta el érgano o tejido en el que
lleva a cabo su acciéon. Este concepto puede utilizarse para
cuantificar el grado en que una sustancia es aprovechada por

el organismo.
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Para poder afirmar que los PFs ejercen un efecto beneficioso
sobre la salud no es so6lo necesario conocer la ingesta diaria de

estos, también es fundamental conocer su biodisponibilidad.

La biodisponibilidad de los PFs depende de su estructura
quimica y, ademas, de las reacciones metabdlicas que
experimentan tras su ingestion. En algunos estudios se
demuestra que dependiendo del PF que se trate, éste tendra
un indice de absorcién y de eliminacion diferente, resultando
ser por ejemplo, el acido galico e isoflavonas los PFs que
tienen mayor indice de absorcion seguidos de la catequina, las
flavanonas y de la quercetina glucosilada (Manach y cols.,
2004) .

La estructura quimica influye tanto en la absorcion intestinal, en
las reacciones de conjugacién (metilacion, sulfatacion y
glucuronidacion) que pueden sufrir, asi como en la naturaleza y
cantidad de metabolitos formados por la flora intestinal, por
ejemplo existen metabolitos como el equol, enterolactona y
enterodiol que tienen efectos sobre receptores estrogénicos
(D’Archivio y cols., 2007).

La absorcidon intestinal esta relacionada con el grado de
glicosilacidon, acilacion y esterificacion de los compuestos
fendlicos. Algunos PFs no se pueden absorber en su forma
natural. Antes de su absorcion deben sufrir diversas
transformaciones o bien por efecto de algunas enzimas

intestinales o por efecto de la microflora colénica.
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Los PFs se presentan glicosilados, acetilados o en forma de

ésteres.

La glicosilacién es un proceso quimico en el cual, se adiciona
un carbohidrato a otra molécula. Cuando se da sobre un grupo
alcohol o tiol, se denomina glicosidacion y la molécula

resultante es el glicésido.

La mayoria de los PFs en los alimentos estan presentes en su
forma glicosilada. Probablemente, la mayoria de ellos aguantan
la hidrolisis acida del estbmago y llegan enteros al intestino
delgado, donde sélo las formas aglicosiladas se pueden
absorber. En estudios experimentales in vivo, se ha
demostrado que algunos flavonoides como la quercetina, se
pueden absorber a nivel gastrico pero no en sus formas
glicosiladas, lo mismo se demostré con algunos antocianos. La
glicosilacion, tiene sus beneficios, en el caso del resveratrol
hace que esté sea mas estable y soluble ademas de resultar
protegido de su degradacion oxidativa (D’Archivio y cols.,
2007).

El PF glicosilado se vuelve hidrofilico y la eliminacién de sus
residuos de azucar es necesaria para su difusion pasiva a
través de la luz intestinal. Aqui tienen un papel importante las
B-glicosidasas enddgenas humanas, como la [(-glicosidasa
citosolica, estan presentas en muchos tejidos, sobre todo en
higado e intestino delgado, y rompen residuos como glucosa,

arabinosa, xilosa, etc. Ademas, la presencia de una f-
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glicosidasa, lactasa florizin hidrolasa (LPH), en el exterior de la
membrana de las células en cepillo del intestino delgado,
confirma este extremo (Day y cols, 2000). Las B-glicosidasas
sin embargo, no son capaces de atacar ramnosa, caso del
flavonol rutina (quercetina-3-O- ramnoglucésido), el cual, solo

es liberado por las a-ramnosidasas de |la microflora intestinal.

La acilacibn es de menor trascendencia para la
biodisponibilidad. Los flavanoles, como la epicatequina, suelen

estar acilados, sobre todo por acido galico.

La esterificacion es comun en acidos fendlicos. El acido
clorogénico, por ejemplo, es un acido cafeico unido por enlace
éster a acido quinico, y esta a alta concentracion en el café y
en las ciruelas. En humanos no existen esterasas, con lo que
los polifenoles esterificados s6lo pueden ser metabolizados por

la flora col6nica (Spenser y cols, 1999).

Una vez absorbidos los PFs sufren conjugaciones, incluyendo
metilaciones, sulfataciones, glucuronidaciones 0
combinaciones de ellas, que forman parte del proceso de
detoxificacion que sufren los xenobidticos para facilitar su

eliminacion biliar y urinaria.

El control de estas reacciones es asumido por enzimas
endbégenas especificas de cada reacciéon, como las UDP-

glucuronosil transferasas (UDPGT), catecol-O-metil
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transferasas (COMT), sulfotransferasas y varios enzimas

hepaticos de las fases | y Il (Rechner y cols, 2002).

La catecol-O-metil transferasa cataliza la transferencia de un
grupo metilo desde la S-adenosil-L-metionina a PFs como la
quercetina, luteolina, acido cafeico, catequinas y cinidinas. La
actividad de esta enzima se presenta en el rindbn e higado

principalmente.

La sulfoniltransferasa cataliza la transferencia de un grupo
sulfato desde la 3’-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato a los grupos
hidroxilos de diversos sustratos incluidos los PFs. Normalmente
se presenta en el higado pero hay que decir que la sulfatacion

de los PFs aulin no esta del todo definida.

La UDP-glucuronosiltransferasa son enzimas de membrana
situadas en el reticulo endoplasmatico de numerosos tejidos.
Cataliza la transferencia del acido UDP-glucurodnico tanto a PFs
como esteroides, acidos biliares y principales constituyentes de

la dieta. La glucuronidarion se produce en el intestino e higado.

Parece ser que los PFs son primero glucuronizados, durante la
absorcion intestinal, y después sulfatados y metilados en
higado; y posiblemente de nuevo metilados en riflones antes
de su excrecion, tanto en ratas (Piskula y Terao, 1998; Spenser
y cols, 1999) como en humanos (Erlund y cols, 1999; Watson y
Oliveira, 1999).
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Los PFs no absorbidos Illegan al colon donde son
metabolizados por la flora bacteriana. Ademas, los que son
absorbidos y metabolizados en el higado pueden regresar al
intestino via circulacidn enterohepatica y alcanzar, asi, el colon

en una forma quimica diferente.

El colon posee un enorme potencial catalitico e hidrolitico. Las
reacciones de desconjugacion tienen lugar rapidamente,
liberando los aglucones de los flavonoides. Algunas bacterias
son capaces también de hidrolizar los aglucones hasta
compuestos fendlicos mas sencillos, como acidos fenilacéticos
y fenilpropidnicos, que pueden ser absorbidos, como lo denota
el hecho de que son encontrados en orina después del
consumo de flavonoides. Este tipo de metabolitos son acidos
aromaticos que aun poseen grupos fendlicos libres y pueden,
por tanto, retener parte de la capacidad reductora de la
molécula madre. Esto contribuiria a explicar el aumento en la
capacidad antioxidante de plasma observada tras el consumo
de productos ricos en flavonoides, como el vino tinto, té o
algunos zumos de frutas. Se debe también tener en cuenta que
las concentraciones de estos metabolitos (y también de
flavonoides) seran mucho mayores en el intestino que en
plasma, por lo que es presumible que ejerzan efectos locales
(Scalbert y Williamson, 2000).
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Figura 13: Distribucion biolégica de los PF ingeridos
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La biodisponibilidad de los PFs, tras su administracion oral, es
normalmente muy baja. Es muy raro que superen en tejidos
una concentracion > 10 yM. Por tanto, todos aquellos efectos
descritos in vitro, a concentraciones superiores a su
biodisponibilidad, no se deben extrapolar a modelos in vivo. El

RESV es un caso paradigmatico (Asensi y cols, 2002).
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3.4.1. Resveratrol y biodisponibilidad

El potencial anticancerigeno del RESV esta limitado por su baja
biodisponibilidad (Asensi y cols, 2002).

Modificaciones estructurales de la molécula del RESV
preservando la actividad biologica, representarian una

estrategia muy util.

Existe una relacion entre la estructura quimica y la actividad del
RESV:

El grupo OH en posicion 4’ y la configuracion trans son
determinantes estructurales necesarios para inhibir la

proliferaciéon celular (Stivala y cols, 2001).

El -PTER es un analogo estructural dimetoxilado del RESV,
con propiedades anticancerigenas similares (Rimando y cols.,
2002) y que mantiene esos determinantes estructurales (figura
14).

En estudios previos ha demostrado ser un potente antifungico

(60-100 veces mas potente que el RESV).
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Figura 14: Estructura quimica del RESV y del t-PTER
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Ademas, la QUER que presenta propiedades anticancerigenas
(estimulacion inmunoldgica, captura de radicales libres,
alteracion de la mitosis, inhibicion de la expresion génica,
disminucion de la angiogénesis, induccion la apoptosis o una
combinacién de estos efectos (Lamson y cols., 2000; Ross y
cols., 2002) y podria competir con el PTER por el metabolismo
hepatico aumentando aun mas su biodisponibilidad. De hecho,
la QUER compite con el RESV en el metabolismo hepatico (De

Santi y cols, 2000)
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OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis es estudiar los efectos
anticancerosos de la asociacion de t-PTER y QUER a
concentraciones biodisponibles, sobre células de melanoma

maligno B16M.

Para alcanzar este objetivo general nos planteamos Ilos

siguientes objetivos concretos:

1. Determinar las concentraciones biodisponibles de PTER y
QUER, tras su administracion oral e intravenosa, en ratones
C57BL/6J.

2. Estudiar los efectos de la asociacion de t-PTER y QUER a
concentraciones biodisponibles sobre la interaccidon entre las
células de melanoma B16-F10 y las células endoteliales in

vitro.

3. Determinar si la asociacion de t-PTER y QUER presenta un
efecto antitumoral in vivo, en ratones portadores de melanoma
B16M-F10 y en su caso, si dicho efecto afecta a la

supervivencia de los animales de experimentacion.
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4. En su caso, estudiar el mecanismo antitumoral inducido por

los polifenoles.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1. Sustrato bioloégico

1.1.1. Animales de experimentacién

En los experimentos in vivo se utilizaron ratones machos
C57BL/6J de Charles River Espaina (Barcelona, Espafia), cuya
edad estaba comprendida entre 6 y 8 semanas. Los animales
se estabularon a temperatura estable entre 21-23 ° C, con una
humedad relativa del 40-60%, con ciclos luz/oscuridad de 12
horas y cumpliendo con la normativa internacional vigente
(Direccion de la CEE 86/609, OJ L358.1, 12 de Diciembre de
1987 y Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio del Instituto Nacional de Salud, NIH. Publ. No. 85-
23, 1985).

Una vez recepcionados en el estabulario, los animales se
aclimataron a su nuevo ambiente durante 15 dias antes de

comenzar los experimentos.
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1.1.2. Cultivo de las células de melanoma B16M

El melanoma B16 es un tumor maligno muy indiferenciado que
fue aislado en los laboratorios Jackson (Maine, U.S.A.) en
1954, a partir de un tumor espontaneo surgido en la piel de un
raton de la cepa C57BL/6J. En 1972, partiendo de esta cepa
primitiva, 1.J. Fidler obtuvo variantes celulares con diferente
potencial metastatico mediante implantes reiterados via
intravenosa, de las células tumorales obtenidas de los focos
metastaticos pulmonares. De este modo, se seleccioné una
linea celular con elevada capacidad metastatica conocida como
B16M-F10, obtenida tras 10 ciclos de inoculacion reiterada
(Fidler, 1973).

1.2. Materiales e instrumental de laboratorio
e Agitadores
De tubos vortex, marca TechnoKartell, modelo TK3S.

Magnético, con calefaccion, marca Tecknocartell,

modelo Agimatic.
Orbital, marca Ovan, modelo Orbital mini
e Analizador de NO

Marca Sievers, modelo NOA 208i
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e Autoclave
Marca Selecta, modelo Sterilmax
e Balanzas

De precision, marca A&D Company Limited, modelo
ER120-A

Electronica, marca A&D Company Limited, modelo K-

Termostatizado y de agitacion mecanica, marca SBS

Instruments S.A., modelo BT-21 Serie B.

Con ultrasonidos, marca Selecta JP, modelo Ultrasons-
H.

e Bomba de vacio
Marca Boc Edwards, modelo E2 M28.
e Bomba peristaltica
Marca LKB-Bromma, modelo multiperpex (tipo 2115)
e Centrifugas

Centrifuga sin refrigeraciéon, marca ALC International,

modelo micro centrifuguette 4214.
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Centrifuga refrigerada de alta velocidad, marca ALC

Internacional, modelo 4239R.
e Citometro de flujo
Marca Becton Dickinson, modelo FACScan.
e Contador de centelleo

Liquido, marca Packard, modelo Tri-Carb 2700TR

Varisette.

e Contador de radiactividad
Marca Bioscan Inc., modelo AR-2000.

e Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia
Cromatografo, marca Shimadzu que consta de:
Bomba cromatografica cuaternaria LC-10Advp
Autoinyector SIL-10Avp
Modulo de control SCL- 10Avp

Detector: Espectometro de masas Quattro Micro de triple

cuadrupolo, marca Micromass.
e Equipamiento del laboratorio de cultivo

Cabina de flujo laminar vertical, marca Telstar, moldelo
AV-100.
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Cabina de flujo laminar vertical, marca Telstar, modelo
BIOII-A.

Incubador termostatizado, marca Telstar, con gaseo de

CO, y aire.

Material estéril para los cultivos (placas, pipetas Pasteur,

tubos...).
e Equipo de electroforesis y Western blot

Fuente de alimentacién para electroforesis, marca Bio-
rad, modelo 200/2.0.

Lampara de luz UV, marca Spectroline, modelo ENF 280
C/F

Equipo de documentaciéon de geles, marca BioRad,

modelo GelDoc
Pelicula fotografica, marca Fuijifilm, modelo NAS-1000
Revelador, marca AGFA, modelo CURIX60
Densitometro laser F, marca Molecular Dynamics
e Espectometro RMN
Avance DRX Bruker 300Mhz
o Espectofotometro uv-visible

Marca Cecil
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e Filtros

Marca Waters, modelo GHP de 0,2um y 13mm de

diametro.

Generador de hielo

Marca Castellfranco, modelo Icematic F100 AX2.

Homogeneizador

Marca Sorvall, modelo Omnicmixer.

Lector de placas de fluorescencia
Marca Labsystem, modelo Fluoroskan Ascent FL.

Liofilizador

Marca Virtis, modelo Benchtop 3L.

Material de vidrio

Erlenmeyers, matraces, probetas, placa de cristalizacion,
varillas de vidrio, embudo de solidos y de liquidos, vidrio de

reloj, refrigerantes, jeringas, varillas.
e Microscopios
De fluorescencia, marca Nikon, modelo Diaphot 300

Microscopio intravital de la marca Nikon, modelo Eclipse
E600FN, con camara de video digital modelo DXM 1200,

marca Nikon
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e PH-metro
Marca Crison, modelo Microph 2001
e Pipetas automaticas
Marca Finnpipette, modelo Focus GLP
¢ Placa termostatizada
Marca Selecta, modelo Agimatic-N
e Rotavapor con bano termostatizado
Marca Buchi, modelo R-200
e Sistema de electroporacién
Marca Biorad, modelo Gene Pulser |
e Termémetro

Para reacciones quimicas, con control de temperatura,
desde -20 °C hasta 300°C. Marca IKA Labortechnik, modelo
ETS-D2

1.3. Reactivos y productos quimicos

Todos los reactivos y enzimas que se han utilizado en el
presente trabajo de investigacion son de calidad reconocida,
con el grado suficiente de pureza y fueron de las siguientes
firmas:  Boéhringer (Manheim, Alemania), @ Chemsyn
Laboratories (Kansas City,MO), Merck (Darmstadt, Alemania),
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), Sigma-Aldrich Quimica
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(Madrid, Espafia), Teknockroma (Barcelona, Espaifa), Waters

(Barcelona, Espania).

2. METODOS

2.1. Sintesis del t-PTER

Figura 15: Estructura quimica del {-PTER

HaCO
7N

~
HqC0i

El trans-pterostilbeno (t-PTER, figura 15) es una olefina

diarilica que presenta configuracion trans.

De entre las posibles rutas de sintesis de olefinas se

plantearon inicialmente dos métodos generales:

» Reaccion de Wittig, en la que un iluro de fosforo reacciona
con un aldehido para dar una olefina y O6xido de

trifenilfosfina.

» Reaccion de Heck en la que un haluro de arilo reacciona
con un alqueno para dar un producto de acoplamiento en

presencia de un catalizador de paladio (Pd).
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Mientras que la reaccion de Wittig generalmente conduce a
mezcla de alquenos cis y trans, la reaccion de Heck conduce
principalmente a productos frans. Dado que el pterostilbeno
que deseamos obtener presenta esta configuracion, la
aproximacion a su sintesis mediante la reaccion de Heck

resulta mas conveniente.

2.1.1. Fundamento de la reaccion de Heck

Es una de las reacciones mas eficaces empleadas en la
formacion de enlaces C-C. En esta reaccién se produce un
acoplamiento entre haloarenos y haloalquenos con alquenos
en presencia de compuestos de Pd (0) (Whitcombe y cols.,
2001). La reaccion se ha empleado con una gran variedad de
sustratos y en numerosas sintesis de productos naturales y

moléculas bioldgicamente activas.

Para la obtencion de t-PTER, de las diferentes combinaciones
posibles, se decidi6 emplear como sustratos de partida el p-
yodofenol y el 3,5-dimetoxiestireno. Mientras que el primero es
un reactivo comercial, el segundo no estda disponible
comercialmente, por lo que fue necesario llevar a cabo su
sintesis. Ya que se trata de un alqueno monosustituido y por
tanto, sin problema de estereoquimica, la reaccion de Wittig

permite acceder facilmente a este producto.
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Ademas, entre las posibles especies cataliticas de paladio el
mejor resultado se obtuvo con el acetato de paladio, que
permitid6 mayor rendimiento en la sintesis del producto
deseado. Y de entre las diferentes fosfinas, empleamos la tri(o-
tolil) fosfina, ya que nos permiti6 emplear el p-yodofenol con su

grupo hidroxilo sin proteger.

En la figura 16 se muestra la reaccion de Heck, aplicada a la
obtencion del -PTER.

Figura 16: Reaccion de Heck

o

. CH4CN

|
|
| * + P{o-tolyl
ul ‘}']3 + NEt3 + Pd[':'.-‘ﬂl.l:}z
H;CO X \'OCHS reflujo
OH HaCO I
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2.1.2. Fundamento de la reaccion de Wittig

Estd basada en un ataque nucleofilico de un iluro sobre un

carbono carbonilico para formar una betaina (véase figura 17).
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Posteriormente, ésta sufre una eliminacién y se genera el
alqueno de interés junto con oxido de trifenilfosfina (Pommer,
1977; Pommer y Thieme, 1983).

Figura 17: Mecanismo de la reaccién de Wittig entre un aldehido o una

cetona y un iluro de fésforo
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En la figura 18 se muestra la reaccion de Wittig aplicada a la
obtencion del 3,5-dimetoxiestireno, necesario para la obtencion

del t-PTER mediante la reaccion de Heck.
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Figura 18: Reaccién de Wittig

CHO Vi
| Buli
@ + HaCP(Ph)sBr &
H,00” " 0cH, B0 H,00” X NOcH,
3,5-dimetoxibenzaldehido 3,5-dimetoxiestireno

2.1.3. Obtencion del 3,5-dimetoxiestireno
2.1.3.1. Procedimiento

Esta reaccion se realizO en condiciones anhidras, bajo

atmosfera inerte y a temperatura ambiente.

En un matraz de fondo redondo (250 mL), el bromuro de
metiltrifenilfosfonio (8,36 g, 23,46 mmoles) se suspendid en

éter dietilico anhidro (60 mL).

Se afnadié lentamente una disolucion 2,5M de butil litio en
hexano (9 mL, 22,56 mmoles). EI cambio de color y viscosidad
del crudo de reaccion, nos indicd que la reaccion habia

finalizado y esto ocurrié tras una hora.

Después, se adiciond el 3,5-dimetoxibenzaldehido (3 g, 18,05
mmoles) y se dejo reaccionar durante 4 horas. El resultado de
la reaccion fue una suspension muy densa y blanquecina

debido a la formacion del 6xido de trifenilfosfina. Para detener
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la reaccion, se anadid una disolucion acuosa de cloruro
amonico (100 mL), que disolvia la fosfina. Tras separar las
fases, la fase organica resultante se lavd tres veces con
acetato de etilo (100 mL), se reunieron las fases organicas y se
secaron con sulfato sodico. Tras la filtracion del sulfato, se

evaporo el disolvente organico en el rotavapor.

2.1.3.2. Aislamiento y purificacién

Previamente al proceso de purificacién, se realizd una

cromatografia en capa fina (CCF).

La CCF se llevdo a cabo utilizando una placa de aluminio
cubierta de silice en una de sus caras. Una pequefa cantidad
de muestra se disolvio en diclorometano y mediante un capilar
de vidrio, se aplicé en la parte inferior de la placa de silice a
cierta distancia del borde. La placa se depositd en un recipiente
cerrado que contenia hexano: diclorometano (4:1). De este
modo, el liquido iba ascendiendo por capilaridad. Finalmente,
para visualizar los productos resultantes a partir de la reaccion,
la placa se revelo utilizando una lampara de luz UV, donde se
comprobaba la existencia de impurezas y del producto de
interés que correspondia con el patron de estireno que

utilizabamos.
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Una vez realizada la CCF del crudo de reaccion, se purificd
mediante destilacion a vacio. Este proceso, consistid en un

montaje de destilacion utilizando una bomba de vacio.

2.1.3.3. Identificacion

Para verificar la pureza del estireno obtenido, el resultado de la
destilacion se analizé por RMN (resonancia magnética nuclear)
de proton, carbono 13 y DEPT y por espectrometria de masas,
lo que confirmdé la estructura y la pureza del 3,5-

dimetoxiestireno (Casey y cols., 1990).

2.1.4. Obtencion del t-PTER
2.1.4.1. Procedimiento

Esta reaccion se realiz6 en condiciones anhidras, bajo

atmosfera inerte y a reflujo.

En un matraz de fondo redondo (50 mL) se disolvioé p-yodofenol
(3,35 g, 15 mmol) en acetonitrilo (30 mL), se anadio trietilamina
(2,16 mL) y tri(o-tolyl)fosfina (270 mg, 0,90 mmoles), el 3,5-
dimetoxiestireno (2,5 g, 15,2 mmol) y por ultimo, el acetato de

paladio (22 mg, 0,1 mmoles) como catalizador.

La mezcla se agitdé para disolver los componentes (solucién

marron claro) y se llevé a reflujo manteniéndolo asi 12 horas.
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El resultado de la reaccidn se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se adicion6 lentamente y bajo agitacion, a un vaso
de precipitados con acido clorhidrico al 5% v/v (50 mL). La
solucién resultante se lavd tres veces con acetato de etilo (50
mL) y tras recoger la fase organica, se secé con sulfato sédico.
Posteriormente se filtré y se evaporo el disolvente organico en

el rotavapor.

2.1.4.2. Aislamiento y purificacion

Se realizé una CCF, con el fin de comprobar la existencia de

impurezas (véase apartado 2.1.3.2 de “Materiales y Métodos”).

Para aislar el t-PTER del resto de impurezas, se realizd6 una
cromatografia en columna (CC). La eleccion de la longitud y
grosor de la columna de vidrio empleada asi como la eleccion
del eluyente es crucial para un buen resultado cuando se
emplea esta técnica de separacion. En este caso, como fase
estacionaria se usd gel de silice (silicagel), embebido en
eluyente (hexano: acetato de etilo; 8:1), que rellenaba la
columna e iba compactandose sobre una capa de lana de

vidrio.

A continuacion, se introdujo la muestra por la parte superior de

la columna mezclada con silicagel.
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Posteriormente se hizo pasar de modo continuo mas eluyente
que iba descendiendo por efecto de la gravedad con el fin de

obtener distintas fracciones de eluato.

Cada fraccién se separé y se analizé mediante una CCF, para

seleccionar las fracciones que contenian el t-PTER.

2.1.4.3. Identificacion

Para verificar la pureza del -PTER, la muestra obtenida se
analizé por RMN (resonancia magnética nuclear) de protén,
carbono 13 y DEPT y por espectrometria de masas, lo que
confirmé la estructura y la pureza del t-PTER (Casey y cols.,
1990)

2.2. Administracion in vivo de t-pterostilbeno y quercetina

2.2.1. Fundamento

La administracion in vivo de t-PTER y QUER se realizé para
determinar los parametros farmacocinéticos tras su

administracion oral e intravenosa.
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2.2.2. Procedimiento
2.2.2.1. Administracion intravenosa

Se administré a ratones machos C57BL/6J de 6-8 semanas,
20mg de t-PTER (disuelto en 0,5ml de etanol) /kg de raton, y
20mg de QUER [disuelto en 0.15ml DMSO/solucién fisioldgica
(2:1)] /kg de ratébn. Ademas se realizaron grupos de ratones
control, a los que se les administrd via intravenosa cada uno de
los vehiculos utilizados. La administracion se efectu6 a través

de la vena yugular, donde se fij6 previamente un catéter.

2.2.2.2. Administracion oral

Se administré a ratones machos C57BL/6J, 20mg de t-PTER
(disuelto en 0,5ml de etanol) /kg de raton y 20mg de QUER
[disuelto en 0.15mlI DMSO/solucion fisiologica (2:1)] /kg de
raton. Ademas se realizaron grupos de ratones control. A los

que se les administrd via oral cada uno de los vehiculos.

La administracion oral se llevd a cabo utilizando una canula

intragastrica de dimensiones adecuadas para los ratones.
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2.3. Determinacion por cromatografia liquida de alta

eficacia y espectrometria de masas (HPLC-MS/MS)
2.3.1. Fundamento

Para la determinacion de compuestos en muestras biologicas
se desarrolld6 una técnica de HPLC-MS/MS en la cual, la
muestra (en estado liquido) se hizo pasar a través de una
columna cromatografica a elevadas presiones (HPLC) y siendo
los eluatos resultantes detectados por espectrometro de masas
de triple cuadrupolo (MS/MS). Se podia determinar asi, los
polifenoles presentes en la muestra, por su tiempo de retencion
y segun las transiciones de los pesos moleculares (PM) de
cada compuesto, transiciones que correspondian a los PM de
cada compuesto sin fragmentar y a los pesos de las moléculas
hijas resultantes de su fragmentacion en la camara de colision.

Con el fin de lograr una mayor sensibilidad y selectividad.

2.3.2. Procedimiento de determinacion de los distintos

compuestos
2.3.2.1. Determinacion de t-PTER y QUER
2.3.2.1.1. Preparacién de las muestras biolégicas

Cada muestra de sangre se recogié mediante un catéter
utilizando una jeringa de 1ml de volumen que contenia
heparina sodica (0,05 ml de heparina al 5% con 6,9% de NaCl).

La sangre heparinizada se centrifugd a 1000 rpm a 4C°,
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durante 10 minutos. Se separaron 200yl de plasma y se
desproteinizé para su analisis mediante HPLC/MS-MS. Para
ello, se empled 600ul de acetonitrilo frio. Posteriormente se
agito y se centrifugé a 15.000 rpm. El sobrenadante se filtrd
con un microfiltro (0,2 uM de diametro de poro) con el fin de

eliminar las particulas que pudieran interferir en el analisis.

Para determinar los polifenoles en cada 6rgano se separaron
100mg del tejido y se homogeneiz6 en 1ml de agua bidestilada.
Se separaron 100yl de la suspensién tisular y se afadieron
200ul de acetonitrilo, se agitd y se centrifugd a 15.000 rpm. El

sobrenadante se filtré y se analizé mediante HPLC-MS/MS.

2.3.2.1.2. Condiciones del analisis por HPLC/MS-MS

La técnica cromatrografica fue en fase reversa, utilizandose
una columna cromatografica Phenomenex Prodigy C18 (100 x
2mm) con un tamafo de particula de 3um. El volumen de
inyeccion fue de 40pl con un flujo de 0,2ml/min y a temperatura

ambiente.

El proceso cromatografico se realiz6 con el gradiente de

elucién que se muestra en la tabla 1:
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Tabla 1: Gradiente de elucion

Tiempo (min) A% B% C%
0 5 5 90
10 5 5 90
20 5 90 5
30 100 0 0
40 5 5 90

Eluyentes:

A: Metanol

B: 10% de acetonitrilo y 90% de 10mM de formiato amédnico
C: 10 mM de formiato amédnico a pH=3,75

Las condiciones empleadas para la espectrometria fueron las

expuestas en la tabla 2.

- 122 -



MATERIALES Y METODOS

Tabla 2: Condiciones para la espectrometria de masas

Electrospray Negativo (ES-)
Energia del capilar 3,5 KeV
Temperatura de la fuente 120 °C
Nitrogeno

Gas de secado/nebulizacion
(flujo: 300 y 30 I/h)

Gas de colision Argon (1,5x107° mbar)

Las transiciones seleccionadas para la determinacién del t-
PTER y QUER con sus respectivas energias de colision e

ionizacion se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Transiciones seleccionadas

Compuesto  Transicion E.Cono (Ev) E.Colisiéon Tpo.Retencién
(eV) (min)
QUER 300-151 30 20 34,83
t-PTER 255-240 30 20 37,29

Las distintas concentraciones de cada compuesto se
determinaron realizando previamente una curva de calibracion,

que abarcaba valores de concentraciones entre 0,01-100 uM
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de +PTER y QUER. En todos los casos, se obtuvo un

coeficiente de correlacion >0,99.

2.3.2.2. Determinacion de Css-ceramida
2.3.2.2.1. Preparacién de las muestras biolégicas

La cantidad de ceramida en células B16M-F10 se midié como
fue descrito previamente (Soeda, 2001). De este modo, la
suspension de células (5x10° células en 200 pl de DMEM) se
agité vigorosamente con cloroformo/metanol (2:1, v/v) durante
20 min.

Posteriormente se anadio 0,8ml de agua destilada a la mezcla
y la muestra se vorted y se centrifugd. La fase organica se
recogio y se evaporo el cloroformo. El residuo resultante se

redisolvié en metanol y fue analizado por HPLC-MS/MS.

2.3.2.2.2. Condiciones del analisis por HPLC/MS-MS

Se utilizé una columna cromatografica Phenomenex C18 (35 x
2mm) con un tamafo de particula de 5um. El volumen de
inyeccion fue de 40ul con un flujo de 0,2ml/min y la temperatura

que se utilizé para trabajar fue de 25°C aprox.

El proceso cromatografico se realiz6 con el gradiente de

elucién que se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4: Gradiente de elucion

Tiempo (min) A% B %
0 70 30
2 50 50
4 30 70
6 0 100
Eluyentes:

A: 5mM de formiato amonico/metanol/tetrahidrofurano (5:2:3)

v/v

B: 5mM de formiato amodnico/metanol/tetrahidrofurano (1:2:7)

viv

Las condiciones empleadas para la espectrometria de masas

fueron las expuestas en la tabla 5:
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Tabla 5: Condiciones para la espectrometria de masas

Electrospray Positivo (ES+)
Energia del capilar 4 KeV
Temperatura de la fuente 400°C
Gas de secado/nebulizacion Nitrégeno (flujo: 80 y 30 I/h)
Gas de colision Argon (1,5x107 mbar)

Las transicion seleccionada para la determinacion de Cqs-
ceramida con su respectiva energia de colision e ionizacion se

muestran en la tabla 6.

Tabla 6: Transiciones seleccionadas

Compuesto Transicion E.Cono(eV) E.Colision(eV) Tpo.Retencion

(min)

C+6Cer 538-264 30 Ev 29 eV 4

Las distintas concentraciones de este compuesto se
determinaron, realizando previamente una curva de calibracion
en el intervalo de concentraciones comprendido entre 0,01-100
MM. En todos los casos, se obtuvo un coeficiente de correlacion
>0,99.
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2.4. Cultivos de células B16M-F10 e inhibicion del

crecimiento tumoral in vitro

2.4.1. Fundamento

El cultivo celular es un método para el estudio del
comportamiento de las células que estan libres de variaciones

sistémicas propias de los organismos.

Esta metodologia permite comprobar el posible efecto
citostatico y citotoxico de +-PTER y QUER al anadirlos al medio

de cultivo de las células tumorales.

2.4.2. Procedimiento

La linea celular que se utilizé fue la linea de melanoma murino
B16M-F10, variante altamente metastasica que se establecio a
partir de la linea original B16. Estas se cultivaron con DMEM
(Invitrogen) a pH 7,4, suplementado con un 10% de suero
bovino fetal, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina y un 0,1% de fungizona (antimicético liquido que
contiene 250ug de anfoteracina B y 205 ug de desoxicolato
sédico/ml en agua destilada). Las células sembradas se
incubaron en estufa humeda a 37° C y una atmdsfera del 95%
de humedad relativa y 5% de CO,. Todo el procedimiento se

realizé en la campana de flujo laminar.
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2.4.3. Calculos

Tras la incubacion de las células B16M-F10 con los polifenoles
se estudio la tasa de crecimiento y la viabilidad de los cultivos
de células tumorales utilizando el test de exclusion con azul
tripano y el posterior contaje con la camara de Neubauer

(Bergmeyer, 1985).

2.5. Aislamiento y cultivo de las células del HSE

2.5.1. Fundamento

Las células del endotelio sinusoidal hepatico (HSE) se
separaron e identificaron como describié Vidal-Vanaclocha y
cols., en 1993. Las células aisladas se utilizan para los ensayos

de adhesion in vitro de las células tumorales al endotelio.

2.5.2. Procedimiento

Para realizar el lavado hepatico y para las soluciones
enzimaticas, se utilizdé una solucion salina de Krebs-Henseleit a
37°C y a pH fisiolégico que se perundio a través del higado en

sentido cava-porta.
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La composicion de esta solucién salina fue la siguiente:
» 100 partes de cloruro sodico 0.9 % (p/v)
> 4 partes de cloruro potasico 1.15 % (p/v)
» 3 partes de cloruro calcico 0.11 % (p/v)
» 1 parte de fosfato monopotasico 2.11 % (p/v)
> 1 parte de sulfato magnésico 2.11 % (p/v)
» 21 partes de bicarbonato sédico 1.3 % (p/v)

Esta solucion fue gaseada previamente con una mezcla de
C0O,:0; (5:95, v/v) durante 30 minutos hasta alcanzar un pH de
7,4 y durante todo el proceso de perfusion, se mantuvo

gaseandose.

Ademas con este tampon se prepararon las siguientes

soluciones enzimaticas:
A: 10 ml de pronasa tipo E al 0,1% (p/v).
B: 15 ml de pronasa al 0,033% y colagenasa A al 0,083% (p/v).

C. 13 ml de pronasa al 0,038%, colagenasa A al 0,038% vy
DNAasa | al 0,0005% (desoxirribonucleasa tipo I) (p/v).

Para llevar a cabo la digestion enzimatica y la disgregacion del
tejido, los animales fueron anestesiados con 150 mg/Kg de

quetamina y 5 mg/kg de acepromacina.

- 129 -



MATERIALES Y METODOS

Esta ultima ademas de actuar como anestésico actuaba como
tranquilizante. Ambos farmacos se administraron por inyeccion
intraperitoneal de forma conjunta en una sola inyeccion, que
contenia 0,07ml del primero y 0,01ml del segundo, dado que el

peso de los ratones oscilaba entre 25 y 28g.

Se perfundié el higado con solucion Krebs-Henseleit y tras el
lavado se perfundieron sucesivamente las soluciones A y B.
Finalizada la digestion enzimatica se extrajo el higado y se
disgregd mecanicamente. El disgregado se resuspendio en la
solucion C, en la que se mantuvo 10-15 minutos en agitacion.
Tras esta ultima digestion enzimatica, se diluyé la solucion con
tampon Krebs-Henseleit y se filtrd todo el volumen a través de
un tamiz. Este filtrado se centrifugdé a 450g durante 5 minutos a
4°C.

Para realizar el aislamiento de las células sinusoidales
hepaticas (HSE) se realizO6 un gradiente isopicnico de
metrizamida. Tras eliminar los fragmentos tisulares y celulares
derivados de la digestion enzimatica, el sedimento celular se
resuspendid en 2,5ml de tampon Krebs-Henseleit. Este
volumen se mezclé con 3,5 ml de metrizamida al 30%
previamente disuelta en Krebs-Henseleit y se centrifugd a 950¢g
durante 15min a 20°C. A continuacion se recogieron las células
situadas en la parte superior del gradiente. Las células
separadas se resuspendieron en 50ml de DMEM vy se

centrifugaron a 4509 durante 10min a 4°C. El sedimento celular
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se resuspendid en un pequefo volumen de DMEM para
calcular la proporciéon de células viables mediante el test de

exclusion de azul tripano (Bergmeyer, 1985).

Para el cultivo de las células HSE se utilizaron placas de 12
pocillos con una matriz de colageno tipo | al 1% (2ml/pocillo).
Las células sembradas se mantuvieron 2 horas en estufa
hameda a 37°C y 5% de CO.,. En este periodo de tiempo, son
las células endoteliales las que, por adhesidon diferencial,
quedan unidas a la matriz de colageno, obteniéndose tras los
lavados con PBS, un cultivo casi exclusivo de células
endoteliales libres de otros tipos de células sinusoidales como
células de Kupffer, células estrelladas y linfocitos (Carretero y
cols, 2001).

Las células HSE se mantuvieron en el medio de cultivo durante
al menos 12 horas. En estas condiciones, las células podian
ser mantenidas de 4 a 5 dias como maximo a partir de los
cuales, comenzaban a perder sus caracteristicas fenotipicas.
Antes de la realizacion de cualquier experimento las células
fueron mantenidas en medio sin suero durante al menos 4

horas.
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2.6. Ensayo de adhesién y de citotoxicidad inducida por el

endotelio

2.6.1. Fundamento

Estos ensayos permiten por un lado, la cuantificacion de la
adhesion tumoral de las células B16M-F10 al HSE in vitro en
presencia de t-PTER y QUER. Y por otra parte, el dano que
sufren las células B16M-F10 durante dicha interaccion. Para
ello, se utilizé la metodologia que fue descrita por Anasagasti y
cols. (1998).

Durante la interaccion in vivo de las células metastaticas con el
endotelio y las células de Kupffer, se produce una liberacion
local de citoquinas proinflamatorias que promueven la adhesion
de las células tumorales al endotelio (Orr y cols, 2000). Por
ello, este modelo in vitro se realiz6 en presencia de IFN-y y
TNF-q, para lograr la activacion del endotelio (Carretero y cols,
2001).

2.6.2. Preparacion de citoquinas

Partimos de TNF-a (2 x 10" U/mg de proteina) y IFN-y (10°
U/mg proteina) de Sigma.

Preparamos las siguientes soluciones madre: 5 x 10° U TNF-
a/ml y 25 x 10* U IFN-y/ml, diluidas en suero fisiolégico (0,9%
NaCl) a pH 7 y conservado a 4° C.
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2.6.3. Procedimiento

Tras la aplicacion de t-PTER y QUER sobre los cultivos de las
B16M-F10 durante un tiempo determinado, cada 24 horas, se
lavaron tres veces con PBS y se anadi6 medio fresco.
Transcurridas 72 horas, se incubaron con 2',7-bis-(2-
carboxietil)-5-6-carboxifluoresceina-acetoximetiléster (BCECF-
AM) (10° células en 1ml de DMEM vy con 50ug/ml de BCECF-
AM y 5ul de DMSO, durante 20 minutos a 37°C). Tras lavar con
PBS, las células marcadas con BCECF-AM, se resuspendieron
en DMEM sin rojo fenol, a una concentraciéon de 2,5x10°
células/ml; 0,2ml de esta suspension celular, se anadié a los
pocillos que contenian células endoteliales sembradas 24
horas antes en ausencia o presencia de -PTER y QUER
durante una hora. En todos los casos las citoquinas (100 U/ml
TNF-a y 50 U/ml IFN-y) se afadieron a las células HSE 12
horas antes del cocultivo. Las ceélulas tumorales también se
afadieron a pocillos sin ningun tratamiento polifendlico y a
pocillos sin células HSE, para el calculo de la adhesién
inespecifica de las células tumorales sobre la matriz de

colageno tipo .

Los cocultivos se incubaron durante 20 minutos a 37° C.
Previamente se habia medido la fluorescencia inicial y tras la
incubacién se realizaron 3 lavados con medio fresco para
eliminar las células tumorales no adheridas a la monocapa de

células endoteliales. Después de anadir medio fresco se volvid
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a medir la fluorescencia emitida. Para estas detecciones
fluorimétricas se utilizd un lector de placas y una longitud de

onda de excitacion de 488nm y de emision de 530nm.

Los estudios de viabilidad de las B16M-F10 durante su
adhesion con el HSE, se realizaron tras 6 horas de cocultivo,
utilizando el kit comercial Calceina-AM (Molecular Probes), que

marca especificamente las células vivas.

Las células tumorales fueron incubadas antes del cocultivo con
el marcador calceina-AM durante 15 minutos a 37°C

(Anasagasti y cols, 1998).

2.6.4. Calculos
2.6.4.1. Estudio de la adhesion

El calculo de los porcentajes finales de adhesiéon se realizé de

la siguiente manera:

Autofluorescencia del medio de cultivo (AF): intensidad
media de la fluorescencia emitida por los pocillos que sodlo

contenian medio.

Superficie ocupada por las células endoteliales (SE): area
de la placa ocupada por la monocapa celular. No se realiz6
ningun experimento con cultivos de células endoteliales que

ocuparan una superficie menor del 70%.

- 134 -



MATERIALES Y METODOS

% Adhesiéon inespecifica (Al): [(intensidad media de
fluorescencia emitida por las células tumorales adheridas sobre
la base de la placa tratada con colageno — AF)/ (intensidad
media de fluorescencia emitida por las células totales afnadidas
a cada pocillo — AF)] x 100

% Adhesién total (AT): (intensidad media de fluorescencia de
las  células tumorales adheridas a las células
endoteliales/intensidad media de fluorescencia emitida por las

células totales afiadidas a cada pocillo) x 100

% Adhesion especifica (AE) = AT — (Al x SE)

2.6.4.2. Estudio de la citotoxicidad
La citotoxicidad relativa se calculo de la siguiente manera:

(Fluorescencia de B16M-F10 anadidas al sustrato
celular/fluorescencia de las B16M adheridas a la placa tratada

con colageno) x 100.

2.7 Ensayo de invasion in vitro
2.7.1. Fundamento

La invasion es el proceso mediante el cual, las células
tumorales son capaces de penetrar en los tejidos normales y

en los vasos sanguineos y desde ahi producir metastasis. La
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invasion no es debida sélo a la presion del crecimiento tumoral,
sino a caracteristicas fenotipicas que adquieren las células

cancerosas.

En este ensayo, la invasion de las células B16M-F10 sobre la
monocapa de células del HSE, se estudidé de acuerdo con el
método de Ohigashi y cols. (1989), con algunas

modificaciones.

2.7.2. Procedimiento

Las células del HSE fueron sembradas sobre una matriz de
gelatina al 1%. Cuando las células confluyeron, el medio de
cultivo se reemplazé por un medio fresco. Después de dos
horas de incubacion, el cultivo se lavo con DMEM vy las células
B16M-F10 se cultivaron sobre el estrato de células del HSE

durante 5 dias.

2.7.3. Calculos

La capacidad de invasion de las células B16M-F10 fue medida,
contando el n® de colonias/cm? formadas por debajo de la
monocapa en la matriz de gelatina por microscopia de

contraste de fases.
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2.8. Determinacion de la expresion de VLA-4 y VCAM-1 por

citometria de flujo
2.8.1. Fundamento

La citometria de flujo es una técnica destinada a Ia
cuantificacion de componentes intra o extracelulares mediante
métodos fluorimétricos. De este modo, la expresion de las
moléculas de adhesion intercelular se analizd utilizando
anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos (Okara
y cols, 1994).

2.8.2. Procedimiento

Se realizé un cocultivo de células del HSE con células B16M-
F10, ambas tratadas con polifenoles como se muestra en el
apartado anterior. Tras 20 minutos de cocultivo se separaron
los dos tipos celulares, se lavaron dos veces con PBS en frio y
se resuspendieron en DMEM antes de empezar la incubacion

con anticuerpos.

Las células de B16M-F10 (1x 10°) se incubaron con 1ug
anticuerpo monoclonal contra el very late activation antigen 4
(VLA-4) de raton (IgG2b desarrollado en rata; Serotec, Oxford,
UK) durante 1 hora a 4°C, mientras que las células HSE (1 x
10°) se incubaron con 2ug anticuerpo monoclonal contra la
vascular adhesion molecule 1 (VCAM-1) (IgG desarrollado en

rata, Kappa; R&D Systems Minneapolis, MN). Tanto las células
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de B16M-F10 como las del endotelio se lavaron con PBS dos
veces Yy posteriormente fueron tratadas con anticuerpos
secundarios marcados con fluoresceina isocianato durante 1
hora a 4° C.

2.8.3. Calculos

Después de lavar con PBS dos veces, las células (10.000
células por condicion experimental), fueron analizadas por el
citometro de flujo (Becton Dickinson) utilizando un laser de ion

argon sintonizado a 488 nm.

La viabilidad, determinada mediante la captacion de yoduro de
propidio, demostré que ambos tipos de células no fueron

afectadas por la manipulacién experimental.

2.9. Ténica de RT-PCR
2.9.1. Fundamento

Esta técnica consiste en la sintesis enzimatica in vitro de
multiples copias de cDNA que proviene de una reaccion de
retrotranscripcion a partir de RNA total, con el fin de estudiar la
expresion de determinados genes en las células del HSE y en

células tumorales.

- 138 -



MATERIALES Y METODOS

2.9.2. Procedimiento

El total de RNA se aisl6 usando el kit Trizol (Invitrogen)
siguiéndose las instrucciones del fabricante. El cDNA se obtuvo
usando un cebador random hexamer y un kit de trancriptasa
inversa MultiScribe, como especificaba el fabricante (TagMan

RT Reagents; Applied Biosystems).

A la mezcla de reaccién de PCR (SYBR Green PCR master
mix) 'y los correspondientes cDNA problema (Applied
Biosystems) se anadieron los cebadores especificos mostrados
a continuacion, con el fin de amplificar los cDNA
correspondientes a diferentes RNA mensajeros de genes que
expresan proteinas pro y antiapoptéticas y proteinas
enzimaticas implicadas en la sintesis de NO (eNOS, oxido
nitrico sintasa endotelial y la INOS, o6xido nitrico sintasa

inducible):
BAX: forward 5’- AAGCTGAGCGAGGTGCTCCGGCG

reverse 5-GCCACAAAGATGGTCACTGTCTGCC
BAK: forward 5-AGTGAGGGCAGAGGTGAGAGTTA

reverse 5-CACAGTTGCTTCTGCTGGAGTAGTT
BAD: forward 5’-CCAGTGAATCTTCTGCTCCACATCCC
reverse 5-CAACTTAGCACAGGCACCCGAGGG

BID: forward 5-ACAAGGCCATGCTGATAATGACAAT
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reverse 5-CAGATACACTCAAGCTGAACGCAG
Bcl-2: forward 5-CTCGTCGCTACCGTCGTGACTTCG
reverse 5-CAGATGCCGGTTCAGGTACTCAGTC
Bcl-w: forward 5-CGAGTTTGAGACCCGTTTCCGCC
reverse 5'-GCACTTGTCCCACCAAAGGCTCC
Bcl-xL: forward 5-TGGAGTAAACTGGGGGTCGCATCG
reverse 5-AGCCACCGTCATGCCCGTCAGG
iINOS: forward 5-CGGATATCTCTTGCAAGTCCAAA
reverse 5-AAGTATGTGTCTGCAGATATG
eNOS: forward 5-CACCAGGAAGAAGACCTTTAAGGA

reverse 5-CACACGCTTCGCCATCAC

Gliceraldehido-3P-deshidrogenasa (GADPH):
forward 5-CCTGGAGAAACCTGCCCGTCAGG
reverse 5-GGTCCTCAGTGTAGCCCCAAGATG

La cuantificacion en tiempo real de cada cDNA relativo al cDNA
de la GADPH (gen de expresion constitutiva que se utiliza
como referencia), se llevé a cabo monitorizando a tiempo real
la formacién de los amplicones tefidos con el fluorocromo vy

con un sistema de deteccion SYBR Green iCycler (BioRad).
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Esta amplificacion llevada a cabo en tubos separados, se

realizo siguiendo el protocolo de PCR mostrado en la figura 19:
Figura 19: Protocolo de PCR

1°) 10 minutos a 95°C

30 segundos 95°C

(desnaturalizacion)
2°) 40 ciclos ---- Cada ciclo:

1 minuto 60°C (amplificacion)

El incremento de fluorescencia se midié durante el paso de la

extension del DNA.

2.9.3. Calculos

El threshold cycle (Ct) o ciclo a partir del cual la amplificacién
sigue una cinética lineal, es el parametro que permitié calcular
el fold change (Fc), es decir, el n° de veces que cambia la
expresion de la condicion “tratada” con respecto “control”

(véase figura 20).
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Figura 20: Calculos de la expresiéon de los genes

Fc=2 -A (A Ct)
ACt = Ct diana — Ct GADPH vy

A (ACt) = ACt tratado - ACt control

2.10. Metastasis experimental

2.10.1. Fundamento

Consiste en inducir la formacion de metastasis en el higado del
ratén a partir de células tumorales inyectadas via i.v., con el fin
de estudiar el efecto de los polifenoles sobre este proceso. Se

siguio la metodologia descrita por Anasagasti y cols. (1998)

2.10.2. Procedimiento

La metastasis hepatica se indujo mediante la inyeccion de
4x10° células de melanoma B16M-F10 y células B16M-
F10/Tet-Bcl-2, suspendidas en 0,2mlI DMEM, en la vena porta a
ratones que fueron anestesiados con Nembutal (50mg/kg peso
del ratén). 24h después de la inoculacidn los ratones recibieron
diariamente una dosis de 20 mg de t-PTER y QUER/kg de

peso, durante un periodo de 10 dias.

Transcurridos los 10 dias, los ratones fueron sacrificados por

dislocacion cervical. Los higados se fijaron por inmersion en
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paraformaldehido al 4% en PBS (pH 7,4) durante 24 horas a 4°
C, tras lo cual se incluyeron en parafina. Las muestras en
parafina se procesaron con el microtomo obteniendo cortes de
entre 5-10 ym. Se extendieron sobre una gota de gelatina a
37°C y se recogieron en portaobjetos (Menzel-Glaser)

gelatinizados.

Sobre dichos cortes se realizdé el marcaje inmunohistoquimico
de las células tumorales con el anticuerpo de conejo S-100
(Dako) (1:100, el anticuerpo marca las células de melanoma
maligno) (Vanstapel y cols., 1986). El anticuerpo secundario
era contra conejo unido a HRP (Amersham Life Science). Para
favorecer el reconocimiento del epitopo por el anticuerpo, se
calentaron los portaobjetos con los cortes, sumergidos en

tampodn citrato 10mM, a 120 ° C durante 18 segundos.

2.10.3. Calculos

Se calcul6 tanto la densidad metastasica (numero medio de
nédulos metastasicos/100mm> de higado detectado en 15
secciones de 10x10 mm?) como el volumen metastasico (%
medio de volumen de higado ocupado por la metastasis)

(Carretero y cols., 1999).
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2.11. Microscopia in vivo

Para seguir la dinamica de las células tumorales dentro del
higado se utilizé la técnica de microscopia intravital (Eclipse
E600FN, equipado con una camara digital DXM1200 (Nikon))
por Anasagasti y cols. (1998), inoculando via portal células
tumorales previamente marcadas con el fluorocromo calceina-
AM. EI total de células marcadas con calceina-AM por I6bulo
hepatico se contabilizé a intervalos de 15 minutos cada 6

horas.

2.12. Aislamiento de las células B16M-F10 a partir de las

metastasis hepaticas

Las B16M-F10 invasivas fueron aisladas como previamente se
habia descrito (Ortega y cols, 2003). Una vez disgregado el
tejido metastasico con la misma metodologia descrita en el
apartado 2.5, la suspension celular se incubd con el anticuerpo
monoclonal murino anti-Met 72. El anticuerpo reacciona con
una proteina de superficie de membrana de 72 KDa (Met-72)
que se expresa en los clones de B16M con elevada actividad
metastasica (Kimura y Xiang, 1986). La deteccién de la unién
antigeno-anticuerpo se llevd a cabo con un anticuerpo
secundario de oveja (anti raton) conjugado con FITC (Cappel
Laboratories), de manera que las células de B16M-F10

quedaron marcadas con fluorescencia y pudieron ser

- 144 -



MATERIALES Y METODOS

separadas mediante “cell sorting” (MoFlo System, Dako
Cytomation) (Ortega y cols., 2003b).

2.13. Analisis de la Bcl-2

2.13.1. Fundamento

La familia de proteinas Bcl-2 esta formada por alrededor de 25
miembros que regulan procesos de permeabilizacidon
mitocondrial y constituyen un punto clave en la via intrinseca
de apoptosis celular. Su nombre deriva de la proteina
fundadora, el protooncogén Bcl-2 (B-cell lymphoma 2),

implicada en el bloqueo de la muerte celular por apoptosis.

Para su determinacion se siguio la metodologia descrita por
Eissa y Seada (1998).

2.13.2. Procedimiento

Los niveles celulares de Bcl-2 se cuantificaron en la fraccién
soluble citosdlica mediante un inmunoensayo enzimatico (Eissa
y Seada, 1998).

Primero se prepararon placas de 96 pocillos tratadas con
estreptavidina (Chemicon) a las que se afadid 100ul de
anticuerpo marcado con biotina [para la obtencion de

anticuerpo anti-Bcl-2 de raton (Invitrogen) biotinilado, se utilizo
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el kit de marcaje con biotina (ROCHE) siguiendo las

instrucciones del fabricante].

Tras varios lavados con PBS, se realizo el bloqueo (3% BSA en
PBS) durante 2 horas; seguidamente, se realizaron dos
lavados con PBS y se afiadieron las muestras diluidas en

tampdn de bloqueo durante dos horas a T? ambiente.

Después se incubaron las placas con un anticuerpo anti-Bcl-2
de conejo (5 ug/ml, Stressgen Biotechnologies) durante dos
horas a T? ambiente; se lavaron los pocillos dos veces con PBS
y se incubaron con un anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado

con HRP (1:200, Amersham Life Science) durante una hora.

Tras varios lavados se realiz6 la reaccion colorimétrica
afadiendo 100 Ml de una mezcla de TMB
(Tetramethylbenzidine, Chemicon) con tampdén de sustrato
(Chemicon) con una relacion 1:100. La reaccion se paro
afiadiendo 100ul de la solucién de parada (solucion STOP) que

contiene acido sulfurico 0,5 M (Chemicon).

2.13.3. Calculos

La medicion espectrofotométrica se realizdé a 450nm. Se definio
a una unidad de Bcl-2 como la cantidad de proteina Bcl-2 en
1000 células B16M.
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2.14. Obtencion de la linea estable B16M-F10/tet-Bcl-2

2.14.1. Fundamento

Este experimento se realizd para obtener células tumorales
capaces de sobreexpresar bcl-2 con el fin de estudiar la
influencia de esta proteina sobre el efecto antitumoral de la
combinacién de t-PTER y QUER.

2.14.2. Procedimiento

Para sobreexpresar ectopicamente la proteina Bcl-2, se utilizd
el sistema de expresion inducible Tet-off de Clontech. En este
sistema, el primer componente critico es una proteina
reguladora basada en la proteina represora de Tet (TetR) de
E.coli, fusionada con el extremo c-terminal del dominio de
activaciéon del virus Herpes Simplex VP16. Esta fusion
convierte a TetR en un activador transcripcional y la proteina
resultante hibrida es conocida como el transactivador
controlado por tetraciclina (tTA). tTA esta codificado por un
plasmido regulador llamado pTet-off, el cual incluye un gen de
resistencia a Neomicina que permite la seleccion de las células
transfectadas. El segundo componente critico es el plasmido
de respuesta pTRE, que contiene la secuencia codificante de la
proteina Bcl-2 murina bajo el control del elemento de respuesta
a tetraciclina o TRE, y que ademas incluye también un gen de

resistencia a la higromicina.

- 147 -



MATERIALES Y METODOS

Las células B16M-F10 fueron transfectadas con el plasmido
pTET mediante electroporacion (BioRad system, 1.0 kV/cm con
un tiempo constante de 50 msec). 24 horas después
sometimos a las células a geneticina (0,5mg/ml). Una vez
obtenidos los clones resistentes se transfectaron con el
plasmido pTRE-Bcl-2, cultivandose a continuacion en presencia
de higromicina (0,2mg/ml). Para disminuir los niveles de la
proteina Bcl-2 en células B16/Tet-Bcl-2, se cultivaron en

presencia de 1 ug/ml de tetraciclina (Sigma).

2.15. Medida de H202 y NO

2.15.1. Fundamento

En este ensayo se comprueba el efecto de -PTER y/o QUER
sobre la produccién de H,O, y NO en células B16M-F10.

2.15.1.1. Medida de H;0;

Esta basada en la reaccion de oxidacion H,O.-dependiente del
acido homovanilico (3-metoxi-4-hidroxifenilacético) para dar un
dimero altamente fluorescente  (2,2-dihidroxifenil-5,5"-
diacético), reaccion mediada por la peroxidasa de rabano

(Carretero y cols, 2001).
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2.15.1.2. Medida de nitritos y nitratos

La determinacién de nitritos y nitratos fue llevada a cabo por la

metodologia de Braman y Hendrix (1989).

2.15.2. Procedimiento y calculos
2.15.2.1. Determinacién de H;0

Para la determinacion de los niveles de HyO,, las células se
cultivaron en presencia de 100pM de acido homovanilico y 1U
peroxidasa de rabano en DMEM sin rojo fenol durante 1 hora.
Transcurrido ese tiempo se determind la presencia de 2,2°-
dihidroxifenil-5,5"-diacético utilizando una longitud de onda (A)
de excitacion de 312nm y A de emision de 420nm. La relacion
entre la fluorescencia y la cantidad de H,O, fue lineal en el

rango de 0,1-12 nmol por 2ml de cultivo.

2.15.2.2. Determinacién de nitratos y nitritos

El nivel de nitritos se llevé a cabo a partir de la monitorizacion
de la aparicion de NO mediante un analizador de NO (Siervers
280i).

Esta se colocd en un reflujo de solucién de yoduro/acido
acético, el cual, reducia los iones nitrito a NO. Los iones

nitratos no se veian afectados.
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La determinacion del total de los iones nitrito y nitrato se realizo
a partir de la monitorizacién de la aparicién de NO a partir de
una muestra situada en un reflujo de una solucion de VClz/ HCI

en ebullicidn, el cual, reduce ambos iones a NO.

La determinacion de los nitratos se obtuvo restando a los

valores de los iones totales los niveles de nitritos.

Para la cuantificacion se realizd6 una curva de patrones a

concentraciones conocidas de nitratos y nitritos.

2.16. Ratones eNOS-deficientes

2.16.1. Fundamento

La enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) es una
enzima constitutiva del endotelio que sintetiza el NO. Este
proceso se realiza a partir de la catalisis de la oxidacion del
amino guanidino de la L-arginina para generar NO y L-citrulina
(Ghafourifar y Saavedra-Molina, 2004).

La generacion de ratones deficientes para el gen que codifica
la enzima eNOS se llevd a cabo por un método descrito
previamente (Shesely 1996). Estos ratones se generaron con el
fin de conocer la influencia de los polifenoles en los ratones

que expresaban la eNOS vy los que no podian expresarla.
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2.16.2. Procedimiento

Se hibridaron los ratones eNOS deficientes heterocigotos (+/-)

para obtener ratones homocigotos (-/-) y (+/+).

Se utilizaron los ratones eNOS (+/+) y ratones salvajes del tipo
C57BL/6J como controles.

El genotipo de los animales se determiné por Southtern blotting

del DNA a partir de las biopsias tomadas de la cola.

La identificaciéon de los ratones con genotipo eNOS (+/+) y
eNOS (-/-) ha sido con la metodologia descrita previamente
(Shesely, 1996).

Asi, 20ug del material genético procedente de las muestras se
digiri6 con BamHI, se separ6é con gel de agarosa al 1% y se

transfirid a una membrana de nylon.

Se hibridé mediante un random primer de 1.4 kb de cDNA
complementario del gen eNOS (Sheseley y cols, 1996).

Se diagnostico a partir del locus eNOS enddégeno, un
fragmento de 5.3 kb y otro de 6.4 kb se diagnosticé a partir del

alelo diana.
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2.17. Medida de la actividad de iNOS en células B16M-F10

2.17.1. Fundamento

La enzima oxido nitrico sintasa inducible (INOS) es una enzima
que sintetiza el NO y se expresa en respuesta a estimulos
inmunologicos o inflamatorios. La conversion de L-arginina a L-
citrulina dando NO, se midié por una modificacion de la

metodologia descrita previamente (Rao 2000).

2.17.2. Procedimiento

El ensayo fue realizado mediante la adicion de 100 ug de una
muestra de proteina a 150l de un tampon para este ensayo
((50mM HEPES, 1mM DTT, 1mM de MgCl, ,5 mg/l pepstatina
A, 0,1imM fenilmetilsulfonil fluoruro y 3mg/l de aprotinina (pH
7,4)) en presencia de 70uM de arginina, 250,000 dpm L-
[3H]arginina, 2mM NADPH, 5 pyM tetrahidrobiopterina, 5 uM
flavin adenina dinucleétido y 0.5 mM CaCl, para medir el total
de la actividad de la NOS o en presencia de TmM de EDTA (sin
calcio) para determinar la actividad de la iINOS Ca*-
independiente. Después de 30 min a 37° C, la reaccion se

detuvo con 100 ul de una solucién de acido tricloroacético 1M.

La muestra se ajustdé a un pH de 4,6 por adicion de 500 ul de
solucion de HEPES 20mM y mediante una columna

cromatografica se separaron los distintos productos.
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2.17.3. Calculos

La L-[PH]citrulina se separé y se detectd por contaje de
radioactividad. Los resultados se expresan como pmol L-

[3H]citrulina/mg proteina/min.

2.18. Analisis por Western Blot de CREB

2.18.1. Fundamento

Es un método utilizado para la determinacién de proteinas en
una muestra. Consiste en la separaciéon de las proteinas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y en la
posterior transferencia a una membrana, donde son detectadas

utilizando anticuerpos especificos.

En este ensayo se va a medir la presencia del factor de
transcripcién CREB fosforilado (P-CREB, activo) y sin fosforilar.
Este factor de transcripcion media la supervivencia de las

células tumorales (Jean y cols, 1998).

2.18.2. Procedimiento

Para la realizacion de los western blots se lavd la monocapa
celular con Krebs-Henseleit (a 4°C y pH 7,4). Se rompieron las
membranas celulares mediante 3 ciclos de congelacion-

descongelacién en tampdn de lisis (150mM NaCl, 1mM EDTA,
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10mM  Tris-HCI, 1mM fenilmetilsulfonil fluoruro, 1ug/ml
leupeptina, 1ug/ml aprotinina y 1ug/ml pepstatina, pH 7,4). 50
Mg de proteina (determinados por el método de Lowry) se
llevaron a ebullicion en tampdén Laemmli. Tras la electroforesis
en SDS-PAGE las proteinas se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa. Se incubaron con los anticuerpos
monoclonales anti-CREB y anti-fosfo-CREB (Ser 133) de ratén
(Chemicon International Inc.). Como anticuerpo secundario se
utilizé un anticuerpo conjugado a peroxidasa de rabano picante
(HRP).

2.18.3. Calculos

La membrana se reveldo con el sistema de deteccion
quimioluminiscente ECL (Cell Signaling Technology), que es
una mezcla (1:1) que contienen respectivamente H;O, y
luminol (sustrato de la HRP). Brevemente, el luminol en
presencia de H,0,, es transformado por la HRP a un dianién
excitado el cual emite luz al volver al estado fundamental
(Schneppenheim y cols., 1991), esta luz emitida es capturada

por una camara de quimioluminiscencia (Fujifilm NAS-1000).
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2.19. Ensayo con esfingomielinasa
2.19.1 Fundamento

La esfingomielinasa neutra (N-SMasa) es un mediador de la
muerte celular por apoptosis. En este ensayo se comprobo el
incremento de la actividad de esta enzima en las células B16M-
F10 durante la interaccion con las células HSE y en presencia
de -PTER y/o QUER. Este procedimiento se llevd a cabo a
partir de la modificacion de una metodologia previamente
descrita (Takeda 1999).

2.19.2. Procedimiento

Las células del melanoma B16-F10 (5x10°) se lavaron dos
veces en hielo con una solucién salina de tampdn fosfato y se
homogeneiz6 con 0,4M de tampon de lisis celular [10mM
HEPES/KOH (pH 7,4), 2 mM EDTA, 0,1 % CHAPS, 5mM de
dithiotreitol, 1mM de fenimetilsulfonil fluoruro, 100 pM de
pepstatina, 0,15 U/ml de aprotinina y 50mg/ml de leupeptinal
conteniendo 0,1% de Triton X-100.

El homogenado se paso a través de una aguja de 25-gauge y
se centrifugd a 100.000 x g durante 60 min a 4° C. El

sobrenadante fue utilizado como fuente de la enzima.

La mezcla para el ensayo de la N-SMasa magnesio-
dependiente contiene 0,1 M de tris-HCI (pH 7,5), 5nM de [N-

metil-'*Clesfingomielina (actividad especifica: 55 mC; /mM),
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10mM de MQgCl,, 0.1 Triton X-100 y 200 ug de proteina,

teniendo un volumen final de 0.2 ml.

Para el ensayo con N-SMasa magnesio-independiente se

utilizé un coctel de reaccion sin MgCl,.

La incubacion se llevd a cabo a 37°C durante 30min. La
reaccion se detuvo y se aifadié 1,25 ml de cloroformo-metanol
(2:1).

Posteriormente, se anadié 0,25 ml de agua bidestilada a los
tubos y éstos se agitaron y se centrifugaron a 1000 x g durante
6 min, quedando dos fases. La fase superior se llevd al vial de
centelleo y se cuantifico con el contador de centelleo (Packard
Tri-Carb 2700TR Varisette).

2.20. Analisis estadisticos

Los datos se analizaron mediante analisis de la varianza
(ANOVA) de uno o varios factores o tests de la t en donde fue
mas apropiado (SPSS 9.0). La homogeneidad de las varianzas
se analizé por el test de Levene. La hipotesis nula se acepto
para todos agellos valores de los test en los que el valor F no
era significativo con un p valor mayor de 0,05. Los datos para
los cuales el valor F era significativo se analizaron con un test

de Tukey con un p valor menor de 0,0
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1. Niveles plasmaticos de t-PTER y QUER

Los estudios para determinar los niveles en plasma de -PTER
y QUER se realizaron tras su administracion a ratones via oral

(v.0.) e intravenosa (i.v.).

Las concentraciones de cada polifenol en las muestras de

plasma se determinaron mediante HPLC/MS-MS.

Las muestras se recogieron secuencialmente a diferentes
tiempos tras su administracion. A continuacion, son referidas

ambas lineas de trabajo.

1.1. Administracion oral

Tras la administracion v.o. de t-PTER y QUER, se obtuvieron

los resultados mostrados en la tabla 7.
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Tabla 7: Concentraciones plasmaticas de t-PTER y QUER, tras

su administracion oral a una dosis de 20mg/kg de peso de ratén

Tiempo t-PTER QUER
(min) (HM) (HM)
0 0 0
5 1,9+0,01 0,4+0,07
10 3,3+0,9 0,01+0,004
30 3,9+1,1 0,003+0,001
60 3,1+0,5 0,001+0,0005
120 2,0+0,5 0,0004+0,00005
240 1,740,2 0,0003+0,00001
480 1,0£0,1 0,0003+0,00001
720 0,2+0,06 n.d
1440 n.d n.d

Los resultados se expresan como la media aritmética * la
desviacion estandar para 6 ratones en cada tiempo y cada polifenol

administrado; n.d.= no detectable

Como podemos observar en la tabla 7, las concentraciones
plasmaticas maximas tras la administracion v.o. de 20mg de -
PTER o QUER/kg de peso, fueron respectivamente, 3,9uM a
los 30 minutos y 0,4uM a los 5 minutos tras su administracion.

A las 12 horas tras la administracion la concentracion
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plasmatica de t-PTER fue 0,2 uM y la de QUER resulté inferior

al limite de deteccidn de esta técnica (0,1nM).

1.2. Administracion intravenosa

Tras la administracion i.v. de -PTER y QUER, también a una
dosis de 20 mg/kg de peso de raton, se obtuvieron los

resultados mostrados en la tabla 8:

Tabla 8: Concentraciones plasmaticas de t-PTER y QUER, tras su

administracion i.v.

TIEMPO (min) t-PTER (uM) QUER (uM)

0 0 0

5 9529 4615

10 80+12 3515
20 3516 2244
30 2615 1244
60 1745 241
120 943 1£0,5
240 31 n.d
480 110,5 n.d
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Los resultados se expresan como la media aritmética + la desviacion
estandar para 6 ratones en cada tiempo estudiado y por cada polifenol

administrado via i.v.; n.d.= no detectable

Como podemos observar en la tabla 8, tras la administracion
iv. de 20mg de t-PTER o QUER/kg de peso, las
concentraciones maximas obtenidas fueron de 95uM de t-
PTER y 46uM de QUER a los 5 minutos. Estas
concentraciones disminuyeron a valores < 1uM pasadas 8
horas, en el caso del -PTER, y pasadas 2 horas en el caso de
QUER.

Con los datos presentados en la tabla 8, se pudo calcular, la
concentracion plasmatica media durante la primera hora tras la
administracion i.v. de 20 mg de cada polifenol/kg de peso. En el
caso de t-PTER fue ~ 40uM y en el caso de QUER fue ~ 20uM.

Dichas concentraciones se utilizaron en los estudios in vitro de
la presente tesis. Estas concentraciones fueron aplicadas

solamente durante una hora cada dia.

2. Niveles extravasculares de t-PTER y QUER

Con el fin de complementar los datos farmacocinéticos
obtenidos de -PTER y QUER, se determinaron los niveles de
ambos polifenoles en el higado, rindn, pulmdn y cerebro, a los

5, 10, 30 y 60 minutos después de la administracion i.v. de 20
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mg de cada polifenol/kg de peso, obteniéndose los resultados

expuestos en la tabla 9:

Tabla 9: Concentraciones de t-PTER y QUER en distintos tejidos, tras

su administracion i.v.

Tiempo Cerebro Pulmén Higado Rinén
(Min) | {pTER | QUER | +PTER | QUER | t-PTER | QUER | tPTER | QUER
(nmol/g de tejido)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 5+1 411 366 | 15+3 | 1414 | 943 3+1 110,2
10 2+0,5 | 20,4 | 1543 8+2 71 3+1 3+0,3 | 1+0,5
30 n.d. n.d. 6+1 2+0,6 | 30,5 | 10,2 | 2+04 n.d.
60 n.d. n.d. 2+1 n.d. n.d. n.d. 1+0,3 n.d.

Los resultados se expresan como la media aritmética * la desviacion
estandar para 6 ratones en cada tiempo estudiado y por cada polifenol

administrado via i.v.; n.d.= no detectables.

En la tabla 9, se observa que en el cerebro los niveles de t-
PTER y QUER fueron 5nmol/g de tejido y 4nmol/g de tejido,
respectivamente, a los 5 minutos tras la administracion i.v. de
20 mg de cada uno/kg de peso. A partir de los 5 minutos las
concentraciones detectadas fueron mas bajas, de manera que

después de 10 minutos tras su administracion, se eliminé mas
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de la mitad de t-PTER y la mitad de QUER presente. A los 30 y
a los 60 minutos los niveles de t-PTER y QUER fueron

indetectables.

El pulmén es el tejido donde se detectaron los niveles mas
altos de t-PTER y QUER. La concentracion maxima en este
tejido, se detectd a los 5 minutos tras la administracion de 20
mg de cada polifenol/kg de peso y ésta fue 36 y 15nmol/g de
tejido de +-PTER y QUER, respectivamente. Estos niveles
descendieron a la mitad pasados 10 minutos. A los 60 minutos
solo se detectd -PTER a una concentraciéon de 2nmol/g de

tejido.

En el higado, a los 5 minutos tras la administracion i.v. de 20
mg de cada polifenol’kg de peso, se detectaron 14 y 9nmol/g
de tejido de t-PTER y QUER, respectivamente. Pasados 10
minutos dichos niveles se redujeron hasta la mitad. A los 30
minutos, los niveles detectados fueron de 3 y 1nmol/g de tejido
de t-PTER y QUER, respectivamente.

En el rindn fue donde se detectaron los niveles mas bajos de -
PTER y QUER. A los 5 minutos tras la administracion i.v. de
20mg de cada polifenol/lkg de peso, las concentraciones
detectadas fueron 3 y 1nmol/g de tejido de -PTER y QUER,
respectivamente. A los 60 minutos sélo se detectd t-PTER,

cuya concentracion fue 1nmol/g de tejido.
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3. Efecto de t-PTER y QUER sobre el crecimiento in vitro de
las células B16M-F10

Se estudio el efecto de t-PTER y QUER sobre el crecimiento in
vitro de las células B16M-F10 y los resultados que se

obtuvieron, se muestran en la tabla 10.

Las concentraciones utilizadas en este estudio fueron las
concentraciones medias que resultaron de las obtenidas
durante la primera hora tras la administracion i.v. de 20 mg de
cada polifenol/lkg de peso. Estas fueron 40uM de t-PTER vy
20uM de QUER y se aplicaron sobre las células B16M-F10
durante solamente una hora cada dia. Estos polifenoles se
afadieron a las 6, 30 y 54 horas de cultivo de las células
tumorales. Transcurridas 72 horas, se determiné el efecto de
los polifenoles sobre el crecimiento in vitro de las células
B16M-F10 (véase también figura 20a, apartado 4).

Ademas, con el fin de comparar el efecto del resveratrol
(RESV) con el efecto de t-PTER y QUER, se hicieron estudios
utilizando -RESV sobre el crecimiento in vitro de las células
B16M-F10.

El t-RESV fue aplicado a la concentracion de 12uM, que era la
concentracion media de las que se obtuvieron durante la
primera hora tras la administracion i.v. de 20 mg de +-RESV/kg

de peso (Asensi y cols, 2002).
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Tabla 10: N° de células de melanoma B16M-F10 tras 72 horas de cultivo
en presencia de t-RESV y/o t-PTER y/o QUER durante 1 hora/dia

CRECIMIENTO TUMORAL
(n° células x 10°)
A las 72h de cultivo

CONTROL 1,020 £ 0,09
t-RESV 1,015 £ 0,07
t-PTER 0,610 + 0,05**
QUER 0,830 £ 0,07*
t-RESV +QUER 0,578 + 0,06**
t-RESV + t-PTER 0,778 + 0,05**
t-PTER + QUER 0,450 + 0,04**

Los resultados se expresan como la media aritmética + la desviacion
estandar entre los valores obtenidos de cada experimento. La significacion
estadistica se determiné mediante el test de la t de Student y se expresa

como sigue: * p<0,05; **p<0,01 comparando cada condicioén con el control.

Como podemos observar en la tabla 10, exposiciones a una
concentracion de -RESV, durante una hora al dia, no produjo
efectos significativos sobre el crecimiento de las células B16M-
F10. Sin embargo, el derivado dimetoxilado del t-RESV, el t-
PTER, aplicado durante una hora al dia y a una concentracion

de 40uM, inhibié un 40% el crecimiento in vitro de las células
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B16M-F10. También observamos que cuando se aplica QUER
(20uM, 1h/dia) se inhibe un 19% el crecimiento in vitro de las
células B16M-F10.

Por otra parte, ni la asociaciéon de t-RESV y -PTER, ni la
asociacion de t+RESV y QUER, a concentraciones
biodisponibles, produjeron efectos aparentes sobre Ia
proliferacion in vitro de las células B16M-F10 con respecto a
los polifenoles no asociados (~ 40% t-PTER vs ~ 43% t-PTER+
t-RESV, ~ 19% QUER vs ~ 24% QUER+ t-RESV). Sin
embargo, la asociacién -PTER y QUER es la condicién que

induce mayor inhibicién del crecimiento de las células (~ 56%).

4. Interaccion in vitro entre las células B16M-F10 con el
HSE

Se estudio el efecto de +-PTER, QUER y t-RESV sobre la
interaccion in vitro entre las células B16M-F10 y el HSE. Los

resultados que se obtuvieron se muestran en la tabla 11.

Las concentraciones utilizadas en este estudio fueron 40uM de
t-PTER, 20pM de QUER y 12uM de t-RESV, concentraciones
que representan aproximadamente la media de las obtenidas
durante la primera hora, tras la administracion i.v. de 20mg de

cada polifenol/kg de peso.
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Para determinar el grado de adhesion entre las células B16M-
F10 y las células del HSE, se les aplicé a estas ultimas, 40uM
de t-PTER y/o 20uM de QUER y/o 12uM de +-RESV durante
una hora. Estas células endoteliales estaban adheridas a una
matriz de colageno y tras 12 horas de la aplicacion de los
polifenoles (véase figura 21), se cocultivaron durante 20
minutos con las células B16M-F10 (véase figura 21). Estas
células habian sido pretratadas con polifenoles (una hora cada
dia en su medio de cultivo; en concreto, se anadieron a las 6,

30 y 54 horas de cultivo) (véase figura 21).

Se estudié también la citotoxicidad inducida por las células del
HSE sobre las células tumorales adheridas (expresada como el
porcentaje de células tumorales adheridas que pierden su
viabilidad). Para ello, el cocultivo se mantuvo durante 6 horas y
tras este tiempo y se midié la fluorescencia que emitian las
células tumorales, que se habian marcado con Calceina-AM
(véase apartado 2.6 de Materiales y Métodos) (véase figura
21).

Se realizaron ensayos de invasion in vitro, determinandose
después de 5 dias de cocultivo, el numero de colonias
tumorales formadas gracias al paso de células tumorales a
través de la monocapa endotelial (véase apartado 2.7 de
materiales y métodos) (véase figura 21). Los resultados se

muestran en la tabla 11.
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Figura 21: Protocolo y pretratamiento para el cocultivo

Cultivo de B16M-F10

Oh 24h 48h T ﬁh
GhT 3OhT 56h

* PFs x1h * PFs x1h * PFs x1h

> Cocultivo
Cultivo de HSE

>

Oh TT 24h
1h

1 12h (TNF-a + INFly)

+ PFs x 1h

Esquema-resumen del procedimiento que se sigue para el tratamiento
previo y cocultivo de células B16M-F10 y HSE en el ensayo de adhesion y

citotoxicidad entre ambos tipos celulares.
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Tabla 11: Porcentaje de células B16M-F10 adheridas al HSE, porcentaje
de citotoxicidad de las células B16M-F10 adheridas y n°® de colonias

formadas en presencia de t-RESV y/o t-PTER y/o QUER in vitro

Células tumorales
Adhesion Citotoxicidad Formacion
Colonias
(%) (% células N°/ cm?
adheridas)
Control 100 £ 15 15+2 157 + 17
t-RESV 53 + 7** 12+3 104 + 12**
t-PTER 40 + 6** 19 + 3* 89 + 9**
QUER 98 + 11 52 + 6** 106 +15**
t-RESV+t-PTER 32 +4** 17 +4 77 + 8**
t-RESV+QUER 55+ 7** 55 + 7** 70 £ 7**
t-PTER+QUER 37 £ 5** 54 + 5** 41 + 5**

Cada dato expuesto en la tabla representa la media aritmética + la
desviacion estandar de 6 experimentos distintos en cada caso. La
significacion estadistica se determin6 mediante el test de la t de Student y
se expresa como sigue: *p<0,05; **p<0,01 comparando cada condicién con

el control.

En la tabla 11 se observa que sobre la adhesién actuan el t-
RESV y el -PTER de tal modo que, con el t-RESV el
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porcentaje de las células B16M-F10 adheridas al endotelio se

redujo un ~ 47% y con su analogo, el t-PTER, se redujo en un
~ 60%. El t-RESV junto con t-PTER redujo la adhesion en un ~
68%.

En el caso de la aplicacion de t-RESV junto con QUER la
adhesion se redujo un ~ 45%, y un ~ 63% en el caso de la
aplicacién de t-PTER junto QUER (resultados similares a los
que se obtienen con -RESV y -PTER aplicados por separado
sin QUER).

En la tabla 11 se observan, ademas, los datos en referencia a
la citotoxicidad causada por cada polifenol, y la asociacién
entre ellos, sobre las células B16M-F10 adheridas al HSE. En
este caso, el polifenol que mas citotoxicidad tumoral indujo fue
la QUER (~ 55%). El t-RESV no produjo efecto citotdxico, sin
embargo su analogo estructural, el -PTER indujo una

citotoxicidad de ~ un 19%.

La asociacion de -RESV y QUER produjo una citotoxicidad del
~ 52%, la asociacion de QUER y t-PTER produjeron una

citotoxicidad del ~ 54%. Estos resultados fueron muy similares

a los que se obtuvieron cuando se aplico QUER por separado
(~ 55%).

Finalmente en la tabla 11, se presenta el numero de colonias

formadas. En el caso del t-RESV se redujeron ~ un 40% las
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colonias. Cuando se aplico -PTER, redujeron ~ un 49% y con
QUER ~ un 44%.

Cuando se utilizaron asociaciones de polifenoles se vieron los
siguientes resultados. Con t-RESV y t-PTER se redujeron las
colonias metastatizadas en un 56% y +RESV y QUER las
redujeron un 60%, y -PTER y QUER y ~ un 74%.

5. Expresion de las moléculas de adhesion intercelular

Se estudié el efecto de los polifenoles sobre la expresion de
VLA-4 y de VCAM-1 en células B16M-F10 y HSE,
respectivamente. Los datos que se obtuvieron se muestran en
la tabla 12.

Las concentraciones utilizadas en este estudio fueron las

mismas utilizadas en el apartado anterior.

Para este ensayo se realizé un cocultivo de las células B16M-
F10 con las células del HSE (véase figura 20, apartado 4). Tras
20 minutos de cocultivo amdos tipos celulares se separan y se
incuban las células del HSE con anti-VCAM-1 y las células
B16M-F10 con anti-VLA-4, ambos marcados con fluoresceina
(véase apartado 2.8 en Materiales y Métodos). Los resultados

obtenidos se muestran en la tabla 12.
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Tabla 12: Efecto de t-PTER y/o QUER sobre la expresion de VLA-4 en
las B16M-F10 y de VCAM-1 en las células de HSE in vitro

A FL1
Control t-PTER QUER P+Q
B16M-F10 12+3 16+ 3 10 £2 14 +3
B16M-F10
+Anti- 159 + 27 168 + 31 144 + 32 150 £ 21
VLA-4
HSE 366 25+ 6 305 28+4
HSE +
Anti- 266 + 44 107 £ 19** | 242 +53 116 £ 17**
VCAM-1

Los datos representan la variacion en la intensidad de fluorescencia (A FL1)
y se expresan como el promedio de los valores obtenidos + desviacion
estandar de 4-5 experimentos diferentes, en cada caso. La significacion
estadistica se determind mediante el test de la t de Student y se expresa
como sigue: **p<0,01 por comparacion de las incubaciones con polifenol(es)

y en ausencia de ellos.

Como se muestra en la tabla 12, la aplicacion de t-PTER hizo
que la expresién de VCAM-1 en las células HSE disminuyera ~
un 40%, con respecto a la expresion de ésta en ausencia de
polifenoles. Sin embargo, la expresion de VCAM-1 no se vio
afectada con QUER. La asociacion de ambos polifenoles

consiguid un descenso en la expresion de VCAM-1 similar al
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que se obtuvo con t-PTER. En cuanto a la expresiéon de VLA-4
en las células B16M-F10, no se encontraron diferencias
significativas entre controles e incubaciones en presencia de

polifenoles (véase tabla 12).

6. Expresion de los genes pro- y antiapoptéticos en las
células B16M-F10

Se estudi6 la influencia de -PTER y QUER sobre expresion de
distintos genes de la familia Bcl-2, proapoptoticos vy
antiapoptoticos, en las células B16M-F10. Los resultados que

se obtuvieron se muestran en la tabla 13.

Tabla 13: Efecto de t-PTER y/o QUER sobre la expresion de genes

proapoptoéticos o antiapoptoéticos en células B16M-F10 in vitro

ADICIONES
GEN NINGUNA t-PTER QUER t-PTER + QUER
Bax 1,0+0,1 2,2+0,3* 2,5+0,3* 2,5+0,5
Bak 1,2+0,2 1,0+£0,1 1,6 £0,2* 1,3+0,2
Bad 0,9+0,1 1,1+ 0,1 2,3+0,3* 2,2 +0,3*
Bid 1,0+0,1 1,2+0,2 1,5+0,1** 1,5+0,1*
Bcl-2 1,1+0,2 0,5+0,1* 0,15 £ 0,05** 0,15 £ 0,05**
Bcl-w 1,2+0,1 0,9+0,1* 0,8 £0,2** 0,8 £0,2**
Bcl-x1 1,2+0,2 0,8+0,2 0,6 £0,1* 0,7 £0,2**
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Los polifenoles se incubaron a las mismas concentraciones y con el mismo
protocolo utilizado en las exposiciones anteriores (véase tabla 11, apartado
4). Los valores representan el “fold change” y se expresan como el
promedio de los valores obtenidos = desviacion estandar de 4-5
experimentos diferentes, en cada caso. Se compararon los valores
obtenidos con t-PTER y/o QUER y los valores control (*p<0,05, **p<0,01).

Los calculos estadisticos se realizaron con el test de la t de Student.

Como se muestra en la tabla 13, el --PTER aumentd el doble la
expresion del gen proapoptdtico bax con respecto a la
expresion de este gen en el control y redujo, ademas, la
expresion del gen antiapoptético bcl-2 en ~ un 54% y del gen

bcl-w en ~ un 25%.

Con QUER, obtuvimos resultados a destacar ya que aumenté
la expresion de todos los genes proapoptoticos. Aumentd mas
del doble la expresion de los genes bax y bak y aumentd ~ un
30%, la expresion de los genes bad y bid. Ademas hizo
disminuir la expresion de todos los genes antiapoptoticos
analizados; aproximadamente un 87% la expresion de bcl-2, un
33% la expresiéon del gen bel-w y un 50% la del gen bcl-xI. La
asociacion de ambos polifenoles, no modificd

significativamente el efecto logrado por la QUER.
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7. Metastasis hepatica in vivo

Se estudio el efecto in vivo de t-PTER y QUER sobre las
metastasis hepaticas del B16M-F10, y los resultados que se

obtuvieron se muestran en la tabla 14.

Tabla 14: Metastasis hepatica de células B16M-F10 normales y células
B16M-F10/tet-Bcl-2 pretratadas con t-PTER y QUER

MELANOMA
ADICIONES B16M-F10 B16M-F10/tet-Bcl-2
Bcl-2 NINGUNA 35+5 160 + 25"
intracel. .
t-PTER 21+ 4** 151+ 18
(U/mg s
QUER 9+ 3** 125+ 13
proteina)
t-PTER+QUER 712 118 + 16**""
Células NINGUNA 45+7 42+ 6
retenidas en
t-PTER 20 £ 5** 21 £ 4**
higado
QUER 46+ 9 4017
(Promedio/lo
bulo t-PTER+QUER 18 + 4** 17 £ 3*
hepatico)
Células NINGUNA 83 +14 85+13
tumorales
t-PTER 20 £ 5™ 91120
intactas
QUER 52 + 8** 87 £ 13"
(% células
en higado) t-PTER+QUER 48 + 10™ 90 £ 17"
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Densidad NINGUNA 27 +5 29+5
metastasica
t-PTER 18 + 4** 15 + 3**
(NO ++
QUER 15 + 4** 26 +5
focos/100m
m3) t-PTER+QUER 7 £ 2** 20 + 4*™
Vol. NINGUNA 22 +4 25+6
metastasico t-PTER 14 + 4** 15 + 3**
(% volumen QUER 12 + 3** 26 +5"
de higado) o
t-PTER+QUER 6 + 2** 19+5
Supervi- NINGUNA 13+ 2 12 + 1
vencia t-PTER 15+ 2 12+2
(dias) QUER 15+ 1 13+ 2
t-PTER+QUER 27 + 3** 14 + 2™

Los polifenoles se incubaron a las mismas concentraciones y con el mismo

protocolo utilizado en las exposiciones anteriores (véase tabla 11, apartado
4).con células B16M-F10 normales y células B16M-F10/Tet-Bcl-2 (con el

gen bcl-2 sobreexpresado). Los dos tipos de células tumorales se

inocularon via porta.

Las células retenidas en el higado, se calcularon 60 minutos después de la

inoculacion de éstas en el ratéon. El numero de células danadas, se midié 6

horas después de la inoculacion. El crecimiento metastasico se estudio a los

10 dias después tratar a los animales cada dia via i.v., con 20 mg de t-
PTER y/o QUER/ kg de peso.
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Finalmente, el estudio de los dias de supervivencia de los animales, se
realiz6 administrando cada dia via i.v. 20mg de t-PTER y/o QUER/ kg de

raton.

Se emplearon grupos de animales control, a los que se les inocularon

células tumorales que no habian sido expuestas a los polifenoles.

Los datos obtenidos en referencia a células retenidas y células intactas se
expresan como el promedio de los datos obtenidos + desviacion estandar
para 5 experimentos realizados. El crecimiento metastasico en el higado y
los dias de supervivencia se expresan como el promedio de los datos

obtenidos * desviacion estandar de 25 ratones por grupo experimental.

En todos los estudios, se compardé PTER+QUER vs controles (*p<0,05,
**n<0,01), y B16M-F10/Tet-Bcl-2 vs B16M-F10 (‘p<0,05, ""p<0,01). Los

calculos estadisticos se realizaron con el test de la t de Student.

Como se puede observar en la tabla 14, el pretratamiento de
ambos tipos de células tumorales con t-PTER y QUER in vitro,
antes de la inoculacion, redujo los niveles intracelulares de Bcl-
2. Teniendo en cuenta los datos obtenidos en las tablas 14 y 13
(apartado 6), podemos afirmar que éste efecto fue debido

principalmente a la QUER.

Ademas el t+-PTER y la asociacion de t-PTER y QUER,
disminuyeron de igual manera, el numero de células tumorales
B16M-F10 y B16M-F10/tet-Bcl-2 retenidas en el I6bulo

hepatico.
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El bajo nivel de Bcl-2 que presentan las células B16M-F10,
hace que éstas sean susceptibles al efecto de la QUER. Sélo
en este caso, se produjo un descenso en el numero de células
no dafiadas ya que en el caso de las células B16M-F10/tet-Bcl-

2 estuvieron protegidas por sus elevados niveles de Bcl-2.

El efecto de la administracion de los t-PTER y/o QUER via i.v.,
durante 10 dias, a los animales inoculados con los dos tipos de
células tumorales, influyd6 en mayor medida sobre el
crecimiento metastasico cuando se inocularon células B16M-
F10. En este caso, la densidad y el volumen metastasico se
redujo ~ un 74%. El --PTER y QUER demostraron tener un
efecto antimetastasico similar (disminuyendo ~ un 34% y un

45% la densidad y volumen metastasicos, respectivamente).

Ademas, en el estudio de los dias de supervivencia de los
animales tratados cada dia via i.v. con 20 mg de polifenoles/kg
de raton, se comprobd que vivieron durante mas dias al
tratarse de ceélulas B16M-F10 control. En este caso el
tratamiento con polifenoles practicamente duplicé la

supervivencia de los animales portadores de B16M-F10.
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8. Efecto de t-PTER y QUER sobre la produccion de NO y
H,0; por las células B16M-F10

Se estudio el efecto sobre la producciéon de NO y H,O, por
parte de células B16M-F10, en presencia de t-PTER y QUER y

los resultados que se obtuvieron se muestran en la tabla 15.

Tabla 15: Efecto de t-PTER y/o QUER sobre la generaciéon de NO y H,0,
por células B16M-F10

NOy H.0,
Adiciones (nmol/10°células)

Medio basal 0,43 £ 0,08 12,6 £2,9
t-PTER 0,27 + 0,06** 10,5+1,6
QUER 0,15 £ 0,04** 94 +1,7

t-PTER+QUER 0,05 £ 0,02** 83+14

Los polifenoles se incubaron a las mismas concentraciones y con el mismo
protocolo utilizado en las exposiciones anteriores (véase tabla 11, apartado
4). Las células tumorales de cultivaron como indica en la figura 20a del
apartado 4. Los datos que se obtuvieron corresponden al total de nitrito mas
los nitratos (NO,) y H,O, que se acumulé durante un periodo de 3 horas, 12

horas después de eliminar los polifenoles.

Los valores representan la media aritmética + desviacion estandar de 5
experimentos distintos. La significacion estadistica se determiné mediante el

test de la t de Student y se expresa como sigue: *p<0,05; **n<0,01
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comparando cada valor con los controles (“Medio basal” sin polifenoles
anadidos). Durante el periodo de incubacion las células B16M-F10

mantuvieron una viabilidad >95%.

Como se muestra en la tabla 15, t-PTER o QUER disminuyen
la generacion de NO por parte de las células B16M-F10,
logrando un efecto sinérgico cuando ambos estuvieron
presentes (llegando en este caso a reducir la produccion de NO
en ~ un 90%). En cuanto a la produccion de H;O,, solo se vio
afectada, cuando ambos polifenoles estuvieron presentes (en

este caso disminuyo ~ un 35%).

El NO enddgeno, puede producirse por la actividad de otras
NOS (eNOS. mNOS y nNOS) diferentes a la INOS (Salvucci y
cols., 2001; Haynes y cols., 2004). Sin embargo, el efecto de t-
PTER y QUER sobre la produccion de NO por las células
B16M-F10 (tabla 15) fue similar al obtenido cuando se traté a
éstas, durante 12 horas, con un inhibidor de INOS (2mM de
aminoguanidina, AMG). Asi que se puede deducir que la NOS

diana de estos polifenoles es fundamentalmente la iINOS.

A la vista de estos resultados, en un siguiente paso,
estudiamos el efecto t-PTER y/o QUER, sobre la expresion de
INOS. Ello se llevé a cabo mediante RT-PCR y los datos que
se obtuvieron se representan mediante un diagrama de barras

en la figura 22.
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Figura 22: Expresion del gen iNOS en B16M-F10 tratadas in vitro con t-

PTER y/o QUER
1.5 ;
1 7 e
(fold 1
change) o 75
05 ]
0.25 -
0
0 13
Tiempo (h)

Los barras representan los datos obtenidos que equivalen a la media
aritmética del fold change t la desviacion estandar de 5 experimentos

realizados.

La barra blanca a tiempo 0 corresponde a la expresion de iINOS antes del
ensayo con los polifenoles. La barra con rayas verticales corresponde a la
aplicacion de 40 uM de t-PTER; la barra negra corresponde a 20 uM QUER;

y la barra con rayas oblicuas corresponde a t-PTER+QUER;

La significacion estadistica se determiné mediante el test de la t de Student
y se expresa como sigue: *p<0,05 y **p<0,01, comparando los resultados a

tiempo 0 y a tiempo 13.
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Los datos obtenidos reflejaron que con t-PTER la expresiéon se
redujo ~ un 25%. Con QUER, el efecto fue mayor siendo la
expresion de iINOS ~ un 70% menor. Y por ultimo, el efecto
mas destacado se logré con la asociacion de ambos que

indujeron una disminucion de ~ un 90%.

9. Efecto de t-PTER y QUER sobre la generaciéon de NO y
H.O. durante la adhesion de las células B16M-F10 al HSE

Se estudio el efecto de t-PTER y QUER sobre la generacion de
NO y H>O, durante la interaccion de células B16M-F10 con
células HSE. Los resultados que se obtuvieron se muestran en
la tabla 16.

Tabla 16: Efecto de la aplicaciéon de t-PTER y/o QUER sobre la
generacion de NO, y H,0, durante la interaccion de las células B16M-
F10 con el HSE

NO, H.0,
Adiciones (nmol/10°células) %HSE (nmol/1060élulas) %HSE
Medio basal 25+0,6 90+8 38+7 66 + 12
t-PTER 3,7+0,8 86 + 11 45+ 8 70+£10
QUER 5,0+1,0* 89+ 14 41+7 73+ 11
t-PTER+QUER 7,2+1.2* 84 +10 42 +10 69 + 13
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Los polifenoles se incubaron a las mismas concentraciones y con el mismo
protocolo utilizado en las exposiciones anteriores (véase tabla 11, apartado
4). El medio de cultivo se analiz6 pasadas 3 horas del cocultivo y se
determindé tanto el NO, como H,0O, (véase apartado 2.13 en Materiales y
Meétodos). Los valores representan la media aritmética + desviacion
estandar de los 6 experimentos realizados. La significacion estadistica se
determin6 mediante el test de la t de Student y se expresa como sigue:
**n<0,01 comparando cada valor con el control. (EI “Medio basal” sin
polifenoles adicionados). Durante el tiempo de incubacion las células tanto

las del endotelio como las tumorales mantuvieron una viabilidad >95%.

La tabla 16 muestra que durante el proceso de adhesion in vitro
de las células B16M-F10 al endotelio, la QUER y la asociacion
de PTER y QUER, incrementaron en gran medida la
liberacion de NO al medio extracelular y sin embargo, cuando
se analizaron los niveles de H;O,, no se observd ninguna
diferencia significativa con respecto del medio basal. Este
hecho es importante, ya que un aumento de los niveles de NO
en el microambiente de la célula tumoral supone un riesgo para

la viabilidad de ésta (Carretero y cols., 2001).

Ademas en la tabla 16, se muestra el porcentaje de NO que
procede de las células del HSE durante el proceso de
adhesion. Para ello, en un experimento paralelo, se utilizaron
células del HSE precultivadas durante 12h en presencia de
1mM N-NAME (N-nitro-L-argigina metil éster), que bloqueaba la

sintesis de NO (Rees y cols, 1990) sin alterar la adhesion. De
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este modo, el NO presente procedia sélo de las células B16M-
F10 y la diferencia resultante corresponderia al NO producido
por las células del HSE. Ademas, otro método que se realizd
para este fin, fue el de restar al NO presente en el medio del
cocultivo, el NO generado cuando las células tumorales se
habian cultivado sin células endoteliales. Este ultimo
procedimiento se utilizé también, para determinar el porcentaje

de H,O, producido a partir de las células de HSE.

Podemos afirmar asi (véase tabla 16), que la mayor parte del
NO y H»O, generado durante la adhesidon, procede de las
células del HSE.

Con estos resultados se estudié si -PTER y/o QUER influian
sobre la expresion de eNOS en las células del HSE. Los datos
que se obtuvieron por RT-PCR se representan mediante un

diagrama de barras en la figura 23.
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Figura 23: Expresion del gen eNOS en células del HSE tratadas in vitro
con t-PTER y/o QUER

S #
eNOS
(fold
change) 1 % %

2 *

1 T

0

0 13
Tiempo (h})

Los barras representan los datos obtenidos equivalentes a la media
aritmética del fold change t la desviacion estandar de 5 experimentos

diferentes realizados.

La barra blanca a tiempo 0 corresponde a la expresion de eNOS antes del
ensayo con los polifenoles. La barra a rayas verticales corresponde a la
incubacion con 40uM de t-PTER; la barra negra a la incubacion con 20uM

de QUER; y la barra con rayas oblicuas corresponde a t-PTER+QUER;

La significacion estadistica se determiné mediante el test de la t de Student
y Se expresa como sigue: *p<0, 05 y **p<0,01, comparando los resultados a

tiempo 0 y a tiempo 13.
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La QUER duplicé aproximadamente la expresion de eNOS. El
t-PTER, aumentd ~ un 25% la expresion. Y la asociacion de t-

PTER y QUER practicamente la triplico.

10. Interaccion in vitro entre las células B16M-F10 con el
HSE eNOS (+/+) y eNOS (-/-)

Se estudio el efecto de +-PTER, QUER y t-RESV sobre la
interaccion in vitro entre las células B16M-F10 y dos tipos de
células del HSE. Se estudié el efecto de estos polifenoles sobre
la adhesion, viabilidad y crecimiento invasivo de las células
B16M-F10 en su interaccién con dos tipos de células HSE. Los

resultados que se obtuvieron, se muestran en la tabla 17.

Tabla 17: Efecto de t-PTER y QUER durante la interaccion in vitro con
células del HSE eNOS (+/+) y eNOS (- /-)

Adiciones eNOS (+/+) eNOS (-/-)
Adhesion 6512 6111
tumoral (%)

P+Q 3147+ 3415*

NO, 2,2+0,4 0,2+0.1*

(nmol/10°células) P+Q 7,7+1,0* 0,4+0,1"
H,0, 3615 3516
(nmol/10°células) P+Q 42+7 3916
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Citotoxicidad S 10+3 1+0,5"
B16M-F10 (%) )
P+Q 56+8* 3+1

Células -_— 512 1 iO,5+
apoptoticas (%

S (%) P+Q 42+7* 140,5"

N° de colonias S 77+9 152+16"

cebajolcel P+Q 135" 132417
endotelio/cm?

Los polifenoles se incubaron a las mismas concentraciones y con el mismo
protocolo utilizado en las exposiciones anteriores (véase tabla 11, apartado
4).Se utilizaron células del HSE eNOS (+/+), es decir, que expresa el gen
eNOS y células HSE eNOS (-/-), es decir, con el gen eNOS deficiente. Los
valores representan el promedio de los resultados obtenidos + desviacion
estandar para 5-6 experimentos diferentes, en cada caso. La significacion
estadistica se determind mediante el test de la t de Student y se expresa

como sigue: *p<0,01 comparado t-PTER y QUER con los casos sin
adiciones, 'p< 0,01 comparando eNOS (-/-) frente a eNOS (+/+).

Como se puede observar en la tabla 17, el % de adhesion de
las células B16M-F10 al endotelio disminuye en presencia de
ambos polifenoles. Un hecho en concordancia con los datos
que se obtuvieron anteriormente, donde se demostraba que el
t-PTER disminuia la expresion de VCAM-1 en el endotelio

(véase tabla 12 apartado 5).
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En el caso de células eNOS (-/-), los niveles detectados de NO
fueron muy bajos, tanto con polifenoles como sin ellos. Lo cual
indica que el aumento de NO inducido por los polifenoles tiene

lugar via eNOS.

T-PTER y QUER, indujeron un aumento del porcentaje de
muerte de células B16M-F10 (principalmente por apoptosis)
durante la adhesion con las células endoteliales. Este efecto

fue dependiente del NO.

La produccién de H;O, en ninguno de los casos se vio

afectada.

La asociacion de ambos polifenoles aumento la citotoxicidad y
el porcentaje de apoptosis de las células tumorales cuando se
trataba de células eNOS (+/+). Estos valores fueron muy bajos

cuando se trataba con células HSE eNOS (-/-).

Ademas, en el ensayo de invasion in vitro, se observd que al
aplicar ambos polifenoles, se produjo un marcado descenso (~
83%) en el numero de colonias subendoteliales. Este hecho
ello ocurrié con células eNOS (+/+), sin embargo con células

eNOS (-/-) el descenso no fué significativo.

Para saber si el efecto citotéxico que sufren las células
tumorales era mediado por el NO, se afiadié al cocultivo, una
sal potasica captadora de moléculas de NO (sal potasica del
oxido de 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxilo

a una concentracion de 300mM). En estas condiciones se
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observd que, tanto con polifenoles como sin ellos, la

citotoxicidad tumoral era muy baja.

11. Regulacion de la expresion de bcl-2 por el NO en
células B16M-F10

Se estudio la influencia del NO sobre la expresion del gen bcl-2
en células B16M-F10. Los datos que se obtuvieron se
muestran en la tabla 18. Manipulamos los niveles de NO
generados por las células B16M-F10 mediante un inhibidor
especifico de INOS, el AMG que reduce la generacion de NOy;
y por otro lado, con el dador de NO, SNAP (S-nitroso-N-acetil-

D,L-penicilamina) que aumenta los niveles de NO.

Tabla 18: Efecto de NO sobre la expresion de bcl-2 y los niveles de
Bcl-2 en células B16M-F10

NO, Bcl-2 Bcl-2
Adiciones (nmol/ (fold (unidades/mg
10°células) proteina)
change)

Medio basal 0,39+0,07 1,1£0,2 3216
AMG(2mM) 0,05+0,02* 0,1+0,03* 4+1*
SNAP(0.3mM) 0,62+0,12* 0,9+0,2 305
SNAP(3mM) 7,15+0,26 0,2+0,07* 7+2*
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AMG(2mM)+

SNAP(0.3mM) 0,33+0,08 1,0+0,2 307

AMG(2mM)+

SNAP(3.0mM) 6,08+0,17* 0,3+0,09* 9+3*

t-PTER(40

M)+QUER(20uM
HM)*+QUER(20uM) 0,04£0.01* | 0,050,02* B41*

t-PTER(40

MM)+QUER(20pM)
0,36+0,07 1,0£0,1 35+4

+ SNAP(0.3mM)

t-PTER(40

M)+QUER(20pM
HM)+Q (20uM) 6,44+0,23* 0,3+0,05* 10+4*

+ SNAP(3mM)

El AMG y/o SNAP fueron afiadidos a las 12 y a las 24h de cultivo de las
células B16M-F10, respectivamente. Los niveles de NO, se determinaron 30
horas tras la siembra. El analisis de la expresion de bcl-2 (por RT-PCR) se
realizo 36 horas despuées de la siembra y la medida de los niveles de Bcl-2
se realizo 48 horas después. Los datos representan la media aritmética *
desviacion estandar de 5 experimentos realizados. La significacion
estadistica se determind mediante el test de la t de Student y se expresa
como sigue: *p< 0,01 comparando cada valor con el control (medio basal o

sin polifenoles ariadidos).
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Como se muestra en la tabla 18, la inhibicion de iINOS por el
AMG va acompafiada de un notable descenso en los niveles de

NO, en la expresion de bcl-2 y en los niveles de proteina Bcl-2.

Con 0,3mM de SNAP, los niveles de NO se recuperan hasta
valores control, y también la expresion del gen bcl-2 y la

concentracion de Bcl-2.

Sin embargo, cuando se afiade 3mM de SNAP, aunque el nivel
de NO aumenta considerablemente, la expresion de bcl-2

disminuye y los niveles de Bcl-2 también.

Ademas, como se muestra en el tabla 18, el efecto de 0,3mM
de SNAP, revierte el efecto de t-PTER y QUER, e indica que t-
PTER y QUER reducen la expresion de bcl-2 via NO, como el
AMG.

Con estos resultados podemos afirmar que tanto dosis altas de
NO como dosis bajas, tienen efecto similar en cuanto a la
disminucion en expresion de bcl-2 y los niveles de proteina Bcl-
2.

12. Estudio de la actividad de CREB en células B16M-F10
en presencia de t-PTER y QUER

Se estudid la influencia de los polifenoles sobre la activacion de
CREB en células B16M-F10 y los resultados se muestran en la

figura 24.
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Se ensayaron distintas condiciones, una aplicando AMG, otra
aplicando -PTER y QUER, y la tercera aplicando ambos
polifenoles junto con SNAP y se comparé la cantidad de CREB

fosforilado con respecto a valores control.

Figura 24: Efecto de t-PTER y QUER sobre la fosforilaciéon de CREB en
los residuos de Ser133 en células B16M-F10

1 2 3 4
CREB —
PCREE | - e s -

El AMG (2mM) y SNAP (0.3mM) se ariadieron a las 24 y 36 horas de cultivo
de B16M-F10, respectivamente y 40uM de t- PTER y 20uM de QUER se
afadieron (durante una hora) tras 23 horas de cultivo. El extracto celular
obtenido 24 horas después de la adicion de estos compuestos se analizd
mediante Western blott. Las proteinas reaccionaron con anticuerpo
especifico de P-CREB y CREB. Linea 1, control; linea 2, AMG; linea 3, t-
PTER y QUER; linea 4, t-PTER, QUER, y SNAP.

La aplicacion de t
-PTER y QUER produjo una disminucién de CREB-P, (CREB
fosforilado en el residuo Ser133), al igual que con el inhibidor
de iINOS, AMG. La aplicacion de los polifenoles, junto con 0,3

mM de SNAP, hizo que se recuperaran los niveles de CREB
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fosforilado hasta niveles control: Este efecto se corresponde
coherentemente con los resultados de la tabla 18 (véase

apartado anterior).

13. Estudio de la activacién de N-SMasa y de los niveles de
ceramida, a partir del NO liberado por el HSE, en presencia
de t-PTER y QUER

Se estudio el efecto de t-PTER y QUER sobre la actividad de la
N-MSasa y sobre sobre los niveles de ceramida en células
B16M-F10, durante su interaccion con células del HSE eNOS
(+/+) y eNOS (-/-). Los datos que se obtuvieron se muestran en
la tabla 19.

-192 -



RESULTADOS

Tabla 19: Efecto del t-PTER y QUER sobre la actividad de N-SMasa y

los niveles de ceramida en B16M-F10 durante la interaccion de éstas

con el HSE
B16M-F10
+eNOS(+/+) +eNOS(-/-)
Adiciones | = ----- PtQ | @ - P+Q

N-SMasa(Mg

dependiente
S ) 1,26+0,34 2,35+0,55* 1,05+0,23 1,17+30"

N-SMasa(Mg

independiente)
0,50+0,17 0,55+0,14 0,47+0,12 | 0,52+0,20

SMasa-ac. 7,44+2,10 6,82+1,58 7,59+1,41 7,12+2,00

Ceramida 36+12 75120 3048 34+10"

Los polifenoles se incubaron a las mismas concentraciones y con el mismo
protocolo utilizado en las exposiciones anteriores (véase tabla 11, apartado
4). Se utilizaron células del HSE eNOS (+/+) y células HSE eNOS (-/-), (con
el gen eNOS deficiente). Las distintas medidas se llevaron a cabo en
células aisladas tras 3 horas de interaccion con el endotelio. Los datos
representan la media aritmética + desviacion estandar de los 5
experimentos realizados. La significacion estadistica se determiné con el
test de la t de Student y se expresa como sigue: *p< 0,01 comparando t-
PTER+QUER con los resultados de estudios sin polifenoles afiadidos *p<
0,01 comparando eNOS(-/-) con eNOS (+/+). La actividad de N-SMasa y los
niveles de ceramida se expresa como nmol/mg de proteina/hora y como
pmol/mg de proteina, respectivamente. Durante la incubacion las células
tanto del HSE como las B16M-F10 mantuvieron una viabilidad >90%.
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Como se muestra en la tabla 19, se produce un aumento de los
niveles de ceramida en las células B16M-F10 cocultivadas con
células del HSE eNOS (+/+); se comprueba que este fenbmeno
coincide con el incremento de la activacion de la enzima N-
SMasa (Mg dependiente). Existe una diferencia a destacar, en
los niveles de ceramida y en la actividad y N-SMasa (Mg
dependiente), al comparar los ensayos con eNOS (-/-) y eNOS

(+/+), siendo en este ultimo caso los valores mas elevados.
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DISCUSION

1. Biodisponibilidad de t-PTER y QUER

La biodisponibilidad y la eficacia biolégica son términos que
debemos tener en cuenta antes de afirmar que las dietas ricas
en polifenoles tienen efectos beneficiosos para la salud (Asensi
y cols, 2002; Fremont, 2002; Goldberg y cols 2003).

La biodisponibilidad de los polifenoles depende de la estructura
molecular de cada uno y de las reacciones metabdlicas que
sufren en el organismo. En cualquier caso, la gran mayoria de
ellos administrados via oral, no supera en plasma Ila

concentracion de 1 uM (Scalbert y Williamson, 2000).

Un ejemplo de polifenol que ha demostrado poseer una baja
biodisponibilidad es el trans-resveratrol (t--RESV), un estilbeno
de origen vegetal que se aislé de las raices de una planta
medicinal de oriente, Polygonum Cuspidatum (Ko-jo-con en
japonés) (Nonomura y cols., 1963), que era conocida por sus
efectos beneficiosos sobre numerosas enfermedades. Un
efecto asociado a su elevado contenido en polifenoles (Hsu y
cols., 2007).

- 195 -



DISCUSION

El RESV se encuentra en al menos 72 especies vegetales,
algunas de las cuales forman parte de nuestra dieta como son
las moras, los cacahuetes y las uvas. En el vino se alcanzan
concentraciones relativamente importantes, y este hecho es la
razén por la cual se le ha atribuido a esta bebida numerosos
efectos saludables. Aunque hay que sefalar que los estudios in
vitro, registrados en la literatura, determinan la accion de los
polifenoles presentes en el vino a concentraciones muy
superiores a las que se encuentran en el plasma. Para hacerse
una idea, las concentraciones mas bajas utilizadas in vitro,
fueron diez veces superiores a las concentraciones plasmaticas
mas elevadas encontradas en condiciones posprandiales

(Andriambeloson y cols., 1997).

El RESV ha demostrado tener propiedades anticancerigenas
(Jang y cols., 1997; Jang y Pezzuto, 1999; Kimura y Okuda,
2005), cardioprotectoras (Kaga y cols., 2005; Das y cols., 2006;
Penumathsa y cols., 2007), y neuroprotectoras (Wang vy cols.,
2003; Cao y Wang, 2005; Ates y cols., 2007; Hauss y cols.,
2007). Incluso, se ha le ha atribuido la capacidad aumentar la
longevidad (Sinclair y cols., 2003). Pero se cuestiona si el

RESV podria ejercer efectos in vivo.

Se ha demostrado que el efecto antitumoral del RESV esta
limitado por su baja biodisponibilidad (Asensi y cols, 2002). El
RESV se absorbia pero también se eliminaba rapidamente. En

consecuencia los niveles que se alcanzaban en plasma
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resultaban muy bajos, y no justificaba posibles efectos

biolégicamente relevantes.

Tras su ingesta, el RESV sufre en el intestino reacciones de
glucuronidacion (Gunter y cols., 2000), sulfatacion e
hidrogenacion (por la flora intestinal) (Walle y cols., 2004); y
tras ser absorbido, sufre este tipo de reacciones metabdlicas a

nivel hepatico (De Santi y cols., 2000).

Esta conjugacion, afecta mayoritariamente en los oxigenos de
las posiciones 3 y 4’ de los anillos aromaticos (Wang y cols.,
2001). Siendo mas favorable en la posicion 3 y mas
desfavorable cuando la molécula presenta una configuracion

trans (Aumont y cols., 2001).

Con el fin de mejorar la biodisponibilidad del RESV, pensamos
en una estructura quimica analoga a éste, donde: a) Se
modificaban los grupos estructurales que le hacian ser mas
susceptible a sufrir reacciones de conjugacion (grupos metoxilo
en las posiciones 3 y 5 del segundo anillo); y b) Se
conservaban los grupos estructurales responsables de su
capacidad antioxidante y antitumoral (grupo hidroxilo en
posicion 4’ y su configuracion trans) (Stivala y cols, 2001). Con
estos requisitos, disefiamos una estructura molecular analoga
al trans-resveratrol (t-RESV) que coincidia con la estructura de
un polifenol natural presente en las plantas del género
Pterocarpus, el trans-pterostilbeno (t-PTER). La raiz de esta

planta (Pferocarpus marsupium) se conocia por sus
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propiedades antibiabéticas (Manickam y cols., 1997). Ademas,
en estudios recientes se ha comprobado los beneficios que
presenta el extracto acuoso de esta planta como reguladora del

metabolismo de la glucosa (Grover y cols., 2005).

El t-PTER, también ha demostrado tener propiedades
anticancerosas por su capacidad antioxidante (Rimando y cols.,
2002), como inductor de la apoptosis en lineas de linfoma muy
agresivas (Tolomeo y cols., 2005) y en carcinoma gastrico
humano (Pan y cols., 2007). Recientemente se le ha atribuido
ademas propiedades antiinflamatorias y  analgésicas

(Remsberg y cols., 2007).

Pensamos que el {-PTER ademas de presentar multiples
beneficios para la salud, presentaria una mayor
biodisponibilidad, por el hecho de tener los oxigenos de los
grupos hidroxilo en posicion 3 y 5, protegidos por grupos metilo
de las posibles reacciones metabdlicas del organismo (véase
figura 25).

Figura 25: Estructura quimica del -RESV y del t-PTER

OH OMe
OH oM

trans-RESVERATROL trans-PTEROSTILBENO

S
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Ademas, con el objetivo de aumentar la biodisponibilidad del t-
PTER, afadimos a nuestros ensayos otro polifenol, la
quercetina (QUER). Un flavonoide presente en muchos
alimentos de nuestra dieta al que también se le han adscrito
propiedades antitumorales (Lamson y Brignall, 2000; Ross y
Kasum, 2002; Orsolic y cols., 2004; Devipriya y cols., 2006) y
que compite con el t-RESV por el metabolismo hepatico (De
Santi, 2000). Consecuentemente, también competira con su
analogo, el --PTER.

Con el fin de determinar la biodisponibilidad del t-PTER vy la

QUER, realizamos distintos estudios farmacocinéticos.

En primer lugar, administramos via oral dosis de 20 mg/kg de
t-PTER o QUER, dosis que habia sido utilizadas por Asensi y
cols. (2002), en sus estudios con el t-RESV; y las
concentraciones plasmaticas detectadas de t+-PTER y QUER
fueron mas elevadas que las obtenidas cuando se administraba
el t-RESV (véase tabla 7, apartado 1 de “Resultados”) pero sin
embargo, insuficientes para que pudieran ejercer un efecto

antitumoral significativo en el organismo.

Cuando se administré la misma dosis via i.v., se obtuvieron
concentraciones plasmaticas mucho mas elevadas (véase tabla
8, apartado 1 de “Resultados”). A partir de estos niveles
plasmaticos, representando linealmente los valores de los
logaritmos neperianos de las concentraciones plasmaticas

obtenidas, pudimos calcular la semivida biologica de t-PTER y
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QUER que era de 77,9 y 20,1min, respectivamente (véase

siguiente figura):

Figura 26: Logaritmo neperiano de los niveles plasmaticos vs tiempo.

° 1
4 %‘l&“h. O t-PTER; ¥ = -0,009x+3,812
In[PFs] 3 - " “‘“--?ZH__H @ QUER;y = -0,035x+3,684
-_1.. s H‘
1 : . ..‘-_x.. - HEH
0 o— . — 0

80 180 280 380 480

Tiempo (min)

Teniendo en cuenta que la semivida del RESV era de 14,4min
(Asensi y cols., 2002), los resultados obtenidos ofrecian una

mejora posible en la eficacia bioldgica.

A partir de dichas concentraciones (véase tabla 8, apartado 1
de “Resultados”), calculamos la concentracion plasmatica
media durante la primera hora tras la administracion i.v. de
cada uno: 40uM para el t-PTER y 20uM para la QUER.

Por tanto, con las modificaciones estructurales propuestas

conseguimos aumentar la  biodisponibilidad tras la
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administracion i.v. Estas concentraciones aplicadas sélamente
durante 1 hora/dia, en estudios in vitro, nos aproximan a lo que
puede ocurrir in vivo si administramos al animal una dosis
diaria de 20 mg/kg de t-PTER y/o kg de QUER via i.v.

Por otra parte, observamos que la rapida eliminacién de los
polifenoles estudiados a partir del plasma no se debe a un
acumulo extravascular (véase tabla 9, apartado 2 de los

“‘Resultados”).

2. Efecto de t-PTER y QUER sobre la proliferacion

tumoral in vitro

Estudiamos los efectos anticancerosos del t-PTER y/o QUER a
concentraciones biodisponibles. En algunos casos, Ilo
comparamos con el efecto de 12 uM de t-RESV aplicado
solamente durante 1 h/dia (concentracidn media durante la
primera hora tras la administracion de 20 mg/kg de -RESV via

i.v.; Asensi y cols., 2002)

El modelo tumoral utilizado fue el de melanoma B16 murino,
concretamente una linea tumoral muy agresiva, la B16M-F10,
bien diferenciada, con alta capacidad metastasica, y que
satisface todos los requisitos bioquimicos demandados para el

presente trabajo.

Tras la administracién i.v. se obtuvieron unas concentraciones
de t-PTER y QUER (tabla 10, apartado 3 de "Resultados”) que
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inhibieron in vitro el crecimiento tumoral ~ un 56% sin
incrementar el indice de muerte celular. Ello sugirio que el t-
PTER y la QUER actuarian como rapidas sefiales moduladoras

del mecanismo de division celular.

Basandonos, en la biodisponibilidad de estos polifenoles y en
los resultados de la tabla 10, seleccionamos la combinacion de
t-PTER y QUER para el estudio de su efecto en la progresiéon
metastasica. Investigamos asi, el efecto del --RESV, -PTER,
QUER, y las posibles combinaciones entre ellos, sobre la
interaccion in vitro del HSE con las células B16M-F10.
Paralelamente al efecto sobre el crecimiento tumoral (véase
tabla 10 de “Resultados”), la asociacion de t-PTER y QUER fue
la mas efectiva en cuanto a la disminucion del % de células
B16M-F10 adheridas al HSE y en cuanto al incremento del %
de citotoxicidad producida por el endotelio (véase tabla 11 de

“‘Resultados”).

Selectinas, integrinas, cadherinas, inmunoglobulinas, etc.,
estan implicadas en la unién (“docking”) entre las células
metastasicas y las del endotelio, que son uniones débiles y
transitorias (Ortega y cols., 2003). Este mecanismo de
interaccién incluye un receptor de manosa que media la unién
entre las células tumorales y el HSE. Esta union estimula al
endotelio para que libere citoquinas proinflamatorias y agentes
oxidantes como el NO y el H,O,; asi como para que se exprese

VCAM-1, una proteina de adhesion intercelular, que refuerza la
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unién entre ambos tipos celulares (“locking”) y facilita la
liberacion de factores de crecimiento del melanoma (Mendoza
y cols., 1998).

En la unién (“locking”) participa la proteina de adhesion VLA-4
de las células tumorales que se adhieren al endotelio a través
de la VCAM-1, un proceso bien conocido. Garofalo y cols.,
(1995) vieron que células de melanoma A375M humano
expresaban niveles altos de VLA-4, y que ésta se unia con la
proteina de adhesion VCAM-1. Este proceso de union es un
paso critico que precede al mecanismo de extravasacion e
invasion de las células B16M-F10. Aunque ello, no excluye
otros mecanismos moleculares que puedan intervenir u otro
tipo de uniones que tengan las distintas células metastasicas

con el endotelio (Orry cols., 2000).

En nuestros estudios vimos que el t-PTER inhibia la expresion
de VCAM-1 en el HSE, disminuyendo la adhesién de las
células B16M-F10 al endotelio via VLA-4 (tabla 12 apartado 5
de “Resultados”); y que tanto t-PTER como QUER (esta ultima
en mayor medida) indujeron cambios en la expresion de
proteinas de la familia Bcl-2, aumentando la expresién de
genes proapoptéticos y disminuyendo la expresion de los
antiapoptéticos en células B16M-F10 (tabla 13 apartado 6 de
“‘Resultados”). Un hecho que hacia que las células tumorales
fueran mas sensibles a la citotoxicidad provocada por el HSE

(véase tabla 14). Experimentos realizados in vitro demostraron
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que la QUER potenciaba Ila apoptosis en células
promielociticas humanas HL-60 (Shen y cols, 2003) y en
células de melanoma murino B1-BL6 (Zhang y cols, 2000)
sugiriéendo como causa de ello una disminucién en la expresion
de Bcl-2.

Debido a la semejanza estructural del t-PTER con el {-RESV,
los resultados 6ptimos que ibamos obteniendo con el t-PTER
se veian apoyados por estudios que se habian realizado con el
t-RESV: a) por un lado inhibia la expresion de VCAM-1 en
células endoteliales, disminuyendo asi la adhesion de las
células tumorales al endotelio [algunos estudios demostraban
que también podia inhibir la expresién de ICAM en granulocitos
(Ferrero y cols., 1998)]; y b) por otro lado inducia apoptosis
disminuyendo la expresion de Bcl-2 (antiapoptdtica) y
aumentando la expresion de BAX (proapoptoética) (Tessitore y
cols., 2000). Aunque los resultados de la tabla 14 (apartado 7),
sugieren que la apoptosis de las células tumorales es
independiente del gen BAX (Mahyar-Roemer y cols, 2002;
Pervaiz, 2003).

Seria muy interesante estudiar también si el -PTER y/o la
QUER tienen in vivo un caracter antiangiogénico como se

demostro con el -RESV y la QUER in vitro (Igura y cols., 2001).
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3. Efecto antitumoral del t-PTER y QUER in vivo

Para poder aproximar una posible aplicaciéon del t-PTER vy
QUER, investigamos su capacidad antimetastasica in vivo
frente a células B16M-F10. Asi mismo planteamos Ia
posibilidad de que los huéspedes sobrevivieran durante mas

tiempo.

Con estos objetivos administramos t-PTER y QUER via i.v.
(20mg/kg peso cada dia). Vimos que las B16M-F10 tratadas
con -PTER y QUER tenian bajo nivel de Bcl-2 y, como era de
esperar (Ortega y cols., 2003), resultaron mas sensibles a la
citotoxicidad producida por el endotelio. Esto, sumado al efecto
inhibitorio sobre la adhesion, mediado por el -PTER, hizo que
el crecimiento metastasico de dichas células disminuyese
considerablemente al cabo de 10 dias y aumentara, en gran
medida, el numero de dias de la supervivencia de los animales

(véase tabla 14).

Sin embargo, cuando realizamos ensayos idénticos pero con
células B16M-F10 que sobreexpresaban Bcl-2, disminuyo la
citotoxicidad provocada por el endotelio y ni el crecimiento
metastasico, tras 10 dias de tratamiento, ni el numero de dias
de supervivencia de los animales se vieron incrementados de

modo significativo.

Nuestros resultados sugerian que niveles elevados de Bcl-2

podian ejercer un efecto protector y que, consecuentemente,
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una terapia antitumoral anti-Bcl-2 podria mejorar la eficacia de

la terapia anticancerosa (Jason y cols., 2004).

En cuanto a la administracién de los polifenoles es importante
resaltar que si se demostrara que fuesen efectivos y no toxicos
para el ser vivo, la dosis podria ir en aumento. Ademas, la
administracion via oral también podria aportar beneficios, de
hecho esta idea es apoyada por la observacion de que se vio
que el t-RESV inhibia la expresion de VCAM-1 a bajas
concentraciones (1uM) (Asensi y cols., 2002). También
tendriamos que considerar el metabolismo que sufren este tipo
de polifenoles (Bravo y cols., 1998; Marier y cols., 2002;
Golberg y cols., 2003; Walle, 2004) y los efectos de sus
metabolitos (glucuronidos o sulfatados) (Wang y cols., 2004),
asi como el tipo de células tumorales susceptibles de ser
tratadas. Ademas, la asociacién de -PTER y de QUER podria
servir para tratar las patologias asociadas al estrés oxidativo,
como la diabetes, l|la arteriosclerosis, las enfermedades
neurodegenerativas, las isquemias coronarias (Davies, 1995).
Las dosis para tratar distintas enfermedades podrian ser muy

diferentes, dependiendo de cada patologia y de cada enfermo.
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4. Implicaciones moleculares en el efecto antitumoral de la
asociacion de t-PTER y QUER

La incubacion de las células B16M-F10 con t-PTER y QUER,
durante un tiempo corto y a concentraciones biodisponibles,
inhibid la expresion del gen que codifica la INOS (véase figura
22 de “Resultados”) y la generacién de NO (véase tabla 15 de
“‘Resultados”). El descenso de NO en las células tumorales
supuso una disminucion en la activacién del factor de
transcripcion CREB (su fosforilacion) y una disminucion de la

expresion de Bcl-2 (véase tabla 18 de “Resultados”).

Por otro lado, la asociacion de t-PTER y QUER aumento la
expresion de eNOS, enzima expresada en el endotelio vascular
(véase figura 23 de “Resultados”) facilitando que se liberara
mayor cantidad de NO durante la interaccién del endotelio con
las células tumorales. Y con ello favoreciendo la citotoxicidad
de las células tumorales (véase tablas 16 y 17 de
“‘Resultados”). En algunos estudios se demostré que tanto el t-
RESV (Wallerath y cols., 2002), la QUER (Chiesi y cols., 1995),
asi como otros polifenoles (Pechanova y cols., 2006; Rhatel y

cols., 2007), aumentaban la expresion de eNOS.

Ademas, durante la adhesion de las B16M-F10 con el
endotelio, la asociacion de t-PTER y QUER indujo un
incremento en la actividad de la esfingomielinasa neutra (N-
SMasa), dependiente de NO, en células cancerigenas. Por

tanto, se produjo un aumento en los niveles de ceramida
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presente en el citosol celular. EIl NO y la ceramida actuaron
como mediadores moleculares en la apoptosis inducida por la
deplecion de Bcl-2 en células B16M-F10 (véase tabla 18 y 19

de “Resultados”).

El NO se comporta de un modo paradéjico. Por una parte
concentraciones altas de NO inducen apoptosis (Chung y cols,
2001), pudiendo estar implicado en este fendmeno el estado
redox de la célula y la formacion de complejos con metales de
transicion (Carretero y cols., 2001; Moncada y cols., 1991;
Nathan, 1992). Este mecanismo apoya la idea de que una
activacion de eNOS puede favorecer a la muerte celular e
inhibir la invasion metastasica (Xie y cols., 1996). Por otra
parte, una baja concentracion de NO puede también inducir a
la apoptosis celular (Chung y cols, 2001). Se observd que el
AMG, que inhibe la sintesis de NO enddgeno, no afectaba al
ciclo celular pero causaba muerte por apoptosis (Salvucci y
cols, 2001). Ademas se vio que, in vitro, el +-RESV inducia
apoptosis de las células B leucémicas por inhibicion de la
expresion de la INOS (Roman y cols, 2000; Kim y cols., 2006).
Pero este efecto se producia en las 48h de cultivo de células B
leucémicas, a concentraciones no biodisponibles: Una
concentracién 10-50 uM de -RESV disminuyd la expresion de
INOS entre un 50-90%; y 50uM de t-RESV disminuyé los
niveles de Bcl-2 entre un 25-60% (Roman y cols, 2000). Otros
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estudios han demostrado también que los polifenoles del té son

responsables de la inhibicidn de INOS (Yuan y cols., 2006).

Como antes se ha explicado, tanto t-PTER como QUER,
disminuyeron la expresion de Bcl-2 (véase tabla 13, apartado 6
de “Resultados”), y ambos demostraron un efecto sinérgico en
la liberacion de NO por las células endoteliales y tumorales
(véase tablas 15 y 16 de “Resultados”). Es obvio pensar que
ambos polifenoles juntos deben ser mas efectivos que

separados.

Existen muchos estudios donde se ha demostrado que el NO
influye en gran medida en la expresion del gen antiapoptdtico
bcl-2 (Korzekwa y cols., 2006; Guan y cols., 2007; Rishi y cols.,
2007), un hecho que apoya a nuestros resultados (véase tabla
18 de “Resultados”).

Ademas, demostramos que habia una relacion directa entre la
inhibicion de la INOS en células metastasicas y la presencia de
ambos polifenoles a concentraciones biodisponibles. EI NO se
relaciona directamente con CREB (Galea y Feinstein, 1999;
Pilz y Casteel, 2003; Zhuravliova y cols., 2007).

El factor de crecimiento CREB, y las proteinas asociadas a él,
actuan como factores de supervivencia en las células de
melanoma humanas (Jean y cols, 1998). Comprobamos por
Wenster blot que la disminucion de NO liberado por las células

tumorales, debido a la presencia de -PTER y QUER y del
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inhibidor de iINOS, AMG, llevaba a un descenso en la
activacion de CREB (descenso de CREB fosforilado) (véase
figura 24 de “Resultados”) (la disminucion de la expresion de
CREB por polifenoles ya habia sido sugerida por lijima y cols.
en el 2000). Sin embargo, esta activacién se recuperaba con el
aumento de NO por parte del dador de NO, SNAP a

concentraciones adecuadas.

La disminucion de CREB fosforilado interfiere con el cGMP
dependiente de proteina kinasa, la ruta mas importante
activada por el NO (Pilz y Casteel, 2003). Por otro lado, el
aumento de NO liberado por el endotelio provoca un aumento
de la presencia de ceramida (véase tabla 19), un potente
activador de la apoptosis. EI aumento de ceramida causa un
aumento en la expresion de p53, gen supresor de tumores, lo
que provoca una disminucion en la expresion de bcl-2 (Kolb,
2000; Kim y cols, 2002). Recientemente, se demostré que p53
provoca la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
externa mediante la formacion de complejos con las proteinas
antiapoptéticas, Bcl-xL y Bcl-2 (Mihara y cols, 2003). El p53
promueve la expresion de genes propoptéticos como bax, o
actua activando la transcripcion de los genes inhibidores de las
cinasas dependientes de ciclina como el p21 (Kolb, 2000).
Entonces, la asociacion de -PTER y QUER, tedricamente,
podria actuar in vivo a través de diferentes pasos vy

mecanismos contra la progresion tumoral.
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Que estos polifenoles incluyan dentro de sus mecanismos la
regulacion de la liberacion de NO, abre una puerta con
implicaciones para el tratamiento de numerosas enfermedades
en las que esta molécula juega un papel importante
(Hollenberg, 2006; Malinski, 2007).

Las figuras 27 y 28 muestran los resumenes de los posibles
mecanismos de accion antimetastasica del -PTER y de la
QUER sobre el melanoma B16M-F10.

Figura 27: Resumen 1 de los mecanismos de acciéon de t-PTER y QUER
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El resumen 1 muestra que durante la adhesion de las B16M-F10 con el
HSE, el t-PTER inhibe la expresion de VCAM-1 en el HSE y que el tanto el
t-PTER como la QUER, inhiben la expresion de bcl-2 en las B16M-F10.
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Figura 28: Resumen 2 de los mecanismos de accion de t-PTER y QUER
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El resumen 2 muestra que el t-PTER y la QUER disminuyen la expresion de
iINOS, la fosforilacion de CREB y la consiguiente expresion de bcl-2 en las
B16M-F10 durante la etapa previa a la interaccion con el endotelio, y
ademas, se muestra que durante la interaccion de las B16M-F10 con el
HSE, el t-PTER y la QUER aumentan la expresion de eNOS en las células
del HSE, induciendo a la citotoxicidad tumoral y provocan la apopoptosis de
las B16M-F10 debido a que éstos activan la N-SMasa, que lleva a la

liberacion de ceramida desde la pared mitocondrial.
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En resumen, hemos visto que la asociacion de t-PTER vy
QUER, a concentraciones biodisponibles, tiene efectos
antimetastasicos sobre el melanoma B16M-F10 in vitro e in vivo
aumentando, incluso, la supervivencia de los animales de

experimentacion.

Este efecto implica distintos mecanismos, incluyendo los
relacionados con la liberacién de NO, y requiere ademas de la

administracion via i.v.
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CONCLUSIONES

1. La biodisponibilidad de t-PTER y QUER tras Ila
administracion oral es baja, no alcanzandose las
concentraciones plasmaticas necesarias para la inhibicion del
crecimiento de las células de melanoma B16M-F10 in vivo. Sin
embargo, cuando los polifenoles se administran via intravenosa
si que se alcanzan concentraciones plasmaticas efectivas.
Ademas, ni el t-PTER ni la QUER, se acumulan en tejidos

extravasculares.

2. El t-PTER reduce la adhesion de las células B16M-F10 al
HSE, mientras que la QUER induce citotoxicidad en células de

melanoma B16M-F10 adheridas al endotelio in vitro e in vivo.

3. La disminucion de la expresion del gen antiapoptético bcl-2
en las células de melanoma B16M-F10 se debe a la presencia
de ambos polifenoles. Por una parte disminuyen los niveles de
NO generados por las células tumorales y, por otra, aumentan
los niveles de NO generados por las células del HSE durante

su interaccion con las células tumorales.

4. La administracion i.v. de t-PTER y QUER, reduce

considerablemente la actividad metastasica de las células
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B16M-F10 en el higado y aumenta la supervivencia de los

animales de experimentacion.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

AIF

AMG

AP-1

Apaf

B16M
BCECF-AM

BSO
Cadherina-E
Claceina-AM
CAM

CAT

CcC

CCF

CDK

CO;

Factor inductor de apoptosis
Aminoguanidina

Proteina activadora 1

Factor de activacion de la apoptosis
Células de melanoma B16

2',7’-bis-(2-carboxietil)-5-6-
carboxifluoresceina-acetoximetiléster

Butionina sulfoximina
Cadherina epitelial
Calceina-acetometiléster
Molécula de adhesion celular
Catalasa

Cromatografia en columna
Cromatografia en capa fina
Kinasa dependiente de ciclina

Dio6xido de carbono
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CREB
CREB-P
CytGSH
DEM
DFF45
DMEM
DMSO
DNA
EDRF
EDTA
EGCG
ERK

FGF
G6PDH
GPx
GR
GSH
GSSG
H20;
HPLC
HSE

cAMP response element-biding
CREB fosforilado

GSH citosodlico

Dietilmaleato

Factor 45 de fragmentacion de DNA
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucleico

Factor de relajacion derivado del endotelio
Acido etilendiaminotetraacético
Epigalocatequina-3-galato

Quinasa regulada por sefales
extracelulares

Factor de crecimiento de fibroblastos
Glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa
Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Glutation reducido

Glutation oxidado

Peroxido de hidrogeno

Cromatografia liquida de alta resolucion

Endotelio sinusoidal hepatico
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IAPs
iB16M
ICAM
IFN
IgG
IGF
kB

IL

i.v.
JNK
L
LDB16M
LOO
LOOH
MDA
MMP
MRP

MS/MS

mtDNA
mtGSH

Proteinas inhibidoras de la apoptosis
B16M invasivas

Molecula de adhesion intercelular
Interferon

Inmunoglobulina G

Factor de crecimiento tipo insulina
Inhibidores NF-xB

Interleuquina

Intravenosa

Quinasa N-terminal de c-Jun
Radical acido graso

B16M a baja densidad celular
Peroxido de acido graso
Hidroperdxidos lipidicos
Malondialdehido
Metaloproteinasa de la matriz

Proteina asociada a la resistencia a
multidrogas

Espectrometria de masas de triple
cuadrupolo

DNA mitocondrial

GSHmitocondrial
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N-NAME
N-SMasa
NADP"*

NADPH
NF-«xB
NO
NOS
0

0,
‘OONO
‘OH
PAI
PBS
PDGF

PKC
pPRB
PTPC

PUFA
QUER
RNA

N-nitro-L-arginina metil éster
Esfingomielinasa neutra

Nicotinamida adenin-dinucledétido
fosfato

NADP reducido

Factor nuclear Kappa-B

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintasa

Oxigeno

Anion superoxido

Peroxinitrito

Radical hidroxilo

Inhibidor del activador del plasminégeno
Tampon fosfato

Factor de crecimiento derivado de
plaquetas

Protein quinasa C
Producto del gen del retinoblastoma

Complejo del poro de transicion de
permeabilidad

Acido graso poliinsaturado
Quercetina

Acido ribonucleico
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RNS
ROS
SBF
SNAP
SOD
t-PTER
t-RESV
TGF-B
TIMPs
TNF
TNF-R
tPA
uPA
uPAR
VCAM
VEGF
VLA
y-GCS
y-GT
8-OH-Gua

Especies reactivas de nitrégeno

Especies reactivas del oxigeno

Suero Bovino fetal
S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamida
Superoéxido dismutasa

trans-Pterostilbeno

trans-Resveratrol

Factor de crecimiento transformante beta
Inhibidores tisulares de metaloproteinasas
Factor de necrosis tumoral

Receptores de membrana del TNF
Activador tisular del plasminégeno
Activador del plasmindégeno tipo uroquinasa
Receptor de la uPA

Moléculas de adhesion celular vascular
Factor de crecimiento vascular endotelial
Antigeno de expresion muy tardia
v-glutamil cisteina sintetasa

v-glutamil transpeptidasa

8-hidroxiguanosina
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