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RESUMEN

El cancer de colon representa una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, con una elevada mortalidad atribuible principalmente a la
metastasis. El proceso metastdsico implica varias etapas donde las células cancerosas
modulan su metabolismo dependiendo de los requerimientos de cada estadio. En los
ultimos afos, se ha incluido como caracteristica distintiva del cancer, los cambios en el
metabolismo energético de la célula cancerosa, donde la disfuncién mitocondrial
puede provocar estrés oxidativo, el cual se ha asociado a la oncogénesis y la
progresion metastasica.

Esta tesis ha tenido como objetivo general la identificacion de posibles
biomarcadores de prondstico, relacionados con el metabolismo energético y el estrés
oxidativo en el tejido tumoral y en el tejido adyacente no tumoral de pacientes en
estadios avanzados lll y IV de cancer de colon. Para ello, se analizaron las adaptaciones
relacionadas con la funcién mitocondrial y el estrés oxidativo en biopsias de pacientes
en estadio pre-metastdsico (lll) y metastasico (IV) de cancer de colon, comparando
tejido tumoral y el tejido adyacente no tumoral del mismo paciente. Los resultados
obtenidos muestran que el tejido tumoral pre-metastdsico presenta un perfil
metabodlico oxidante similar al tejido adyacente no tumoral del mismo estadio, con
tendencia a promover la funcién mitocondrial al alcanzar la metdstasis. Ademas, la
funciéon mitocondrial presenté diferencias entre los estadios avanzados de cancer de
colon, siendo mayor en el estadio metastdsico, aunque se observaron menores niveles
proteicos de los complejos OXPHOS en el tejido tumoral del estadio IV. Por otra parte,
los tejidos tumorales de ambos estadios presentaron unos niveles de estrés oxidativo
muy similares. Sin embargo, en las muestras de tejido adyacente no tumoral de ambos
estadios se encontraron las mayores diferencias relacionadas con el estrés oxidativo,
mostrando el tejido adyacente no tumoral del estadio metastasico niveles proteicos y
de actividades enzimaticas superiores de las proteinas antioxidantes analizadas,
reflejando asi la respuesta de este tejido frente a un elevado nivel de estrés oxidativo
del tejido tumoral.

En conclusién, la presente tesis contribuye a profundizar en el conocimiento del
metabolismo energético en estadios avanzados de cancer de colon, permitiendo
identificar, en el metabolismo oxidativo y la funcion mitocondrial del tejido tumoral,
potenciales biomarcadores de prondstico y evolucion del cancer de colon. Ademas, las
caracteristicas relacionadas con el estrés oxidativo del tejido adyacente no tumoral
podrian también ser evaluadas como biomarcadores de prondstico de utilidad clinica
en pacientes de estadios avanzados de cancer de colon.
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RESUM

El cancer de colon representa una de les principals causes de morbiditat i mortalitat
a nivell mundial, amb una elevada mortalitat atribuible principalment a la metastasi. El
procés metastatic implica diverses etapes on les cel-lules canceroses modulen el seu
metabolisme depenent dels requeriments de cada estadi. En els ultims anys, s'ha
inclos com a caracteristica distintiva del cancer, els canvis en el metabolisme energéetic
de la cél-lula cancerosa, on la disfuncié mitocondrial pot provocar estres oxidatiu, el
gual s'ha associat a la oncogenesis i la progressido metastatic.

Aguesta tesi ha tingut com a objectiu general la identificaci6 de possibles
biomarcadors pronostic, relacionats amb el metabolisme energétic i I'estres oxidatiu
en el teixit tumoral i en el teixit adjacent no tumoral de pacients en estadis avangats Il
i IV de cancer de colon. Per aix0, es varen analitzar les adaptacions relacionades amb la
funcié mitocondrial i I'estrés oxidatiu en biopsies de pacients en estadi pre-metastatic
(1) i metastatic (IV) de cancer de colon, comparant teixit tumoral i teixit adjacent no
tumoral del mateix pacient. Els resultats obtinguts mostren que el teixit tumoral pre-
metastatic presenta un perfil metabolic oxidant similar al teixit adjacent no tumoral
del mateix estadi, amb tendéencia a promoure la funcié mitocondrial en aconseguir la
metastasi. A més, la funcid mitocondrial va presentar diferéncies entre els estadis
avancats de cancer de colon, sent major en |'estadi metastatic, encara que es varen
observar menors nivells proteics dels complexos OXPHOS en el teixit tumoral de
I'estadi IV. D'altra banda, els teixits tumorals de tots dos estadis varen presentar uns
nivells d'estrés oxidatiu molt similars. No obstant aix0, en les mostres de teixit
adjacent no tumoral de tots dos estadis es varem trobar les majors diferéncies
relacionades amb I'estrés oxidatiu, mostrant el teixit adjacent no tumoral de |'estadi
metastatic nivells proteics i d'activitats enzimatiques superiors de les proteines
antioxidants analitzades, reflectint aixi la resposta d'aquest teixit enfront d'un elevat
nivell d'estres oxidatiu del teixit tumoral.

En conclusié, la present tesi contribueix a aprofundir en el coneixement del
metabolisme energetic en estadis avancats de cancer de colon, permetent identificar,
en el metabolisme oxidatiu i la funcié mitocondrial del teixit tumoral, potencials
biomarcadors de pronostic i evolucié del cancer colon. A més, les caracteristiques
relacionades amb l|'estrés oxidatiu del teixit adjacent no tumoral podrien també ser
avaluades com biomarcadors pronostic d'utilitat clinica en pacients d'estadis avancats
de cancer de colon.
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ABSTRACT

Colon cancer represents one of the leading causes of morbidity and mortality
worldwide, with high mortality mainly attributable to metastasis. The metastatic
process involves several stages where the cancer cells modulate their metabolism
depending on the requirements of each stage. In recent years, changes in the cancer
cell's energy metabolism have been included as a distinctive feature of cancer, where
mitochondrial dysfunction can cause oxidative stress, which has been associated with
tumorigenesis and metastatic progression.

The general objective of this thesis has been to identify possible prognostic
biomarkers related to energy metabolism and oxidative stress in tumor tissue and in
adjacent non-tumor tissue of patients in advanced stages Ill and IV of colon cancer. To
this end, adaptations related to mitochondrial function and oxidative stress in biopsies
from patients in pre-metastatic (lll) and metastatic (IV) stages of colon cancer were
analyzed, comparing tumor tissue and adjacent non-tumor tissue from the same
patient. The results obtained show that pre-metastatic tumor tissue presents an
oxidant metabolic profile similar to the adjacent non-tumor tissue of the same stage,
with a tendency to promote mitochondrial function when metastasis is reached. In
addition, mitochondrial function showed differences between advanced stages of
colon cancer, being higher in the metastatic stage, although lower protein levels of
OXPHOS complexes were observed in stage IV tumor tissue. On the other hand, the
tumor tissues of both stages showed very similar levels of oxidative stress. However,
the greatest differences related to oxidative stress were found between the non-
tumor adjacent tissue samples of both stages, with the adjacent non-tumor tissue of
the metastatic stage showing higher protein levels and enzyme activities of the
antioxidant proteins analyzed, thus reflecting the response of this tissue to a high level
of oxidative stress in the tumor tissue.

In conclusion, the present thesis contributes to deepen the knowledge of energy
metabolism in advanced stages of colon cancer, allowing the identification, in the
oxidative metabolism and mitochondrial function of the tumor tissue, potential
biomarkers of prognosis and evolution of colon cancer. In addition, characteristics
related to oxidative stress of adjacent non-tumor tissue could also be evaluated as
prognostic biomarkers of clinical utility in patients with advanced stages of colon
cancer.
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Introduccion

El cancer abarca un grupo de enfermedades caracterizadas por un
crecimiento descontrolado de células anormales, con posibilidad de
invadir el tejido circundante y/o diseminarse a puntos distantes del
organismo, y que puede originarse practicamente en cualquier parte del
cuerpo. Son consideradas enfermedades genéticas, ya que estan
provocadas por mutaciones en genes claves implicados en la proliferaciéon
celular. Basicamente, mutaciones en oncogenes con ganancia dominante
de funcién y en genes supresores tumorales con pérdida recesiva de
funcién?.

El cancer se presenta con una serie de caracteristicas distintivas las
cuales se han observado comunes a las células cancerosas genéticamente
alteradas. Estas caracteristicas con caracter adaptativo que permiten a las
células cancerosas sobrevivir y desarrollarse son las siguientes: mantenida
activacion de sefales proliferativas, evasion de la respuesta a los
supresores tumorales, resistencia a la muerte celular programada o
apoptosis, induccidon de la angiogénesis y la activacion de la invasiéon y
metdstasis. A principios de la pasada década se identificaron dos nuevos
caracteristicas, la reprogramaciéon del metabolismo energético, la cual les
permite adaptarse a sus requerimientos proliferativos, y la evasion de la
respuesta inmune, lo que les facilita blindarse frente a la accién del
sistema inmune natural’>. Subyacentes a estas dos caracteristicas se
encuentran la inestabilidad gendmica, lo que promueve la aparicién de
mutaciones facilitando la progresion tumoral, y la inflamacién crénica, que
contribuiria a evadir la respuesta inmune?. Existen diversos tipos de
canceres, pero segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en el afo 2018 los que presentaron una mayor incidencia fueron de

pulmaén, mama, colorrectal, prostata y estdmago en ambos sexos®.
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1.1. Epidemiologia del cancer de colon

El cancer de colon se encuentra hoy en dia entre los cinco tipos de
cancer mas comunmente diagnosticados, ocupando la tercera y segunda
posicién a nivel mundial en incidencia y mortalidad respectivamente®.
Constituye el tercer tipo de cdncer mas comun entre los hombres vy el
segundo entre las mujeres de la poblacion mundial; representando asi una
de las principales causas de muerte en el mundo’. Se presenta con
elevada morbilidad y mortalidad principalmente en paises desarrollados,
donde tradicionalmente se ha considerado como una neoplasia maligna
de adultos mayores. Sin embargo, se esta observando en estos paises un
gran aumento de casos de cancer colorrectal (CCR) en adultos jévenes,
muchos de los cuales se diagnostican en etapas avanzadas del tumor y con
caracteristicas agresivas®®.

La ultima estadistica presentada por la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC) indica que aproximadamente 2
millones de nuevos casos de CCR fueron detectados en 2018, lo que
representa un 10% del total de cdnceres diagnosticados en ese afio*. A
nivel geografico, las mayores tasas de incidencia y mortalidad del CCR se
encuentran en el continente de Oceania, especificamente en Australia y
Nueva Zelanda, seguido por el continente europeo, donde Europa del sur
ocupa la segunda y tercera posicién en incidencia y mortalidad de este
continente®. Aunque el CCR se considera una enfermedad de paises
desarrollados donde ocupa el segundo lugar entre los cdnceres mas
comunes, se ha observado un aumento de la frecuencia de nuevos casos
diagnosticados en paises en vias de desarrollo®, esperdndose un mayor

incremento en las préximas décadasa medida que aumenta la esperanza
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de vida de la poblacién y se establezcan estilos de vida sedentarios y

patrones alimentarios occidentales'!?,

1.2. Etiologia del cancer de colon

Las causas del cancer de colon son muy heterogéneas y no estan
completamente esclarecidas, aunque numerosos estudios sefialan al estilo
de vida en aspectos nutricionales y actividad fisica como un factor muy
determinante en el desarrollo de esta enfermedad. Estudios previos han
observado que el consumo elevado de carne roja y/o preelaborada,
alimentos ricos en grasas y/o azucares, alcohol y dietas pobres en
fibra/cereales integrales, sumado a una inactividad fisica incrementan
considerablemente el riesgo de desarrollar esta enfermedad!* . La
predisposicion genética, el sindrome de Lynch o cdncer de colon
hereditario no asociado a poliposis (HNPCC), y/o un historial de pdlipos
adenomatosos contribuye también notablemente al riesgo de presentar
esta enfermedad?®.

Por otra parte, se han identificado alteraciones genéticas muy
frecuentes en el cadncer de colon, como es la inestabilidad de microsatélite
(MSI) responsable del sindrome de Lynch anteriormente mencionado, la
activaciéon de los oncogenes KRAS/NRAS y protooncogén BRAF, asi como
mutaciones en los genes de la via PI3K/AKT, y la inactivacion de los
supresores tumorales como P53 y APC'® 18, Estas alteraciones genéticas
presentan una crucial relevancia clinica para el prondstico en pacientes
con CCR, ya que numerosos estudios han demostrado la implicacidon de
estds mutaciones en la respuesta a los tratamientos, llegando a

convertirse asi en biomarcadores moleculares predictivos para los
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pacientes de CCR!?°, Modificaciones epigenéticas relacionadas con la
metilacion del ADN también se han identificado en pacientes con CCR. Es
tal la implicacién de estas alteraciones genéticas, que se ha revelado la
posibilidad de clasificar el CCR esporadico en distintos epigenotipos, es
decir, teniendo en cuenta el patrén de modificaciones epigenéticas que
presente el paciente; y su evaluacién como biomarcadores predictivos del

riesgo personal de padecer CCR%%,

1.3. Clasificacion del cancer de colon

En 1932, el patodlogo britanico Cuthbert Esquire Dukes ided un sistema
de clasificacion para el cancer de recto que también aplicd para los
carcinomas intestinales?3, a partir del cual se desarrollaron varias formas
diferentes de la clasificacion de Dukes?*. Actualmente este sistema de
clasificacion ha sido reemplazado en gran medida por el sistema de
estadificacion TNM, el cual alcanza una descripcién mas detallada de los
diferentes estadios del cancer de colon.

El TNM es el sistema de clasificacion por etapas o estadios del cancer
de colon que provee el Comité Conjunto Americano del Cancer (AJCC)%.
Esta clasificacion por etapas o estadios describe la extension del cancer de
colon en el cuerpo humano en tres categorias: T, Ny M. La T indica cuan
lejos ha crecido el tumor primario hacia la pared del intestino, alcanzando
0 no estructuras cercanas; la N indica si este se ha propagado o no a los
ganglios linfaticos regionales; y la M indica si se ha producido o no
metastasis, crecimiento secundario del cdncer en drganos distantes desde

donde se origind. Los drganos mas comunes de propagacion metastasica

del cancer de colon suelen ser el higado y los pulmones. A su vez, después
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de la T, N y M para hacer una descripcion mas detallada se utilizan
numeros ardbicos (desde el cero hasta el cuatro, lo que indica la gravedad
en orden ascendente) y letras ya que provee caracteristicas especificas de
los estadios patoldgicos. Cuando aparece la letra X, significa que no puede
ser evaluado esa categoria, ya que no se dispone de la informacion
necesaria.

La informacién obtenida de las categorias T, N y M se agrupa para
expresar el estadio o etapa del cadncer de colon, comenzando por un
estadio inicial expresado con el cero y los siguientes en nimeros romanos
desde el | hasta IV (el estadio | es el menos avanzado y el IV es el mas

avanzado) (Figura 1).

w7 Se disemina a otros 6rganos

Figura 1. Representacion esquematica de los diferentes estadios de cancer de colon.
Adaptado de Winslow T. (2005).

1.4. Cancer de colon metastasico

La metdstasis es un proceso complejo de multiples pasos, por el cual,

las células cancerosas de un tumor primario se propagan a un 6rgano



Reyniel Hernandez Lépez-Tesis Doctoral

distinto del que se origind inicialmente. Para ello, dichas células
comienzan un programa de transdiferenciacion denominado transicion
epitelio-mesénquima (EMT), lo que las transforma en un fenotipo celular
canceroso invasivo, caracterizado por la pérdida del anclaje y la adhesion
celular, con la consiguiente degradacién de la membrana basal®®. Este
fenotipo invasivo accede por via sanguinea o linfatica a la circulacion
sistémica mayoritariamente, por donde inicia la diseminaciéon metastasica.
Generalmente, el cancer de colon presenta un patron de invasion primero
al higado y después a los pulmones, y menos frecuentemente a los huesos
y al cerebro?’. Este patrédn metastdsico del CCR podria explicarse en parte
por la conexidn directa entre el intestino y el higado a través del sistema

circulatorio portal®®

, ¥ posteriormente por la facil adherencia de las células
colorrectales cancerosas a las paredes de los vasos sanguineos de los
drganos potencialmente diana, como los pulmones?®.

La progresion metastdsica del cancer se asocia a un mal prondstico y
desenlace para el paciente, por ello se relaciona a la metastasis tumoral
con una mayor probabilidad de muerte por cdncer en los pacientes que la
presentan. La mayoria de los pacientes con CCR mueren a consecuencia
del crecimiento metastasico, representando asi la metastasis tumoral, en
muchos casos, un obstdculo para la reseccién curativa del CCR%®. Entre los
pacientes con CCR aproximadamente el 25% presenta metastasis en el
momento del diagndstico y aproximadamente un 50% desarrollara
metdstasis durante el padecimiento de la enfermedad3'32,

Los mecanismos moleculares que subyacen al proceso metastdsico no
estdn completamente elucidados. Estudios previos han revelado que

alteraciones en la via de seializacidn de las proteinas quinasas activadas

por mitéogenos (MAPK) promueven la colonizacion hepatica. Esta
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metastasis hepatica a su vez facilita la metastasis pulmonar a través de la
liberacion de citoquinas que permeabilizan el endotelio de la
microvasculatura pulmonar®. Todo esto indica que en el CCR puede tener
lugar un proceso de metastasis secundario a partir de una metastasis
primaria. También, se ha observado en el CCR que la mutacion en KRAS
favorece la colonizacién pulmonar®, detectidndose una elevada incidencia
de KRAS mutado en metastasis pulmonar de pacientes con CCR, asi como,
un patron diferente de recaidas dependiente del estado mutacional de
KRAS, después de una reseccion primaria curativa de CCR34.

En las ultimas décadas, los tratamientos para el CCR metastasico
(CCRm) han tenido un éxito limitado, mejorando las tasas de
supervivencia de los pacientes tratados desde aproximadamente 6 meses
hasta 2 afios, aunque logrando que pocos pacientes con CCRm se curen®®.
De hecho, muchos pacientes con CCRm adquieren resistencia a los
medicamentos durante el tratamiento, mientras que otros presentan

quimioresistencia intrinseca3®3’.

1.5. Funcion mitocondrial y metabolismo energético del
cancer

Las mitocondrias son orgdnulos de la célula eucariota que estan
formadas por una doble membrana, la membrana mitocondrial externa y
la interna. Esta ultima separa dos espacios claramente diferenciados, la
matriz mitocondrial y el espacio intermembrana. La mitocondria participa
en diferentes procesos claves de la dinamica celular, como la biosintesis
de precursores anabdlicos, la activacion de las vias de apoptosis, la
regulacion de la proliferacion celular y la homeostasis del calcio

38,39

intracelular Pero su principal funcion es satisfacer la demanda
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energética de la célula, por ello son responsables de suministrar
aproximadamente el 90% de los requerimientos de energia en forma de
adenosina trifosfato (ATP), mediante un proceso que tiene lugar en el
interior de la mitocondria, la fosforilacién oxidativa (OXPHOS).

OXPHOS es un sistema complejo y controlado, en el cual ocurre un
proceso de degradaciéon ciclica de sustratos y un consumo final de
oxigeno. Basicamente, los combustibles metabdlicos carbohidratos,
lipidos y proteinas son dirigidos por la piruvato deshidrogenasa (PDH)
hacia el ciclo de Krebs, donde seran oxidados. A partir de este ciclo en el
gue participan varias enzimas, entre ellas la isocitrato deshidrogenasa
(IDH), que ha sido centro de estudio en varios tipos de cancer por
presentar mutaciones*!; se generan las coenzimas reducidas NADH vy
FADH,, las cuales liberan gran cantidad de energia tras su oxidacién. Para
ello, ceden sus electrones de una forma controlada a los complejos
multienzimaticos (Figura 2) embebidos en la membrana mitocondrial
interna, especificamente a los complejos | y Il. Los electrones fluyen a
través de los centros de oxidacidn-reduccion de los diferentes complejos,
a favor de su potencial redox, para finalmente en el complejo IV ser
transferidos al oxigeno molecular y obtener agua.

A su vez, la energia liberada de este transporte de electrones es
utilizada por los complejos |, Ill y IV para bombear protones al espacio
intermembrana, creando asi un gradiente electroquimico de protones. La
energia conservada en el gradiente protdnico es utilizada para la sintesis
de ATP por el complejo V o ATP sintasa (ATPasa), mediante la fosforilacion
de ADP acoplada al retorno de los protones a la matriz mitocondrial o

guimiosmosis.

10
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Fumarato

Figura 2. Representacion esquematica de la cadena respiratoria mitocondrial
(complejos OXPHOS) y de la proteina desacoplante (UCP) en la membrana
mitocondrial interna.

El metabolismo energético es un proceso basico y necesario para
asegurar el crecimiento y la proliferacion celular. Las células cancerosas
hacen frente a un desafio metabdlico, debido a su rapido crecimiento e
inmortalidad replicativa, que les obliga a ajustar su metabolismo
energético para garantizar la gran demanda energética que conlleva su
desarrollo potencialmente ilimitado*?. En comparacidon con éstas ultimas,
las células no cancerosas dependen del sistema OXPHOS para generar la
energia necesaria para los procesos celulares en forma de ATP, mientras
gue en la mayoria de las células cancerosas predomina un cambio en la
ruta principal del metabolismo energético, pasando de ser el sistema
OXPHOS a la glucdlisis aerdbica. Este fendmeno es conocido como "Efecto

"4 en honor a su descubridor Otto Warburg, quien a mediados

Warburg
del siglo XX postuld que la célula tumoral basaba su metabolismo
energético en la glucdlisis aun en presencia de oxigeno. De esta forma, la
glucosa se metaboliza hacia la produccion de lactato, a través de la enzima

lactato deshidrogenasa (LDH), en lugar de dirigirse hacia el ciclo de Krebs y

11
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el sistema OXPHOS, debido probablemente a un mal funcionamiento de la
mitocondria®’. La existencia de este cambio metabdlico en las células
cancerosas ha sido demostrada en las posteriores décadas a su
descubrimiento®, y basado en ello, el metabolismo energético alterado de
la célula cancerosa ha emergido recientemente como una de las
caracteristicas distintiva del cancer?.

Aungue la glucolisis aerdbica es una manera ineficiente de generar ATP,
esta le confiere cierta ventaja a la célula cancerosa, permitiéndole
sobrevivir en un ambiente hostil y promoviendo su crecimiento, ya que
hay intermediarios glucoliticos que son desviados de la glucdlisis hacia
rutas anabdlicas; facilitando asi la promociéon de la biosintesis de
macromoléculas y organulos necesarios para el ensamblaje de nuevas
células e incrementar la biomasa tumoral**4®,

En varios tipos de cancer la glucdlisis es la principal fuente de
produccidon de ATP, y en algunos casos la exclusiva. Sin embargo, en otros
canceres la glucodlisis aerdbica intensa no esta promovida, y estos
dependen del sistema OXPHOS para la obtencion de ATP*’. De esta
manera se pueden clasificar los tumores en tumores glucoliticos o
tumores oxidativos en dependencia de su tasa de proliferacién, siendo los
tumores oxidativos menos proliferativos y, por tanto, menos
dependientes de la glucdlisis, con una mayor expresion de los
componentes de la respiracién mitocondrial*. La clasificacién
anteriormente mencionada no es completamente estricta o excluyente, ya
que estudios anteriores han observado en varias lineas celulares de
canceres humanos una alternancia entre la glucélisis y el sistema OXPHOS

modulada principalmente por el microambiente tumoral*4°,
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1.6. Biogénesis y funcionalidad mitocondrial

La biogénesis mitocondrial es el proceso mediante el cual tiene lugar la
proliferacién y la diferenciacién de las mitocondrias®®. La proliferacion
consiste en incrementar el nimero de mitocondrias por célula, mientras
gue la diferenciacidon se alcanza adquiriendo caracteristicas estructurales y
funcionales especificas de las mitocondrias, en dependencia de las
necesidades de las células que constituyen los distintos tejidos en el
organismo.

La correcta estructura y funciéon de las mitocondrias depende de la
biogénesis mitocondrial. Para que esta ultima se lleve a cabo se requiere
de una coordinacidon precisa entre los genomas nuclear y mitocondrial.
Esta coordinacidon se realiza gracias a proteinas reguladoras codificadas
por el genoma nuclear que activan la expresion génica de proteinas
mitocondriales codificadas en ambos genomas.

Entre estas proteinas reguladoras encontramos el coactivador 1 a del
receptor gamma activado por proliferadores (PGCla), expresado en
tejidos con una elevada demanda energética y, por lo tanto, con un gran
nimero de mitocondrias®l. Este coactivador transcripcional representa el
regulador por excelencia de la biogénesis mitocondrial y el metabolismo
energético, ya que activa e integra la actividad de diversos factores de
transcripcion responsables de la expresion de las proteinas
mitocondriales®%°3,

Otros factores claves son los factores de respiracién nuclear 1y 2 (NRF1
y NRF2 respectivamente), los cuales son activados transcripcionalmente
por PGCla. NRF1 y NRF2 son reguladores de la funcion respiratoria
mitocondrial, ya que controlan la transcripcidon nuclear de subunidades de

componentes del sistema OXPHOS y de factores transcripcionales como

13
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los factores de transcripcion mitocondrial A, B1 y B2 (TFAM, TFB1M vy
TFB2M respectivamente) también codificados por el genoma nuclear®.
TFAM es el principal regulador de la replicacién y transcripcion del
genoma mitocondrial, haciendo posible la coordinacion entre el nucleo y
la mitocondria durante la biogénesis mitocondrial>®>°.

La sirtuina 1 (SIRT1), es una enzima desacetilasa clave en el control de la
expresion y la actividad de proteinas relacionadas con el metabolismo
energético, debido a que tiene entre sus proteinas dianas el PGCla,
anteriormente mencionado®®®’. Un ejemplo de la accién reguladora de la
SIRT1 sobre el metabolismo energético es el que tiene lugar en la
respuesta a una elevada demanda energética. La falta de energia esta
caracterizada por la disminucion de la ratio ATP/AMP, que activa los
sensores energéticos de la célula, como la proteina quinasa activada por
AMP (AMPK), lo que disminuye la ratio NADH/NAD*, activandose asi la
SIRT1 dependiente de NAD*, y ambas activan a PGCla a través de la

658  De esta manera se

fosforilacion y desacetilacion respectivamente
activan las rutas de obtenciéon de energia para satisfacer la demanda
energética, estableciéndose una conexidon entre el estado energético
celular, el estado redox y la biogénesis mitocondrial. Esto le confiere a la

SIRT1 un papel importante en la oncogénesis. Asimismo, existen estudios

donde se muestra que mayores niveles de expresion de SIRT1 promueven

la progresion metastdsica en adenocarcinoma pancréatico™°.

1.7. Estrés oxidativo y cancer

El estrés oxidativo es un fendmeno biomolecular que puede definirse
como un desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes a favor de
los primeros, por lo tanto, se pierde el control sobre la concentracién

14
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intracelular de especies oxidantes, bien por fallos en los sistemas
antioxidantes que los eliminan o por aumento en los procesos que los
generan. El estrés oxidativo se ha observado como denominador comun
en los mecanismos fisiopatoldgicos de muchas enfermedades, entre ellas
el cancer®®l,

Durante la respiracion celular en la mitocondria, aproximadamente el
95% del oxigeno consumido es reducido por completo a agua por el
sistema OXPHOS, y cerca de un 5% es convertido en especies reducidas
parcialmente, con orbitales desapareados, denominados radicales libres o
especies reactivas de oxigeno (ROS). Se postula que cerca de un 2% de los
electrones que son transferidos en el sistema OXPHQOS escapan y reducen
el oxigeno molecular a anién superdxido (0,7), el cual presenta un elevado
poder oxidante e inicia la cascada de formacion de ROS®2. Los ROS juegan
un papel importante como segundos mensajeros en procesos claves como
la proliferacion celular y la apoptosis, también son utilizados por el
sistema leucocitario como mecanismo de defensa contra elementos
agresores como virus y bacterias®.

Por otra parte, los ROS constituyen subproductos toxicos del
metabolismo oxidativo, altamente dafiinos para la mitocondria y la célula
en general®. Esta situacidon da lugar a la gran paradoja del oxigeno, la
molécula que permitid la vida aerdbica en la tierra también la limita;
haciendo de esta forma que las mitocondrias sean la principal fuente de
produccion de ROS y diana de éstos (Figura 3)%%%*. Por ello una disfuncion
mitocondrial conllevaria a una produccidon desmedida de radicales libres lo
gue conduciria a un estrés oxidativo. El estrés oxidativo ha estado
clasicamente relacionado con el cdncer, debido a los efectos nocivos

provocados principalmente en el material genético por los radicales libres,
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tanto en el inicio como en la evolucién de esta patologia®.

Proteinas
=) Lipidos
Acidos nucleicos

ADP +Pi

Fumarato

Figura 3. Esquema representativo de la produccidon mitocondrial de los ROS generados
en la cadena respiratoria mitocondrial (complejos OXPHOS), y las posibles
macromoléculas dianas de los ROS.

El principal dafio causado por los ROS es la oxidacion de las
biomoléculas del interior celular. Una de las principales dianas de los ROS
lo constituyen los lipidos que forman parte de las membranas celulares,
donde el ataque por los ROS provoca la peroxidacion lipidica®, causando
una reaccion en cadena que ird dafando la integridad estructural y
funcional de los lipidos que forman las membranas, originandose
alteraciones irreversibles en la funcidn de estas estructuras®’.

Otras biomoléculas que pueden ser dafadas por los ROS son las
proteinas, las cuales al ser oxidadas pierden su funcion bioldgica, con
consecuencias importantes para la fisiologia celular. Entre las que
podemos sefalar la pérdida de la capacidad de reparar el ADN danado lo
que provoca alteraciones en la expresion génica®®.

Por otra parte, el daio oxidativo sobre el ADN tiene una relacion causal

en la oncogénesis, ya que provoca alteraciones en la estructura vy
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secuencia genética, ocasionando una acumulacién de mutaciones génicas
gue alteran los procesos celulares con el consecuente desarrollo del
cancer®,

Para hacer frente al estrés oxidativo, las células presentan diferentes
mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Entre estos
ultimos podemos encontrar las vitaminas A, Cy E que son incorporadas a
través de la dieta, las cuales atenuan el efecto perjudicial de los ROS, al
constituir dianas alternativas para estos’®. Los mecanismos antioxidantes
enzimaticos (Figura 4) los constituyen el sistema de enzimas antioxidantes
intrinsecas de la célula, entre las que podemos senalar las dos isoformas
de la enzima superdéxido dismutasa, una citoplasmatica (Cu/ZnSOD) y otra
mitocondrial (MnSOD), la catalasa, la glutation peroxidasa (GPx) y la
peroxirredoxina Il (Prx), con estas dos Uultimas actian la glutation
reductasa (GRd) y la tiorredoxina reductasa (TrxR), respectivamente. Estas
enzimas son vitales para la regulacion del estado redox dentro de la célula,

ya que constituyen la primera linea de defensa antioxidante.

de-

Respiracién mitocondrial >2 HZO
e FeZ'l‘ Fe3+
2.-Mn-500 »H.0, %OH
,SH
NADP Trxoy - |26SH NADP+
TrxR Prx ?;‘: GPx GR
NADPH+H* Trx(34y ¥ ¥ 265567 S NADPH+H*

H,O

Figura 4. Mecanismo enzimatico de detoxificacién de las especies reactivas de oxigeno
(ROS). SOD: Superodxido dismutasa, TrxR: tiorredoxina reductasa, Prx: peroxirredoxina,
GPx: glutation peroxidasa, GRd: glutation reductasa, NADPH: nicotin adenin
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dinucledtido fosfato reducido, Trx-(SH)2: tiorredoxina reducida, Trx-S2: tiorredoxina
oxidada, GSH: glutatién reducido y GSSG glutation oxidado.

Las enzimas superdxido dismutasa son un grupo de metaloenzimas
asociadas a metales (en este caso a manganeso y a cobre y zinc)
encargadas de la conversion del O,” en perdxido de hidrégeno (H,0,) y
oxigeno molecular. Un importante promotor de ROS lo constituye el H,0,,
a partir del cual se obtiene el radical hidroxilo (‘OH) mediante las
reacciones de Fenton y Haber-Weiss, en presencia de hierro y 0O,"
respectivamente.

El radical ‘OH presenta elevada reactividad, aunque con un tiempo de
vida media muy corto es capaz de reaccionar con otra molécula cuando es
generado en la proximidad de ésta, constituyendo asi un radical libre muy
perjudicial para las biomoléculas y la célula en general.

El H,O; es el sustrato para la catalasa, GPx y Prx, las cuales neutralizan
su toxicidad a elevadas concentraciones, descomponiéndolo en agua y
oxigeno molecular. La GRd se encarga de regenerar el glutatién reducido
que es utilizado en la reaccién enzimatica por la GPx como agente
reductor. La TrxR presenta un mecanismo similar al de la GRd, pero en
este caso regenerando la tiorredoxina reducida, la cual utiliza la Prx como
poder reductor.

Otro mecanismo antioxidante lo representan las proteinas
desacoplantes (UCPs). Estas constituyen wuna superfamilia de
transportadores iénicos embebidos en la membrana mitocondrial interna,
como se observa en la Figura 2. Su funcidén es disipar el gradiente
proténico mediante el retorno de los protones a la matriz mitocondrial
asociado a la produccién de calor (termogénesis). De esta forma se puede

evitar la sobrecarga en la cadena de trasporte de electrones,
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desacoplandola, disminuyendo asi el potencial de membrana y con ello la
produccion de ROS’. Se han identificado cinco isoformas de UCPs, las
cuales presentan una distribucion tisular especifica’2.

Entre estas isoformas destacan la UCP2 y la UCP5 como reguladores
negativos del estrés oxidativo, donde la UCP2 actua limitando la
produccién de ROS’3, influyendo en la oncogénesis y en la resistencia a la
quimioterapia’®. Ademds, un estudio previo en nuestro grupo de
investigacion determind que la UCP5 actua como un mecanismo contra la
producciéon de H,0, causado por la disfuncion mitocondrial en lineas
celulares de céncer de colon”.

Las células cancerosas a menudo presentan una mayor generacion de
ROS, lo que conlleva a una mayor acumulacion de estas moléculas,
exponiéndose asi a condiciones de alto estrés oxidativo’®. En
consecuencia, se ha revelado que muchas células cancerosas exhiben
cambios significativos en los perfiles de expresion de enzimas
antioxidantes en comparacion con las células normales, para hacer frente
a los efectos dafiinos de los ROS’"/78,

El factor de transcripcidon P53 juega un papel determinante en el
control del estado redox celular, y la pérdida de su funciéon contribuye
positivamente al incremento del estrés oxidativo y la oncogénesis’>®°, Este
supresor tumoral actia sobre el ciclo celular y la apoptosis, evitando Ia
proliferacién de células con el ADN mutado®-®2. El principal regulado de
P53 es la proteina doble minuto murino 2 (MDM?2), esta proteina se asocia
a P53 para inducir la degradacion de este, y asi, restablecer los niveles de
P53 una vez se haya reparado el dafio celular®3.

Por otra parte, la SIRT3 es una enzima desacetilasa que estd

emergiendo como un factor clave para mantener la integridad
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mitocondrial en condiciones de estrés oxidativo®. Asimismo, la SIRT3
actla directamente sobre proteinas involucradas en el control de Ia
homeostasis redox, como P53 y MnSOD?>2¢, También, la SIRT3 juega un
papel importante el metabolismo energético activando proteinas
responsables de la funcidon mitocondrial®’.

Estudios recientes sugieren que los ROS juegan un papel dual en el
desarrollo oncogénico dependiendo del estadio del cancer. Por una parte,
en un estado precanceroso los ROS favorecen la proliferacion celular,
provocando mutaciones en oncogenes como RAS y en supresores
tumorales como P53%. A medida que el cancer progresa, un incremento
en los niveles de ROS podria desencadenar la apoptosis®. Para evitar este
efecto apoptoético, las células cancerosas incrementan los niveles
intracelulares de enzimas antioxidantes’®. Posteriormente, en estadios
avanzados del cancer, como los tumores metastdsicos, los ROS favorecen
la activacion de mecanismos enddégenos para la invasion de tejidos y la
diseminacidn metastasica, la cual provoca mas del 90% de las muertes por
cancer®1,

En resumen, de una manera u otra el estrés oxidativo es un
denominador comun en las distintas etapas del desarrollo del proceso

carcinogénico, ya que promueve un ambiente que estimula la iniciacion,

promocion y progresion de la oncogénesis.

1.8. El tumor y su ambiente

El campo de investigacidon sobre el cancer ha estado tradicionalmente
guiado bajo un punto de vista reduccionista. Con un enfoque

principalmente sobre las células cancerosas y su interior, el cual ha
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generado un conocimiento extraordinario y de gran utilidad. En las dltimas
décadas ha ido cambiando esa perspectiva, y en el estudio del cancer la
atenciéon también ha ido recayendo en el ambiente tumoral y su vecindad
proxima.

En la actualidad, se sabe que los cambios genéticos que tienen lugar en
la célula tumoral no son del todo suficientes para alcanzar la progresion
maligna y la consecuente metastasis. Considerandose que los tumores
solidos son un tejido complejo, en cuyo interior podemos encontrar
células no tumorales con caracteristicas especificas, como son los
fibroblastos asociados al cancer (CAFs) y los macréfagos asociados al
tumor (TAM), que se pueden comportar de manera cooperativa con el
tumor, debido a las interacciones con las células cancerosas en el estroma
tumoral®®®3, Estas interacciones que tienen lugar entre los componentes
del estroma y las células cancerosas ocurren de manera reciproca, a través
de moléculas de sefializacion celular que condicionan el microambiente
influyendo en la progresion tumoral®.

Algunos autores han descrito lo que han denominado efecto Warburg
reverso, donde las células cancerosas inducen en los fibroblastos
estromales vecinos una glucdlisis aerdbica intensa, lo que produce
sustratos energéticos que son secretados y captados por las células
tumorales, proporcionando asi un ambiente rico en energia que facilite el
crecimiento tumoral y la angiogénesis®*®>. Ademads, estudios anteriores
han observado una coevoluciéon de los CAFs con las células cancerosas, lo
cual altera la estructura y funcién del estroma circundante, influyendo en
la progresion de la enfermedad®®’.

Por otra parte, se ha observado la importancia del tejido no tumoral

adyacente al tumor en el prondstico y desarrollo del cancer, debido en
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parte al efecto ejercido por el tumor en su vecindad prdéxima para reclutar
colaboracion en su beneficio. La influencia del tumor da lugar al desarrollo
alterado de las células estromales circundantes y epiteliales adyacentes al
area del tumor, lo que se denomina cancerizacion de campo®®.

Esto indica en la zona tumoral, la presencia de sefiales carcinogénicas
regionales, denominadas carcindgenos de campo®. Donde con el tiempo y
la exposicion suficiente a estas sefales, se provocarian cambios
premalignos irreversibles en las células normales, conduciéndolas a la
transformacion oncogénica y la cancerizacion de campo®. Dando como
resultado, la formacion de tumores regionales multifocales lo que
aumenta la probabilidad de recurrencia del cancer, aun después de una
recepcion curativa del tumor primario'®. De hecho, estudios anteriores
han demostrado que las caracteristicas del tejido adyacente no tumoral
estdn constituyendo biomarcadores predictivos, asi como de tasas de

R101-103 Entre

supervivencia o posible recurrencia en pacientes con CC
las sefiales con posible efecto carcinogénico de campo se han identificado
biomoléculas como citoquinas y factores de crecimiento, entre las que se
encuentran TGF-B, MCI1 y PDGF-A%>1% Sin embargo, otras moléculas no
bioldgicas como los ROS estan generando atencidn como potenciales
carcindgenos de campo. Teniendo en cuenta que los ROS son muy
reactivos con las biomoléculas y pueden desencadenar multiples procesos
biolégicos!®®. Ademas, las células estromales alteradas y las cancerosas
producen y secretan cantidades considerables de ROS, lo que provocaria
un elevado estrés oxidativo en el ambiente extracelular para las células
epiteliales normales adyacentes al tumor; facilitando de esta forma la
cancerizacion de campo mediada por los ROS, donde estos ultimos

actuarian como sefiales paracrinas atipicas'®®108,
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De esta forma los ROS contribuyen a propagar y amplificar el estrés
oxidativo en el ambiente tumoral, alcanzando unos niveles oxidativos que
promuevan he inicien la metdstasis'®. Ademas, estudios anteriores han
establecido una conexion entre los ROS y la EMT uno de los primeros
pasos en el proceso metastasico, ya que han observado que los ROS
activan la inducciéon de TGF-B, y la via de sefalizaciéon Notch con el
consecuente aumento de la EMT y la promocidn de la metdstasis®¥11°,

Por otra parte, en un estudio reciente sobre el tejido adyacente no
tumoral de varios tipos de canceres humanos, se han identificado una
serie de alteraciones genéticas de origen clonal compartido con el tumor
correspondientel!l. Esto manifiesta la presencia de procesos oncogénicos
adyacentes a las células cancerosas, sefialando que la cancerizacién de
campo subyace en el desarrollo del cdncer!!?,

De una manera u otra, se esta revelando el potencial de utilidad clinica
que presenta el tejido adyacente no tumoral en las diferentes etapas de la
evolucion del cancer. En consecuencia, las caracteristicas de este tejido
podrian contribuir al desarrollo de futuras terapias dirigidas contra
estadios iniciales e incluso premalignos, asi como mads avanzados del

proceso carcinogénico.
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Objetivos y planeamiento experimental

La presente tesis doctoral se ha enmarcado dentro de los objetivos del
proyecto de investigacion desarrollado por el Grupo Multidisciplinar de
Oncologia Traslacional (GMOT) del Instituto Universitario de Investigacion
en Ciencias de la Salud (IUNICS) de la Universitat de las llles Balears (UIB);
titulado “Hacia un diagnostico personalizado en el cdncer colorrectal:
influencia del metabolismo energético y estrés oxidativo en la respuesta al
tratamiento (P114/01434)”. Este proyecto tenia entre sus objetivos
determinar y evaluar parametros claves del metabolismo energético vy el
estrés oxidativo como biomarcadores de prondstico en pacientes con
estadios avanzados de cancer colorrectal.

Se ha descrito que en la célula cancerosa se produce una
reprogramacion de la ruta principal de su metabolismo energético,
pasando del sistema OXPHOS a Ila glucdlisis aerdbica, debido
probablemente a la presencia de mitocondrias disfuncionales**.

Estudios posteriores a este descubrimiento han observado que la
bioenergética de la célula cancerosa, a pesar de una glucdlisis
incrementada, requiere de la participacion de una mitocondria funcional,
cuyas rutas anabdlicas proporcionen una elevada sintesis de biomoléculas
necesarias para su rapida proliferacion®. De hecho, algunos tipos de
canceres no presentan una glucdlisis incrementada, y dependen en gran
medida de la oxidacidon de sustratos energéticos para el anabolismo y la
produccion de energia®” '3, Sin embargo, se ha asociado la disfuncion
mitocondrial con la iniciacion del cdncer y la progresiéon metastasical!®.

Por otra parte, estudios recientes han revelado que las células
cancerosas alteran el metabolismo energético y el comportamiento de las
células estromales del microambiente tumoral'*>!®, De esta forma se

favorece un ambiente promotor para el desarrollo del tumor, lo cual
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induce a la cancerizacion de campo en el tejido adyacente no tumoral®®.
De hecho, las alteraciones del tejido adyacente no tumoral estan
constituyendo biomarcadores de prondstico y de tasas de supervivencia
de pacientes con CCR192:103,

De una forma u otra, esta compleja situacion metabdlica le confiere a la
mitocondria un papel crucial en el proceso canceroso avanzado.
Asimismo, no estan del todo esclarecidas las adaptaciones relacionadas
con el metabolismo energético mitocondrial, que tienen lugar en el tumor
y en el tejido adyacente no tumoral, las cuales facilitan el crecimiento
tumoral y el desarrollo de la metdstasis, uno de los obstaculos mas dificil
de vencer en la lucha contra el cancer.

Teniendo en cuenta lo anterior, nos planteamos como primer objetivo
identificar posibles biomarcadores prondstico, relacionados con el
metabolismo energético, en pacientes con cancer de colon en estadios
avanzados. Para ello, se procedid a determinar los niveles de enzimas
claves y proteinas reguladoras del metabolismo energético y la funcién
mitocondrial, comparando muestras de tejido tumoral y tejido adyacente
no tumoral del mismo paciente. Las muestras proceden de pacientes con
cancer de colon en estadios avanzados, pre-metastasico estadio Il y
metastasico estadio IV. Las muestras fueron obtenidas mediante cirugia
radical y los pacientes no recibieron tratamiento neoadyuvante. En las
muestras tumorales de cada paciente se realizd la caracterizacidon
genotipica mediante PCR cuantitativa de marcadores diagndsticos KRAS,
NRAS, BRAF, PI3K y AKT1; y fenotipica mediante inmunohistoquimica del
MSI.

Para abordar el primer objetivo, se realizd6 mediante técnicas de

Western blot un estudio de los niveles proteicos de las proteinas SIRT1,
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PGCla, TFAM, IDH2 y OXPHOS implicadas en el metabolismo energético y
la funcion mitocondrial. Igualmente, se analizaron los niveles proteicos de
la PDH y LDHA, enzimas claves para evaluar el flujo hacia el ciclo de Krebs
y la actividad glucolitica de los cambios establecidos por la teoria del
efecto Warburg caracteristico de las células cancerosas, respectivamente.

También, se realizé el andlisis de la funcién mitocondrial determinando
la actividad enzimatica de enzimas mitocondriales claves como la COX y la
ATPasa; asi como de la IDH2 para evaluar la actividad del ciclo Krebs.
Ademas, se cuantific6 el ADNmt por PCR cuantitativa para estimar el
contenido de mitocondrias.

Del primer estudio realizado en esta tesis doctoral se observdo un
cambio en el perfil metabdlico entre los tejidos tumorales de ambos
estadios de cancer de colon. El tejido tumoral de cancer de colon del
estadio metastasico muestra menores niveles proteicos de los complejos
OXPHOS, lo que contribuiria a incrementar el estrés oxidativo en el
microambiente tumoral y su vecindad préxima.

La disfuncién mitocondrial conlleva una produccién intrinseca
considerable de ROS, los cuales se han establecido como uno de los
principales promotores de las diferentes etapas del cancer. De hecho, el
estrés oxidativo es un factor que subyace en diversas patologias entre
ellas el cdncer, bien como origen o consecuencia, juega un papel
determinante en el destino celular, el cual puede estar abocado a un
proceso oncogénico producto de un continuo estrés oxidativo
elevado®!. Estudios previos han demostrado que las células cancerosas
estan expuestas frecuentemente a condiciones de alto estrés oxidativo,
debido a una elevada produccidén y/o acumulacion de ROS’®. Aunque estos

ultimos juegan un papel importante en la proliferacion y apoptosis celular
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118119 o] control sobre la

actuando como segundos mensajeros
homeostasis redox celular gracias a los sistemas antioxidantes es clave
para prevenir la iniciacién y progresién de un estado canceroso’”.

Por otra parte, los ROS contribuyen a propagar y amplificar el estrés
oxidativo en el ambiente tumoral. Esto provoca alteraciones en el tejido
adyacente no tumoral y lo condiciona a la transformacion oncogénica y la
cancerizacién de campo'®®. En consecuencia, esto promueve la formacién
de tumores regionales, aumentando la probabilidad de la recurrencia del
cancer después de una recepcion curativa de éstel®,

Basandonos en lo anterior y en los resultados obtenidos, nos
planteamos como hipdtesis que parametros relacionados con el estrés
oxidativo pueden ser indicadores de progresion metastdsica en cancer de
colon. Por ello, se planteé como segundo objetivo proseguir con la
deteccion de posibles biomarcadores de prondstico, en este caso
relacionados con el estrés oxidativo en el cancer de colon. Para corroborar
nuestra hipodtesis, sobre las mismas muestras tisulares obtenidas de
pacientes en estadios avanzados de cancer de colon, se realizd un estudio
de los niveles de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo,
concretamente proteinas de los sistemas antioxidantes enzimaticos
celulares como la MnSOD, Cu/ZnSOD, catalasa, GPx y GRd. También se
analizaron los niveles de dafio oxidativo en lipidos y proteinas (contenido
en aductos de 4-HNE y carbonilos respectivamente) y de la proteina UCP5,
relacionados con el balance redox de la célula, asi como de marcadores
del estado mitocondrial SIRT3, P53 y MDM2. Ademas, se evalud la

actividad enzimatica de las enzimas antioxidantes MnSOD vy catalasa, y se

determinaron los niveles de glutation total y oxidado
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3.1. Seleccion de pacientes y muestras de tejidos

Para la presente tesis se ha llevado a cabo un estudio en un grupo de 23
pacientes, los cuales fueron seleccionados teniendo en cuenta los
siguientes criterios: pacientes de ambos sexos, en un estadio avanzado (lll
y IV) de cancer de colon y que no hayan sido tratados con radio o
quimioterapia antes de la cirugia. Todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado antes de la cirugia. El estudio se realizd de
acuerdo con la "Declaracién de la Asociacion Médica Mundial de Helsinki"
sobre los principios éticos para la investigacion médica con humanos. El
tiempo desde el diagndstico del cancer en el paciente hasta la cirugia varié
entre un minimo de 4 dias a un maximo de 6 semanas. Las muestras de
tejido son tumores primarios de cancer de colon, histoldgicamente
adenocarcinoma, distribuidos en 12 muestras de estadio Il (4 hombresy 8
mujeres) y 11 muestras de estadio IV (5 hombres y 6 mujeres). Los
pacientes tenian una edad media de 71,3 anos para los hombres (SD: 8,7,
rango: 56-84) y 71,0 ainos para las mujeres (SD: 8,8, rango: 55-81).

Las muestras proceden del Biobanco del Hospital Son Llatzer y fueron
tomadas mediante cirugia. Consistieron en un fragmento de tejido
congelado después de la extraccion. De cada paciente se tomaron
muestras tumorales y de mucosa normal (tejido adyacente no tumoral).
En ambos casos, el tejido fue examinado histolégicamente a fin de
verificar si se correspondia o no a tejido tumoral. El tejido tumoral fue
clasificado por un patdlogo experto segun el sistema de estadificacion

TNM.
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3.2. Preparacion de muestras de tejidos

Aproximadamente 100 mg de cada muestra de tejido congelado fue
homogenizado en 1 ml de tampdon de homogenizacion a 4°C, que
contenia: Tris 20 mM, pH 7,4; sacarosa 250 mM; EGTA 2 mM; KCl 40 mM;
PMSF y Na3VO; 1 mM cada uno, 10 uM de pepstatina y 10 uM de
leupeptina. Se utilizé un Polytron (T10 basic, IKA-Werke GmbH) para la
homogenizacidén. Posteriormente, los homogenizados se sonicaron dos
veces con 20 W de potencia y un intervalo de 85 segundos entre pulsos.
Seguidamente, los homogenizados se centrifugaron a 600 g durante 10
minutos a 4°C; se descartd el precipitado y del sobrenadante se hicieron
alicuotas de 100 pl que se congelaron a -80°C, las cuales se usaron
posteriormente para llevar a cabo las determinaciones correspondientes.

Paralelo a la preparacion de las muestras de los estadios Ill y IV de
cancer de colon, se homogenizdé de la misma forma muestras de tejido
tumoral congelado de estadio | y Il de cancer de colon. El homogenizado
de estas ultimas muestras se utilizé para preparar una muestra MIX,
consistia en tejido tumoral de los estadios |, II, lll y IV de cancer de colon
en las mismas proporciones. La muestra MIX se traté como una muestra

mas en las determinaciones correspondientes.

3.3. Cuantificacion de proteinas

La concentracidon total de proteina se determind a partir del
sobrenadante que se obtuvo de la homogenizacion de cada muestra de
tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral de cada paciente. Para ello,
se realizé un ensayo fundamentado en el método de Bradford'?. En este

método, las proteinas presentes en la muestra interaccionan con el
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colorante Coomassie brilliant blue G-250, dando lugar a un complejo que
permite su cuantificacion espectrofotométricamente, con absorcion

maxima a 595 nm de longitud de onda.

Reactivos:

- Etanol 96 %

- Coomassie brilliant blue G-250

- H3PO485%

- Albdmina de suero bovino (BSA) 0,5 mg/ml

Procedimiento:

Se preparo el denominado reactivo de Bradford. Para ello, se mezclaron
en el siguiente orden: 50 ml de etanol al 96 %, 100 mg de Coomassie
brilliant blue G-250, 600 ml de agua bidestilada, 100 ml de H3PO4 85% y se
completd con agua bidestilada hasta el volumen de 1 L. Se prepard el
patron de BSA con el tampdéon de homogenizacion anteriormente
mencionado, con concentraciones desde 0,1 hasta 0,5 ug BSA/pL.

Se realizd una dilucién 1/30 de cada muestra para que entre en el
rango del patrén. En placas de espectrofotometria de 96 pocillos se afiadid
a cada pocillo 10 pl de patron o 10 pl de muestra, realizandose por
duplicado, a los que se le afadié 290 pl del reactivo de Bradford para
completar un volumen total de 300 ul en cada pocillo. Paralelamente, se
realizd un control solo con el reactivo de Bradford. Se procedio a la lectura
de la absorbancia cuyo incremento es proporcional a la concentracion de
proteina, la cual se calcula mediante el uso de la recta patrén y la

absorbancia obtenida en cada muestra.
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3.4. Caracterizacion genotipica en las muestras de tejido
tumoral de los pacientes

Un fragmento de las muestras de tejido tumoral de cada paciente fue
fijado en formaldehido y embebido en un bloque de parafina, a partir del
cual se obtuvieron cortes en laminas de 10 um de espesor. El ADN total de
cada muestra fue aislado de dichas laminas utilizando un kit comercial
(QlAamp® FFPE tissue kit, de Qiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Con un espectrofotémetro (BioSpec-nano, de Shimadzu
Biotech) se cuantificé la concentracién de ADN total determinando la
absorbancia a 260 nm.

Para la deteccion de mutaciones genéticas en los siguientes genes:
KRAS, NRAS, BRAF, PI3K y AKT1 se utilizé6 un kit de deteccién de
mutaciones en CCR (CRC-RT48 de Entrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para ello, 10 ng de ADN total de cada muestra fueron utilizados
para amplificar por PCR cuantitativa los genes anteriormente
mencionados, utilizando el termociclador LightCycler’ 480 System |l
(Roche Diagnostics). El programa de amplificacién se basa en una
preincubacion inicial para la desnaturalizacién del ADN a 95°C durante 12
minutos, seguido de 40 ciclos que consisten en: un paso de
desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, un paso de union de los
cebadores al ADN molde y extensidon a 60°C durante 40 segundos. Un
control negativo sin muestra, asi como un control positivo fueron
amplificados en cada ensayo. El control positivo que incluyd el kit contenia
cebadores para amplificar un gen especifico presente en las muestras. Los
valores de crossing point de la PCR cuantitativa se obtuvieron a través del

Light Cycler Software 3.5.3, mediante el método de la segunda derivada
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maxima. Estos valores se utilizaron para evaluar el estado mutacional de

los genes analizados.

3.5. Caracterizacion fenotipica de la inestabilidad de
microsatélites en las muestras de tejido tumoral de los
pacientes.

La caracterizacion fenotipica de la inestabilidad de microsatélites (MSI)
de todas las muestras de tejido tumoral de cada paciente fue analizada
mediante la técnica de inmunohistoquimica, y se llevd a cabo en el
Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Son Llatzer. Para evaluar la
MSI, se usaron anticuerpos contra MLH-1, MSH-2, MSH6 y PMS2
(06472966001, 05269270001; 05929911001, 06419216001
respectivamente) con el sistema de tincién de portaobjetos totalmente
automatizado BenchMark ULTRA. Se uso el kit de deteccion DAB OptiView
(06396500001). Los anticuerpos, asi como el instrumental y el kit de

deteccion utilizados en la técnica son de Ventana Medical Systems.

3.6. Analisis de los niveles proteicos por Western blot

Los niveles proteicos de las proteinas de interés se determinaron de
forma semicuantitativa mediante la técnica de Western blot. Esta técnica
comprende una serie de pasos que nos permiten identificar de manera
individual las proteinas de interés presentes en las muestras, asi como
realizar su semicuantificacion. Para ello, inicialmente tiene lugar una
separacion electroforética de las proteinas en un gel de poliacrilamida en
dependencia de su peso molecular. Posteriormente, las proteinas son

electrotransferidas del gel a una membraba de nitrocelulosa, para
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finalmente mediante el uso de anticuerpos especificos identificar las

proteinas de interés en dicha membrana.

3.6.1. Preparacion de las muestras de tejidos

Partiendo del homogenizado obtenido de cada muestra, se determind
la concentracién proteica mediante el método de Bradford anteriormente
mencionado. Teniendo en cuenta la concentracidon proteica obtenida, se
calculd el volumen para cada muestra de la cantidad de proteina deseada
a cargar en el gel, con el objetivo que sea la misma para todas las
muestras de ese gel. Considerando la proteina a determinar se cargo la
siguiente cantidad de proteina: 20 pg para SIRT1 y IDH2; 30 pg para
PGCla, LDHA, PDH, OXPHOS, MnSOD, Cu/ZnSOD, GRd, catalasa, UCP5,
SIRT3, P53 y MDM2; 40 pg para TFAM y 50 pg para GPx.

Se prepararon las muestras con los volumenes deseados y se ajustd con
tampon de homogenizacion para cargar el mismo volumen de cada
muestra en el gel. Posteriormente, 10% de B-mercaptoetanol se afadio al
tampoén de carga (Tris-HCl 0,25 M pH 6,8; SDS 10 % (p, v); glicerol 40 %
(v/v); azul de bromofenol 0,1 % (p/v)); y dicha mezcla se afiadié en una
proporciéon 3:1 (volumen muestra: volumen tampdén de carga).
Finalmente, se hirvieron las muestras durante 5 minutos para

desnaturalizar las proteinas y facilitar su unién al SDS.

3.6.2. Electroforesis SDS-PAGE

La separacidn electroforética de todas las proteinas analizadas se llevo
a cabo en geles de poliacrilamida al 12 % prefabricados (Criterion™ TGX

Stain-Free™ Precast Gel de Bio-Rad Laboratories), siguiendo las
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instrucciones del fabricante. Para ello, se cargd un volumen total de 16 pl
de cada muestra en dichos geles. Se utilizé de manera continua el voltaje a
200 V y se dejo transcurrir durante 45 minutos la electroforesis.
Posteriormente, para confirmar que se haya cargado la misma cantidad de
proteina en cada pocillo del gel, como control de carga se utilizo el
sistema de los geles Criterion™ TGX Stain-Free™ Precast Gel. Este sistema
se basa en la presencia de compuestos trihalo en el gel, los cuales son
capaces de reaccionar con los residuos de triptéfano presentes en las
proteinas cuando son expuestos a luz UV y producir fluorescencia. De esta
forma, se puede semicuantificar las bandas proteicas separadas en el gel.
Para ello, se realizd una captura de imagen de la electroforesis en el gel,
mediante el ChemiDoc™ Imaging System de Bio-Rad Laboratories

siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.6.3. Electrotransferencia semihumeda

La electrotransferencia consiste en transferir las proteinas que han sido
separadas en el gel a una membrana, en este caso de nitrocelulosa,
mediante la aplicacidon de una corriente eléctrica. Para ello, se utilizaron
membranas del Trans-Blot Turbo Midi 0.2 um Nitrocellulose Transfer Packs
y como equipo de electrotransferencia el Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System, ambos de Bio-Rad Laboratories, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, para confirmar que se ha realizado una
transferencia correcta de las proteinas, se realizé una captura de imagen

del gel con el ChemiDoc™ Imaging System.
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3.6.4. Inmunodeteccion

La inmunodeteccidon consiste en detectar las proteinas de interés
mediante el uso combinado de anticuerpos especificos. Para ello, primero
se realizé un bloqueo de la membrana en la que se encuentran fijadas las
proteinas, incubandola con leche en polvo sin grasa al 5% (p/v) en TBS-
Tween (solucion salina tamponada con Tris, pH 7,6 que contiene Tween-
20 al 0,05% (v/v)) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion.
Transcurrido el tiempo del bloqueo se realizaron una serie de lavados a la
membraba con TBS-Tween (tres veces, durante 5 segundos y dos veces
durante 5 minutos cada vez), con el objetivo de eliminar los restos de
leche. Seguidamente se incubod durante toda la noche en agitacién a 4°C
con un anticuerpo primario contra la proteina de interés. Las diluciones de
los anticuerpos primarios utilizados contra las proteinas de interés fueron
las siguientes: 1:1000 para SIRT1 (8469), TFAM (7495S), IDH2 (12652),
SIRT3 (26275), P53 (2524s), MDM2 (86934) todos de Cell Signaling
Technology, PGCla (ab54481) de Abcam, catalasa (219010) y GPx (st1000)
ambas de Calbiochem; 1:500 para LDHA (2012) de Cell Signaling
Technology, PDH (sc-37709), MnSOD (30080), GRd (133245), UCP5
(376172) todos de Santa Cruz Biotechnology, OXPHOS (MS601) de
MitoScience y Cu/ZnSOD (574597) de Calbiochem.

Transcurrido el periodo de incubacion con el anticuerpo primario se
volvié a lavar la membrana con TBS-Tween (tres veces, durante 5
segundos y tres veces durante 5 minutos cada vez). Posteriormente, se
procedid a la incubaciéon de la membrana durante 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion con un anticuerpo secundario, el cual se unid al

anticuerpo primario. Se utilizd una dilucién 1:10000 para todos los
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anticuerpos secundarios (anti-rabbit A9169, anti-sheep A3415 y anti-
mouse A9044 todos de Sigma-Aldrich).

Trascurrido el tiempo de incubacion con el anticuerpo secundario, se
lavé la membrana dos veces con TBS-Tween durante 10 minutos cada vez,
y una sola vez con TBS (sin Tween) durante 10 minutos, siempre en
agitacion. Las bandas proteicas se detectaron con el ChemiDoc™ Imaging
System utilizando el kit comercial Inmuno-Star Western C°
Chemiluminescent Kit ambos de Bio-Rad Laboratories, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Los datos se obtuvieron utilizando el software Quantity One de Bio-Rad
Laboratories. Los resultados se calcularon en tanto por ciento de
expresion respecto de las muestras de tejido adyacente no tumoral del
estadio Ill. La muestra MIX se incluyd en todas las electroforesis realizadas

y se utilizé como control para comparar los geles entre si.

3.7. Determinacion del daino oxidativo en proteinas y
lipidos

La oxidacion proteica y lipidica da lugar a la formacién de compuestos
gue son quimicamente estables y sirven como marcadores de estrés
oxidativo. Con el objetivo de evaluar el dafio oxidativo a nivel proteico y
lipidico, se realizd la semicuantificacion de los grupos carbonilos
(marcador de oxidacidn proteica) y aductos de 4-HNE (marcador de
peroxidacion lipidica) presentes en las muestras, mediante la técnica de
Western blot anteriormente mencionada.

Las electroforesis se realizan en geles de poliacrilamida al 12 %
prefabricado (Criterion™ TGX Stain-Free™ Precast Gel de Bio-Rad

Laboratories), siguiendo las instrucciones del fabricante, se cargaron 20 ug
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de proteina de cada muestra. Para confirmar que se haya cargado la
misma cantidad de proteina en cada pocillo del gel, como control de carga
se utilizé el sistema de los geles Criterion™ TGX Stain-Free™ Precast Gel
anteriormente mencionado.

Posteriormente, se llevé a cabo la electrotransferencia semihiumeda a
membranas de nitrocelulosa (Trans-Blot Turbo Midi 0.2 um Nitrocellulose
Transfer Packs con el Trans-Blot® Turbo™ Transfer System ambos de Bio-
Rad Laboratories) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la
determinacion de los grupos carbonilos, antes de la inmunodeteccion se
procedid al equilibrado de la membrana de nitrocelulosa con metanol al
20% en TBS 1X durante 5 minutos en agitacion, trascurrido el tiempo de
equilibrado se lavé la membrana con HClI 2N durante 5 minutos.
Seguidamente, se incubd la membrana con 2,4 dinitrofenilhidrazina
(DNPH) durante 5 minutos para derivatizar las proteinas carboniladas, y
después se procedid a una serie de lavados de la membrana, primero diez
veces con HCl al 2N, y después cinco veces con metanol al 50%, durante 5
minutos cada vez.

Para la inmunodeteccidon, primero se realizd el bloqueo de la
membrana, incubandola con leche en polvo sin grasa al 5% en TBS-Tween
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. Transcurrido el
tiempo de incubacidon se realizaron una serie de lavados (tres veces,
durante 5 minutos cada vez) con TBS-Tween, con el objetivo de eliminar
los restos de leche. Seguidamente, se incubd durante toda la noche a 4°C
en agitacion con el anticuerpo primario (diluido 1:2000 contra el grupo
dinitrofenilo y diluido 1:200 contra el 4-HNE). Transcurrido el periodo de
incubacioén se volvié a lavar (tres veces, durante 5 minutos cada vez) cada

membrana con TBS-Tween. Posteriormente, se procedid a la incubacidn
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durante 1 hora en agitacidén a temperatura ambiente de la membrana con
el anticuerpo secundario (diluido 1:2000 para el grupo dinitrofenilo y
1:10000 para el 4-HNE) contra su respectivo anticuerpo primario.
Trascurrido el tiempo de incubacion, se lavaron las membranas dos veces
con TBS-Tween durante 5 minutos cada vez y una vez solo con TBS (sin
Tween) durante 5 minutos, siempre en agitacion. Las bandas proteicas se
detectaron utilizando el kit comercial Inmuno-Star Western C°
Chemiluminescent Kit y el ChemiDoc™ Imaging System.

Los datos se obtuvieron utilizando el software Quantity One de Bio-Rad
Laboratories. Los resultados se calcularon en tanto por ciento de
expresion respecto de las muestras de tejido adyacente no tumoral del

estadio Ill.

3.8. Cuantificacion de ADNmt

El ADN total de cada muestra de tejido fue asilado a partir de cortes en
laminas de 10 um de grosor del tejido embebido en parafina. Para ello se
utilizo el kit comercial (QIAamp® FFPE tissue kit, de Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Con un espectrofotémetro (BioSpec-nano, de
Shimadzu Biotech) se cuantificd la concentracién de ADN total detectando
la absorbancia a 260 nm.

Una cantidad total de 5 ng de cada muestra de ADN total fue utilizado
para amplificar por PCR cuantitativa el gen nuclear ARNr 18S con los
cebadores (forward 5’-ggA CAC ggA CAg gATTgA CA-3’ y reverse 5'-ACC
CAC ggA ATC gAg AAA gA-3’) y el gen mitocondrial de la subunidad 4 de la
NADH deshidrogenasa con los cebadores (forward 5’-CgT gAC TCC TAC
CCC TCA CA-3’ y reverse 5’-ATC ggg TgA TgA TAg CCA Ag- 3’). Para ello, se
mezclaron 0,5 uM de cada uno de los cebadores con 2,5 ul de agua libre
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de ARNasas conteniendo los 5 ng de ADN de la muestra y 7,5 ul de SYBR
Green | Master de Roche Diagnostics que contenia el resto de los
componentes de la reaccion para la amplificacién de cada gen, utilizando
el termociclador LightCycler’ 480 System Il de Roche Diagnostics. El
programa de amplificacion se basa en una preincubacion inicial para la
desnaturalizacion del ADN a 95°C durante 5 minutos, seguido de 45 ciclos
gue consistieron en: un paso de desnaturalizacion a 95°C durante 10
segundos, un paso de alineamiento o union de los cebadores al ADN
molde a 60°C durante 10 segundos, y un paso final de extension a 72°C
durante 12 segundos y captacién de la fluorescencia. Un control negativo
sin muestra fue amplificado en cada ensayo. Los valores de crossing point
de la PCR cuantitativa se obtuvieron a través del Light Cycler Software
3.5.3. Los valores de crossing point obtenidos se utilizaron para calcular la
ratio (gen mitocondrial/ gen nuclear) y estimar la cantidad de ADNmt. Los
resultados obtenidos se expresaron en tanto por ciento respecto a las

muestras de tejido adyacente no tumoral de estadio Ill.

3.9. Determinacion de niveles de glutation

La concentracion de glutation total y oxidado fue determinada a partir
del sobrenadante que se obtuvo de la homogenizacion de cada muestra
de tejido tumoral y adyacente no tumoral de cada paciente. Para ello se
realizd un ensayo cinético fundamentado en el método descrito por
Akerboom y colaboradores!?!. En este método, el grupo sulfhidrilo del
glutatién presente en la muestra reacciona con el 5,5 -dithiobis (acido 2-
nitrobenzoico o DTNB) obteniéndose el compuesto TNB y glutation
oxidado, éste ultimo es reducido por la enzima GRd en presencia de
nicotin adenin dinucledtido fosfato reducido (NADPH). El TNB es un
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compuesto de color amarillo, lo que permite su deteccidn
espectrofotométrica, por lo que a mayor formacion de TNB mayor
concentracion de glutation total en la muestra.

Para conocer la concentracion de glutation oxidado, cada muestra se
trata con 2-vinilpiridina (2-VP), este compuesto derivatiza el glutation
reducido presente en la muestra y lo modifica, de esta manera no puede
entrar en la dindmica de la reaccion anteriormente mencionada. Por lo
gue, solo cuando el glutation oxidado presente en la muestra es reducido
por la enzima GRd, puede reducir al DTNB para obtener TNB y dar lugar a

la formacion de color.

Reactivos:

- Tampdn de ensayo: KH,PO4 500 mM y EDTA (K*dihidrato) 5 mM, pH 7,0
- Acido 5-sulfosalicilico (SSA) 0,05 g/ml

- DTNB 1,5 mg/ml en DMSO

- NADPH 40 mg/ml

- 2-VP 1M en etanol

- GRd 400 unidades/ml

Procedimiento:

Partiendo de un volumen de 50 pl de cada muestra se le afladieron 150
ul de SSA y se centrifugd a 10000 g durante 10 minutos a 4 °C, de esta
manera se hacen precipitar las proteinas y se recupera el sobrenadante
para la determinacién. A un volumen total de 55 pl se le afiadié una cuarta
parte de 2-VP (13,75 pl) para cada muestra y se incubé durante 1h a
temperatura ambiente.

Se preparé un blanco con 55 pl de SSA para determinar el glutation
total y un blanco con 2-VP (41,25 ul de SSA y 13,75 ul de 2-VP) para

determinar el glutation oxidado. Con agua bidestilada se hizo una dilucién
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1/5 del tampdn de ensayo, la cual se utilizd para las posteriores diluciones.
Se prepararon las diluciones 1/66 de la enzima GRd para obtener una
actividad de 6 unidades/ml y 1/250 de NADPH para obtenerlo a 0,16
mg/ml. Se prepard una solucion de trabajo con tampdn de ensayo que
contenia una dilucidon 1/37 de la enzima GRd y de DTNB. Transcurrido el
tiempo de incubacidon con 2-VP, en placas de espectrofotometria de 96
pocillos se afiadieron 25 ul de blanco sin 2-VP, blanco con 2-VP y de cada
muestra por duplicado. Posteriormente se afladid 135 ul de la solucion de
trabajo, se agité la placa durante 1 minuto y se dejo reposar durante 5
minutos a temperatura ambiente. Trascurrido el tiempo de reposo, se
afnadié 50 ul de NADPH y se procedio a la lectura de la absorbancia a 412
nm durante 30 minutos en el espectrofotémetro (PowerWave HT, Biotek).
El incremento de absorbancia por la formacién de TNB es proporcional a
la concentracion de glutation total y oxidado presente en la muestra. Los
resultados se obtienen analizando los datos de la pendiente de la curva
cinética para cada muestra, y se expresaron en tanto por ciento respecto a

las muestras de tejido adyacente no tumoral de estadio Ill.

3.10. Analisis de las actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas fueron determinadas usando ensayos
espectrofotométricos, partiendo del sobrenadante que se obtuvo de la
homogenizacidén de cada muestra de tejido tumoral y tejido adyacente no
tumoral de cada paciente. Para cada actividad enzimatica se prepararon
las muestras y el blanco por duplicado, en placas de espectrofotometria
de 96 pocillos. Los valores de actividad obtenidos se corrigieron teniendo

en cuenta la concentracion proteica para cada muestra.
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3.10.1. Determinacion de la actividad IDH2

La enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH; EC 1.1.1.42) es un
importante componente del ciclo de Krebs. Cataliza la descarboxilacién
del isocitrato, obteniéndose como producto el a-cetoglutarato. La
actividad se determiné siguiendo un incremento de absorbancia a medida
que el NADP* es reducido a NADPH!?2, La siguiente reaccién fue iniciada
por el isocitrato:

Isocitrato + NADP* —— 2-oxoglutarato+ NADPH + CO, + H*
Mn2+

Reactivos:

- Tampén de ensayo: TEAQ,1 M, pH 7,3
- MnCl; 100 mM

- NADP* 13 mM

- DL-isocitrato 67 mM

Procedimiento:

Se anadieron los volumenes totales para cada muestra en el siguiente
orden: 235 ul de tampon TAE, 5 ul de MnCl,, 10 pl de NADP* y 5 ul de
muestra. Paralelamente, se prepard un blanco afadiendo tampdn de
ensayo en lugar de la muestra. Se procedidé a incubar a 37°C durante 20
min. Transcurrido el tiempo se afladié 30 pl de isocitrato, la lectura de la
absorbancia se realizd durante 25 min a una longitud de onda de 339 nm a
37°C. El aumento de la absorbancia por la reduccién del NADP* es
directamente proporcional a la actividad de la IDH2. Los resultados de Ia
actividad enzimatica se calcularon a partir de los datos de la pendiente de

la curva cinética de cada muestra.
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3.10.2. Determinacion de la actividad COX

El citocromo c oxidasa (COX, EC 1.9.3.1), es un complejo enzimatico
integral de la membrana mitocondrial interna. Representa el ultimo
complejo de la cadena respiratoria y cataliza la reduccion del oxigeno
molecular a agua a partir de los electrones que provienen del citocromo c
reducido. La actividad de la COX se determina siguiendo el método
descrito por Chrzanowska-Lightowlers y colaboradores!?3. En este método,
de forma ciclica, el citocromo c es oxidado por la COX y vuelve a ser
reducido por el tetracloruro de 3,3-diaminobenzidina (DAB), para formar
el polimero de DAB que es detectable a 450 nm de longitud de onda. La

siguiente reccion fue iniciada por el citocromo c reducido:

DAB

Mondmero CltoF:romo C H,0
oxidado
COX
, Citocromo ¢
Polimero : 0,
reducido

Reactivos:

- Tampdn de ensayo: NaPOsH; 0,1 M, pH 7
- DAB5mM

- Catalasa 2 pg/ml

- Citocromo c reducido 100 uM

Procedimiento:
Se afladieron los volumenes totales para cada muestra en el siguiente

orden: 110 ul de tampdn de ensayo, 10 ul de catalasa, 25 pl de muestra y
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20 ul de DAB. Paralelamente, se prepard un blanco afiadiendo tampdn de
ensayo en lugar de muestra. Se procedid a agitar durante 30 segundos y
se afiadidé 30 pl de citocromo c reducido, y se volvid a agitar nuevamente.
La lectura de la absorbancia se realizé durante 30 min a una longitud de
onda de 450 nm a 37 °C. El aumento de la absorbancia por la formacion
del polimero DAB es directamente proporcional a la actividad de la COX.
Los resultados de la actividad enzimatica se calcularon a partir de los

datos de la pendiente de la curva cinética de cada muestra.

3.10.3. Determinacion de la actividad ATPasa

La ATPasa (EC 3.6.1.3) es una enzima mitocondrial que representa el
ultimo complejo de los OXPHOS. Es la encargada de la produccion de ATP
utilizando el gradiente protdnico mitocondrial generado por la cadena
respiratoria. La actividad de la ATPasa se determina mediante un ensayo
cinético fundamentado en el método descrito por Ragan vy
colaboradores!?*. En este método se acoplan varias reacciones
enzimaticas para finalmente detectar a 340 nm la disminucién de Ia
absorbancia por la oxidacion de NADH. El ATP inicia la siguiente cadena de

reacciones:

ATP

1) ATP &——> ADP + Pi

2) PEP + ADP "™, ATP + Piruvato

3) Piruvato + NADH + H* 2", Lactato + NAD*
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Reactivos:

-  Tampédn de ensayo: sacarosa 0,333 M; MgSQ04 6,3 mM; HEPES 6,3 mM, NADH
0,442 mM; pH 8

- Fosfoenolpiruvato (PEP) 0,1 M

- Piruvato quinasa (PK) 10 pg/ml

- Lactato deshidrogenasa (LDH) 10 pg/ml

- Antimicina 2 pg/ml

- Trifosfato de adenosina (ATP) 0.1 M

Procedimiento:

Se afiadieron los voliumenes totales para cada muestra en el siguiente
orden: 145 pl de tampdn de ensayo, 5 pl de PEP, 10 ul de PK, 5 ul de LDH,
10 pl de antimicina y 5 pl de muestra. Paralelamente, se preparé un
blanco aifadiendo tampodn de ensayo en lugar de muestra. Se procedio a
agitar durante 1 min y después se dejo que el sistema se estabilice
durante 5 min. Transcurrido el tiempo se afiadié 10 ul de ATP para que se
inicie la cadena de reacciones. Se agitd nuevamente durante 15 segundos,
la lectura de la absorbancia se realizé durante 15 minutos a una longitud
de onda de 340 nm a 37 °C. La disminucién de la absorbancia por la
oxidacion del NADH es inversamente proporcional a la actividad de Ia
ATPasa. Los resultados de la actividad enzimatica se calcularon a partir de

los datos de la pendiente de la curva cinética de cada muestra.

3.10.4. Determinacion de la actividad MnSOD

la MnSOD (EC 1.15.1.1) es la principal enzima antioxidante
mitocondrial que neutraliza el anion superoxido, formado principalmente
a nivel de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. La
actividad de la MnSOD se determina siguiendo el método descrito por

Quick y colaboradores'?. Este se fundamenta en que el anién superdxido
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es una especie muy reactiva, y una vez formado por la xantina oxidasa
(XOD) es capaz de reducir al citocromo c. En presencia de la enzima
superoxido dismutasa (SOD), parte del anidn superdxido es transformado
en peroxido de hidrégeno, por lo tanto, la reduccién del citocromo c se ve
disminuida. El citocromo c¢ reducido puede ser detectado a 550 nm,

mediante la siguiente cadena de reaccion:

: C SoD
Xantina + 02@» Acido urico +0,” — H,0,— H,0 +0,

T

Citocromo ¢ Citocromo ¢
oxidado reducido

Reactivos:

- Tampdn de ensayo: PBS, pH7,4
- Citocromo c 1,95 mM

- Catalasa 6000 U/ml

- XOD 335 U/ml

- Xantina 10 mM

- KCN1mM

Procedimiento:

Se afladieron los volumenes totales para preparar dos soluciones en el
siguiente orden, solucién A: 114 ul de PBS, 2,5 ul de xantina, 2,5 ul de
catalasa, 6 ul de citocromo cy 1 ul de KCN para inhibir la actividad de la
isoforma de SOD citoplasmatica; solucion B: 111 ul de PBS, 9 plde XODy 5
il para cada muestra. Ambas soluciones suman un volumen total de
reaccion de 250 pl por muestra. Paralelamente, se prepard un blanco con
250 pl de tampdn de homogenizacién y un control con 229 ul de PBS; 9 pl
de XOD; 2,5 pl de xantina; 2,5 pl de catalasa; 6 ul de citocromo cy 1 ul de
KCN, este control nos permite obtener la maxima reduccién del citocromo

c debido a la ausencia de actividad SOD. Posteriormente, se agito la placa
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durante unos 10 segundos, y rapidamente se procedidé a la lectura de la
absorbancia a 550 nm durante 2 minutos a 37 °C; donde el aumento de
esta es inversamente proporcional a la actividad de la MnSOD. Los
calculos de la actividad enzimatica se realizaron a partir de los datos de la
pendiente neta de la curva cinética para cada muestra, dicha pendiente se
obtuvo de la diferencia entre la pendiente del control y la pendiente de la

muestra.

3.10.5. Determinacion de la actividad catalasa

La catalasa (EC 1.11.1.6) es una enzima oxidorreductasa responsable de
la eliminacion del H,0,generado en el metabolismo celular. Presenta dos
tipos de actividades, la catalitica y la peroxidativa. La reaccion general
implica la reduccién del H,0, a través de la aceptacion de los atomos de

hidrogeno del donador (H;R):

H,0, + H,R 2222, >1 0 + R
La actividad peroxidativa de la catalasa se determina siguiendo el
método descrito por Géth!?®, Hadwan y Abed!?’. Este se fundamenta en
una reaccion rdpida entre el metanol (CH3OH) y una concentracién de
H,O, 6ptima; donde se anade molibdato de amodnico para detener la
reaccion, ya que éste ultimo forma un complejo de color amarrillo con el

H,0,, el cual es detectable colorimétricamente a 540 nm.

Reactivos:

- Tampdn de ensayo: K;HPO4/ KH2PO4 100 mM, pH 7,0
- Hx0, 650 mM
- Molibdato amdnico 140,72 mM
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Procedimiento:

Se afiadieron los voliumenes totales para cada muestra en el siguiente
orden: 175 ul de tampdn de ensayo y 5 ul de muestra. Paralelamente se
prepard un blanco con tampdén de ensayo, un blanco estdndar (3 o mas
pocillos de la placa) con tampdn de ensayo y H,0, que nos dard la maxima
coloracion, y un control para cada muestra que contenga tampodn de
ensayo y muestra, este nos dard la actividad de la catalasa producto al
H,0, intrinseco de la muestra. Se procedio a afiadir 20 pl de H,0;al blanco
estandar y a las muestras, se incubo durante 1 minuto a 37 °C en
agitacion, para detener la reacciéon rapidamente se afladieron 20 pl de
molibdato amodnico en todos los pocillos. Se agité durante unos segundos
y se realizd una lectura puntual a 374 nm de la formacién de color, la
intensidad de este ultimo es inversamente proporcional a la actividad de
la catalasa. Los resultados de la actividad enzimatica se calcularon a partir

de los datos de la pendiente de la curva cinética de cada muestra.

3.11. Representacion de los resultados obtenidos y analisis
estadistico

Los resultados de expresidon proteica para cada proteina y la
cuantificacion del ADNmt se representan mediante diagrama de caja, el
cual muestra la distribucidon de los datos de cada grupo experimental. La
caja representa el rango de valores distribuidos entre el valor que marca
el percentil 25 hasta el valor del percentil 75 de cada grupo experimental,
la X en su interior indica la media de los valores de cada grupo de datos y
la linea horizontal representa la mediana. El contenido de glutation y las
actividades enzimaticas se expresan como la media + la desviacidon

estandar. Para el analisis estadistico se utilizé el Programa Estadistico para
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las Ciencias Sociales para Windows (SPSS version 21.0; Inc., Chicago, IL).
Las diferencias entre los grupos experimentales se evaluaron mediante
analisis de la varianza (ANOVA) de dos factores, se indica que hay efecto
estadio (S, en las gréficas) cuando hay diferencias entre tejido de estadio
lIl vs. tejido de estadio IV, se indica que hay efecto tejido (T, en las
graficas) cuando hay diferencias entre tejido tumoral vs tejido adyacente
no tumoral. Como analisis post-hoc se utilizé la prueba t de Student. En
todos los casos, se ha considerado que las diferencias son significativas

cuando p <0,05.
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Resultados y Discusion

4.1. Estudio del metabolismo energético y la funcion
mitocondrial en muestras tisulares de pacientes en estadios
avanzados de cancer de colon

Los resultados que se muestran a continuacién y la discusion de estos
derivaron del estudio del metabolismo energético y la funcidn
mitocondrial, en muestras tisulares de pacientes en estadios avanzados de
cancer de colon. El objetivo de este estudio fue la determinacion de
posibles biomarcadores de prondstico y evolucién, relacionados con el
metabolismo energético y la funcidon mitocondrial en dichos pacientes.
Para ello, se determinaron los niveles de expresion proteica de la SIRT1,
PGCla, TFAM, LDHA, PDH, IDH2, y los complejos OXPHOS en muestras de
tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral de pacientes en estadios Il y
IV de cdncer de colon mediante Western blot. Por otra parte, se
cuantificaron las actividades enzimaticas de la IDH2, COX y ATPasa, y los
niveles de ADNmt sobre dichas muestras de tejidos. Adicionalmente,
previo al analisis de los parametros de interés se realizo la caracterizacién
genotipica de biomarcadores establecido para cancer de colon, asi como
la caracterizacion fenotipica de la inestabilidad de microsatélites sobre las
muestras de tejido tumoral de pacientes en estadios Ill y IV de cdncer de

colon.

4.1.1. Resultados

Caracterizacion genotipica de KRAS, NRAS, BRAF, PI3K y AKT1, y
fenotipica del MSI en las muestras de tejido tumoral de los pacientes
en estadios avanzados de cancer de colon.

Las muestras evaluadas presentaron uniformidad para los

biomarcadores analizados (Tabla 1), exceptuando para KRAS, ya que se

encontro mutado en el 50% de las muestras tumorales de estadio Ill. Estos
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resultados fueron correlacionados con las caracteristicas clinicas de los

pacientes, pero no se encontraron evidencias de que KRAS mutado

influyera en los resultados obtenidos.
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Niveles de expresion proteica de los complejos OXPHOS

En la Figura 5 se representan los niveles de expresion proteica de los
complejos OXPHOS en tejidos tumorales y tejidos adyacentes no
tumorales de estadios avanzados de cancer de colon.

Como se observa en la Figura 5A, 5B y 5C, no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de expresion proteica de los
complejos I, Il y lll entre los grupos experimentales. En general, todas las
muestras de tejidos de cada grupo experimental presentaron una mayor
dispersion de los datos de la expresion proteica de los complejos |, 11, lIl.

Por otra parte, los niveles de expresién proteica del complejo IV (Figura
5D) mostraron diferencias entre el estadio Ill y IV, mostrando un claro
efecto estadio, debido a que el tejido tumoral y tejido adyacente no
tumoral del estadio IV presentaron los menores niveles proteicos de este
complejo. Esto refleja que la disponibilidad proteica del complejo IV se
encuentra comprometida en el estadio metastasico de cancer de colon;
pauta estadisticamente significativa en el tejido tumoral, ya que el tejido
tumoral IV presento niveles muy inferiores respecto al tejido tumoral del
estadio Ill. Por otra parte, se observaron diferencias respecto de tejido
tumoral vs tejido adyacente no tumoral (efecto tejido) en los niveles de
expresion proteica del complejo V (Figura 5E). Esto fue debido ya que los
tejidos tumorales de ambos estadios mostraron menores niveles de
expresion proteica de dicho complejo respecto del tejido adyacente no
tumoral, diferencias que son estadisticamente significativas en ambos
estadios. Las bandas representativas del Western blot de estas

determinaciones se muestran en la Figura 8.
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Figura 5. Diagrama de cajas de los niveles de expresién proteica obtenidos por
Western blot de los complejos OXPHOS: complejo | (A), complejo Il (B), complejo Il (C),
complejo IV (D) y complejo V (E), en el tejido adyacente no tumoral y tejido tumoral de
pacientes en estadios Ill y IV de cancer de colon. Los datos (n = 10-12, segun grupo
experimental) estan expresados en porcentaje respecto al tejido adyacente no tumoral
del estadio lll, considerandolo el 100%. No tumor: tejido adyacente no tumoral;
Tumor: tejido tumoral. Estadistica: ANOVA de dos factores (p < 0,05): S efecto estadio,
T efecto tejido; t-Student (p < 0,05): * diferencias estadio Il vs. estadio IV, # diferencias
tejido adyacente no tumoral vs. tejido tumoral.
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Niveles de expresion proteica de LDHA, PDH y IDH2

En la Figura 6 se representan los niveles de expresion proteica de la
LDHA, PDH y IDH2 en tejidos tumorales y tejidos adyacentes no tumorales
de estadios avanzados, lll y IV, de cancer de colon.

En la Figura 6A se observa un efecto tejido en los niveles de expresion
proteica de la LDHA, debido a que los tejidos tumorales de ambos estadios
avanzados de colon presentaron los mayores niveles proteicos de dicha
enzima, pauta estadisticamente significativa en el tejido tumoral del
estadio IV. Los niveles de expresion proteica de la PDH (Figura 6B) fueron
muy similares en las muestras de tejidos tumorales y tejidos adyacente no
tumorales de ambos estadios. Los niveles de expresidn proteica de la IDH2
(Figura 6C) presentaron un efecto tejido debido a que los tejidos
tumorales de ambos estadios mostraron mayores niveles proteicos de
esta enzima, comparado con su tejido adyacente no tumoral
correspondiente. Ademas, este efecto es mas marcado y estadisticamente
significativo en el tejido tumoral del estadio IV, respecto a su tejido
adyacente no tumoral. Las bandas representativas del Western blot de

estas determinaciones se muestran en la Figura 8.

Niveles de expresion proteica de SIRT1, PGCla 'y TFAM

En la Figura 7 se representan los niveles de expresion proteica de la
SIRT1, PGCla y TFAM en los tejidos tumorales y tejidos adyacentes no
tumorales de estadios avanzados, lll y IV, de cancer de colon.

Como se observa en la Figura 7A los niveles proteicos de la SIRT1
mostraron un efecto tejido, pauta que es estadisticamente significativa en

el tejido tumoral del estadio IV, debido a que este tejido presenta
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mayores niveles proteicos de SIRT1 respecto al tejido no tumoral del

estadio IV.
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Figura 6. Diagrama de cajas de los niveles de expresién proteica obtenidos por
Western blot de la LDHA (A), PDH (B) y IDH2 (C), en el tejido adyacente no tumoral y
tejido tumoral de pacientes en estadios Ill y IV de cancer de colon. Los datos (n = 10-
12, segun grupo experimental) estdn expresados en porcentaje respecto al tejido
adyacente no tumoral del estadio Ill, considerdndolo el 100%. No tumor: tejido
adyacente no tumoral; Tumor: tejido tumoral. Estadistica: ANOVA de dos factores

(p<0,05): T efecto tejido; t Student (p <0,05): # diferencias tejido adyacente no
tumoral vs. tejido tumoral.
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Figura 7. Diagrama de cajas de los niveles de expresidon proteica obtenidos por
Western blot de la SIRT1 (A), PGCla (B) y TFAM (C), en el tejido adyacente no tumoral
y tejido tumoral de pacientes en estadios Il y IV de cancer de colon. Los datos (n = 10-
12, segun grupo experimental) estan expresados en porcentaje respecto al tejido
adyacente no tumoral del estadio Ill, considerdndolo el 100%. No tumor: tejido
adyacente no tumoral; Tumor: tejido tumoral. Estadistica: ANOVA de dos factores
(p <0,05): S efecto estadio, T efecto tejido; t-Student (p < 0,05): * diferencias estadio Il
vs. estadio IV, # diferencias tejido adyacente no tumoral vs. tejido tumoral.

Por otra parte, en los niveles proteicos de PGCla (Figura 7B) se observé
un efecto estadio, ya que las muestras de tejidos del estadio IV
presentaron menores niveles proteicos de PGCla, pauta estadisticamente
significativa en el tejido tumoral. Los niveles de expresidon proteica de

TFAM (Figura 7C) fueron muy similares entre los tejidos adyacentes no
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tumorales y los tejidos tumorales del estadio Ill. Sin embargo, el tejido
tumoral de estadio IV presentd los mayores niveles de expresion de TFAM
entre todas las muestras de tejido analizadas, aunque no fueron
significativos y con una mayor dispersion de los datos. Las bandas
representativas del Western blot de estas determinaciones se muestran

en la Figura 8.

A) Estadio cancer colon B) Estadio cancer colon
I \Y) 1] \Y)
NoT Tum NoT Tum PM (kDa) NoT Tum NoT Tum PM (kDa)
o e~y L L

o . o

SIRT1 ”“-. 120 av -. 22

PGCla “- 92 cv ---- 54

Figura 8. Bandas representativas del Western blot de las determinaciones de los
niveles de expresién de la LDHA, PDH, IDH2, SIRT1, PGCla y TFAM (A); y de los
complejos OXPHOS (B) (complejos del | al V), en el tejido adyacente no tumoral (No T)
y tejido tumoral (Tum) de pacientes en estadios Ill y IV de cancer de colon; PM peso
molecular.

Cuantificacion de ADN mitocondrial

Los niveles de ADNmt fueron evaluados en tejido tumoral y tejido
adyacente no tumoral de pacientes en estadios Ill y IV de colon, los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 9. Se observd un efecto
tejido estadisticamente significativo, el cual es reflejado por una mayor
cantidad de ADNmt en las muestras de tejidos tumorales de ambos

estadios, respecto a sus tejidos adyacente no tumorales correspondiente.
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Ademas, ambas muestras de tejido tumoral mostraron cantidades muy

similares de ADNmt.
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Figura 9. Diagrama de cajas del contenido en ADNmt obtenidos por PCR cuantitativa,
en el tejido adyacente no tumoral y tejido tumoral de pacientes en estadios Il y IV de
cancer de colon. Los datos (n = 10-12, segln grupo experimental) estan expresados en
porcentaje respecto al tejido adyacente no tumoral del estadio lll, considerandolo el
100%. No tumor: tejido adyacente no tumoral; Tumor: tejido tumoral. Estadistica:
ANOVA de dos factores (p <0,05): T efecto tejido; t-Student (p <0,05): # diferencias
tejido adyacente no tumoral vs. tejido tumoral.

Andlisis de las actividades enzimdticas de IDH2, COX y ATPasa

En la Figura 10 se muestran las actividades enzimaticas de la IDH2, COX
y ATPasa. Los valores de actividad de la IDH2 (Figura 10A) presentaron un
efecto interactivo entre tejido y estadio (ANOVA, p=0,054), debido a los
mayores valores de actividad obtenidos en el tejido adyacente no tumoral
de estadio IV respecto al tejido adyacente no tumoral del estadio Ill. En
cambio, el tejido tumoral de estadio IV presenta menores valores de
actividad respecto al tejido tumoral de estadio Ill. Los valores de actividad
enzimatica de la COX (Figura 10B) no fueron diferentes entre los grupos

experimentales analizados. De hecho, los tejidos tumorales de ambos
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estadios de cancer de colon mostraron niveles de actividad COX muy
similares.

Se observd un efecto estadio en los valores de actividad de la ATPasa
(Figura 10C), debido a mayores valores de actividad de esta enzima en el
tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral del estadio IV. Ademas, el
tejido tumoral del estadio IV presentd una mayor actividad de la ATPasa

respecto al tejido tumoral del estadio Ill de forma estadisticamente

significativa.
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Figura 10. Actividades enzimaticas de la IDH2 (A), COX (B) y ATPasa (C), en el tejido
adyacente no tumoral y tejido tumoral de pacientes en estadios Ill y IV de cancer de
colon. Los datos estan expresados como la media * la desviacion estandar (n = 10-12,
segun grupo experimental). No tumor: tejido adyacente no tumoral; Tumor: tejido
tumoral. Estadistica: ANOVA de dos factores (p <0,05): S efecto estadio; t Student
(p <0,05): * diferencias estadio Ill vs estadio IV.
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4.1.2. Discusion

La oncogénesis, asi como la progresién metastasica, dependen de la
reprogramacién del metabolismo celular?®. Nuestro estudio indica que el
tejido tumoral del estadio pre-metastasico Ill de cancer de colon presenta
un perfil metabdlico similar al de su tejido adyacente no tumoral. Sin
embargo, en el estadio IV los cambios en el metabolismo oxidativo
podrian estar encaminados a mantener el fenotipo metastasico, aunque
se observa menores niveles proteicos de los complejos OXPHOS en el
tejido tumoral del estadio IV.

La principal funcién de la mitocondria es la produccion de energia,
mediante la formacion de ATP, a través del ciclo de Krebs y los complejos
OXPHOS. En este sentido, el correcto mantenimiento de la estructura y
funcion de las mitocondrias depende de la biogénesis mitocondrial, la cual
implica la proliferacidon y diferenciacién de las mitocondrias y constituye
un mecanismo adaptativo en respuesta a los cambios en la demanda
energética>.

Los tejidos tumorales de los estadios avanzados, pre-metastdsico
estadio Ill y metastasico estadio |V de cancer de colon, muestran un perfil
diferente en los niveles de expresion proteica de los complejos OXPHOS,
excepto para la ATPasa, lo que sugiere una capacidad metabdlica oxidativa
dependiente del estadio. Un estudio protedmico anterior en lineas
celulares de CCR metastdsico, reveld una desregulacidon en la expresion
proteica y localizacién subcelular de los complejos OXPHQOS, lo cual refleja
una alteracion del metabolismo oxidativo en el CCR metastasico?®. Los
resultados obtenidos indican que la desregulacién en los niveles proteicos
de los complejo OXPHOS principalmente complejo IV y V, no afectan la

principal funcién de la mitocondria en el tejido tumoral del estadio 1V,
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sugiriendo un incremento en la eficiencia de la actividad COX y ATPasa,
cuando sus niveles proteicos estan comprometidos. Por lo tanto, Ia
mitocondria podria suministrar los requerimientos energéticos en forma
de ATP para la célula tumoral, y asi contribuir a mantener el fenotipo
metastasico del cancer de colon, teniendo en cuanta los niveles
preservados de actividad enzimatica para la COX y ATPasa observados en
el tejido tumoral del estadio IV. De acuerdo con lo anterior, un estudio
reportd que tanto el tejido tumoral como el tejido adyacente no tumoral
de muestras humanas de CCR presentaron una capacidad funcional similar
del sistema OXPHOS, aunque sin especificar los estadios de las muestras
de CCR3°, Ademas, el flujo en la entrada de sustrato a la mitocondria
dirigido hacia el metabolismo oxidativo podria estar garantizado, teniendo
en cuenta los niveles proteicos de la enzima PDH observados en los tejidos
tumorales del estadio IV de cancer de colon.

Por otra parte, los elevados niveles proteicos de LDHA observados en
los tejidos tumorales de ambos estadios de cancer de colon indican un
claro efecto Warburg, lo que sugiere que la glucdlisis aerdbica juega un
papel determinante en la promocidn y mantenimiento del estadio
metastasico en el cancer de colon. De acuerdo con lo anterior, una
elevada expresion de genes glucoliticos, entre ellos de la LDHA, se asocio
con un mal prondstico en pacientes de CCRm, ya que favorece la
migracidn de las células cancerosas y la angiogénesis31132,

En consecuencia, la expresidon proteica de los complejos IV y V, asi
como de la LDHA, merece ser evaluada para su uso como biomarcadores
de prondstico en estadios avanzados de cancer de colon.

En varios tipos de canceres humanos, incluido el CCR, han sido

reportadas mutaciones en la IDH2%, las cuales se asocian a la pérdida de
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la actividad enzimdtica nativa de la IDH2%. Basdndonos en nuestros
resultados, suponemos que los elevados niveles proteicos de dicha enzima
en el tejido tumoral IV, pueden ser un intento de incrementar la
produccion de NADPH, requerido por células en proliferacién!?®. Por lo
gue podemos asumir que la disponibilidad de a-cetoglutarato estaria
disminuida, limitando asi al ciclo de Krebs en el tejido tumoral del estadio
metastasico. Lo anteriormente mencionado, sumado a la desregulacién en
los niveles proteicos de los complejos OXPHQOS, causaria una sobrecarga
en la cadena de transporte electrénico, lo que conllevaria a un aumento
en la produccion mitocondrial de los ROS, contribuyendo asi al estrés
oxidativo en el tejido tumoral y su entorno circundante en el estadio IV de
cancer de colon. En consecuencia, este incremento en el estrés oxidativo
podria favorecer la capacidad metastasica de las células cancerosas®¥3*,
La SIRT1 actua a través de la desacetilacidon directa, lo que puede
provocar la activacion de sus sustratos, como el coactivador
transcripcional PGCla, el regulador clave de la biogénesis mitocondrial y
el metabolismo energético®*'%>. En este estudio observamos sefiales de
activacion mitocondrial en el estadio pre-metastasico Ill, debido a los
elevados niveles proteicos de PGCla encontrados en el tejido tumoral de
estadio Ill comparado con el tejido tumoral del estadio IV. En un estudio
anterior realizado con estadios tempranos de CCR se han reportado
menores niveles de ARNm para PGCla en el tejido tumoral comparado
con el tejido adyacente no tumoral*®*®. Nuestros resultados revelan una
variacion en los niveles de expresidon proteica de PGCla dependiente del
estadio en el cancer de colon, debido probablemente a una mayor
demanda energética requerida en el estadio Ill para progresar hacia el

estadio metastasico.
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SIRT1 y PGCla presentaron un patréon de expresion diferencial en los
tejidos tumorales del estadio IV. En un estudio previo observamos en una
linea celular de CCR metastdsico un patrén de expresidon proteica similar
para SIRT1 y PGCla'®’. Una posible explicacién para estos resultados
podria ser debido a un intento de promover el metabolismo oxidativo,
manteniendo una mayor sefial de activacion de PGCla, en respuesta a la
desregulacion en los niveles proteicos de los complejos OXPHOS,
observado en el tejido tumoral del estadio IV. Fundamentando lo anterior,
un estudio reportd un aumento en los niveles proteicos de los complejos
OXPHOS dependiente del eje SIRT1/PGCla en cultivos a partir de
muestras de tejidos de pacientes con CCR metastdsico®®. Por lo tanto, se
subraya el valor potencial de estas proteinas reguladoras, para su posible
evaluacién como biomarcadores prondstico en estadios avanzados de
cancer de colon.

Hoy en dia estd bien establecido que TFAM es el activador mas
importante del genoma mitocondrial, regulando su replicacion vy
transcripcion, ademas de jugar un papel clave en mantener la estructura y
el nimero de copias de dicho genoma®*%°, TFAM es activado por PGCla
a través de los NRF1 y NRF2 para promover la funcién mitocondrial en
respuesta a estimulos externos diferentes!*!.

TFAM y PGCla presentaron una expresion diferente y dependiente del
estadio avanzado de cancer de colon. En consecuencia, las células
tumorales del estadio IV podrian tener en cierta forma una biogénesis
activada, para mantener las mitocondrias funcionalmente activas. Una
explicacion alternativa a los elevados niveles de TFAM encontrados en el
tejido tumoral |V, podria ser debido a la falta de regulacidon

postranscripcional negativa de TFAM. Fundamentando lo anterior, se
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observd una sobreexpresion de TFAM concomitante con la pérdida de su
regulacidn postranscripcional negativa, en muestras de tejido de pacientes
con CCR#2,

Las alteraciones en el numero de copias del ADNmt estan siendo
consideradas un importante denominador comun en varios tipos de
canceres humanos, incluyendo el CCR!3. En este sentido, estudios
anteriores estan evaluando su uso como potencial biomarcador del riesgo

144145 Los resultados de la cantidad de

y pronéstico del CCR humano
ADNmt obtenidos en las muestras tumorales indica que los tejidos
tumorales de ambos estadios presentan un mayor contenido en
mitocondrias, en respuesta a una biogénesis mitocondrial promovida por
una elevada demanda energética para alcanzar y mantener la metastasis.
Resultados similares al anterior se describieron en muestras tumorales de
estadios Il y IV de CCR4¢,

En su conjunto, los resultados obtenidos muestran la promocién de la
biogénesis mitocondrial y/o la funcién mitocondrial en el tejido tumoral
del estadio Ill. Una vez alcanzado el estadio metastasico se incrementa la
funcionalidad mitocondrial, y de esta forma, el metabolismo oxidativo
abastece energéticamente los requerimientos para la progresion vy
mantenimiento de la metastasis en el cancer de colon. Adicionalmente, el
efecto Warburg contribuiria positivamente a promover y mantener el
fenotipo metastasico en el cancer de colon.

En resumen, nuestro estudio ha puesto de manifiesto diferencias en
aspectos claves del metabolismo energético en muestras tisulares de
estadios avanzados de cancer de colon. Nuestros resultados indican que

parametros fundamentales de la funcidn mitocondrial como SIRT1,

PGCla, LDHA, IDH2, los complejos OXPHOS (complejos IV y V), y el
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contenido en ADNmt juegan un papel importante en la progresiéon hacia
un estadio metastasico en el cancer de colon. Asi pues, estos parametros
podrian ser considerados para su evaluacion como biomarcadores de

pronodstico en pacientes de estadios avanzados de cancer de colon.

4.2. Estudio del estrés oxidativo en muestras tisulares de
pacientes en estadios avanzados de cancer de colon

Los resultados que se muestran a continuacion y la discusion de estos,
derivaron del estudio del estrés oxidativo en muestras tisulares de
pacientes en estadios avanzados de cancer de colon. El objetivo de este
estudio fue proseguir con la deteccion de posibles biomarcadores de
prondstico y evolucidn, en este caso, relacionados con el estrés oxidativo
en dichos pacientes. Para ello, se determinaron los niveles de expresion
proteica de la SIRT3, P53, MDM2, MnSOD, Cu/ZnSOD, catalasa, UCP5, GPx
y GRd en las muestras de tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral de
pacientes en estadios Ill y IV de cancer de colon mediante Western blot.
También se analizd la ratio entre los niveles proteicos de la GPx y la GRd.
Por otra parte, se analizaron las actividades enzimaticas de la MnSOD y la
catalasa, y se cuantificaron los niveles de glutation total y oxidado, asi
como la evaluacién de los dafios oxidativos en lipidos y proteinas, sobre

las mismas muestras de tejidos anteriormente mencionadas.
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4.2.1. Resultados

Niveles de expresion de proteinas antioxidantes MnSOD, Cu/ZnSOD,
catalasa, UCP5, GPx y GRd

Los resultados obtenidos muestran mayores niveles de expresion
proteica estadisticamente significativos de la MnSOD (Figura 11A) en las
muestras de tejido tumoral comparado con su tejido adyacente no
tumoral en ambos estadios de cancer de colon, lo cual refleja un efecto
tejido. Por otra parte, el tejido adyacente no tumoral del estadio IV
mostrd unos niveles superiores estadisticamente significativos comparado
con el mismo tipo de tejido, pero del estadio lll. El tejido tumoral del
estadio lll mostré mayores niveles de expresion proteica de la Cu/ZnSOD
(Figura 11B), respecto a su tejido adyacente no tumoral, aunque no fueron
significativos. Asimismo, el tejido adyacente no tumoral del estadio IV
presentd mayores niveles estadisticamente significativos de Cu/ZnSOD
respecto al mismo tipo de tejido del estadio lll.

Los niveles de expresion proteica de la catalasa (Figura 11C) fueron
similares entre los tejidos tumorales de ambos estadios, Ill y IV, y con el
tejido adyacente no tumoral del estadio IV. En cambio, mayores niveles de
expresion proteica en el tejido tumoral del estadio Il fueron
estadisticamente significativos respecto a su tejido adyacente no tumoral.
El tejido adyacente no tumoral del estadio IV presentd mayores niveles de
expresion proteica de la catalasa estadisticamente significativos respecto
al tejido adyacente no tumoral del estadio Ill. Por todo ello, se observé un
efecto interactivo dependiente del tejido y del estadio.

Los niveles de expresion proteica de la UCP5 (Figura 11D) siguieron un
patron similar a la expresion de la catalasa; aunque solo fueron

estadisticamente significativos los mayores niveles de expresion
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observados en el tejido adyacente no tumoral del estadio IV respecto al
mismo tejido, pero del estadio lll.
Por lo tanto, se observan unos mayores niveles de proteinas

antioxidantes en el tejido adyacente no tumoral del estadio IV respecto al

del estadio lll.
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Figura 11. Diagrama de cajas de los niveles de expresion proteica obtenidos por
Western blot de la MnSOD (A), Cu/ZnSOD (B), catalasa (C) y UCP5 (D), en el tejido
adyacente no tumoral y tejido tumoral de pacientes en estadios Ill y IV de cancer de
colon. Los datos (n = 10-12, segin grupo experimental) estdn expresados en
porcentaje respecto al tejido adyacente no tumoral del estadio lll, considerandolo el
100%. No tumor: tejido adyacente no tumoral; Tumor: tejido tumoral. Estadistica:
ANOVA de dos factores (p<0,05): S efecto estadio, T efecto tejido y SxT efecto
interactivo; t-Student (p <0,05): * diferencias estadio Ill vs. estadio IV, # diferencias
tejido adyacente no tumoral vs. tejido tumoral.
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Los niveles de expresidon proteica de la GPx (Figura 12A) obtenidos en
ambas muestras de tejidos del estadio lll fueron similares. En cambio, el
tejido adyacente no tumoral del estadio IV mostré los mayores niveles de
expresion de esta enzima, presentando significancia estadistica respecto
al tenido adyacente no tumoral del estadio Ill. Los tejidos tumorales de
ambos estadios mostraron niveles similares de expresion proteica de la
GRd (Figura 12B); presentando un efecto tejido ya que dichos niveles
fueron inferiores estadisticamente significativos comparado con el tejido
adyacente no tumoral correspondiente en cada estadio.

Se observé una menor ratio GRd/GPx (Figura 12C) en el estadio IV
respecto del estadio Ill, tanto en tejido tumoral como en el tejido
adyacente no tumoral, aunque no se alcanzd la significancia estadistica. El
tejido tumoral del estadio IV presenté la menor ratio GRd/GPx entre todos
los grupos experimentales, la cual fue estadisticamente significativa
respecto a su tejido adyacente no tumoral. Las bandas representativas del

Western blot de estas determinaciones se muestran en la Figura 13.

Niveles de expresion proteica de SIRT3, P53 y MDM?2

En la Figura 14 se representan los niveles de expresidon proteica de la
SIRT3, P53 y MDM2 en los tejidos tumorales y tejidos adyacentes no
tumorales de estadios avanzados, lll y IV, de cancer de colon.

Las muestras de tejido tumoral y adyacente no tumoral del estadio Ill
presentaron similares niveles de expresién proteica de la SIRT3 (Figura
14A). En cambio, el tejido tumoral del estadio IV mostré menores niveles
estadisticamente significativos de expresién de la SIRT3 respecto a su
tejido adyacente no tumoral. Los mayores niveles de expresién de SIRT3

se observaron en el tejido adyacente no tumoral del estadio IV, siendo
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estos estadisticamente significativos respecto al tejido adyacente no

tumoral del estadio Ill.
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Figura 12. Diagrama de cajas de los niveles de expresion proteica obtenidos por
Western blot de la GPx (A) y GRd (B), en el tejido adyacente no tumoral y tejido
tumoral de pacientes en estadios Il y IV de cancer de colon, y de la ratio GRd/GPx. Los
datos (n = 10-12, segun grupo experimental) estan expresados en porcentaje respecto
al tejido adyacente no tumoral del estadio Ill, considerandolo el 100%. No tumor:
tejido adyacente no tumoral; Tumor: tejido tumoral. Estadistica: ANOVA de dos
factores (p <0,05): S efecto estadio, T efecto tejido; t-Student (p < 0,05): * diferencias
estadio Il vs. estadio IV, # diferencias tejido adyacente no tumoral vs. tejido tumoral.

Los tejidos tumorales de ambos estadios mostraron unos niveles de
expresion proteica de P53 (Figura 14B) muy bajos, practicamente
inexistente, reflejando un efecto tejido muy significativo, comparado con

su tejido adyacente correspondiente, pauta estadisticamente significativa
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en los tejidos tumorales de ambos estadios. Por otra parte, se observé un
efeto estadio, debido a mayores niveles proteicos de P53 en el estadio |V,
pauta estadisticamente significativa en el tejido adyacente no tumoral del
estadio IV. Por otra parte, se observd un efecto interactivo significativo en
la comparacion de todos los grupos experimentales.

Los niveles de expresion proteica de MDM2 (Figura 14C) en las
muestras de tejidos tumorales de ambos estadios fueron muy similares.
En cambio, en el tejido adyacente no tumoral del estadio IV se observaron
menores niveles de expresion proteica de MDM2, respecto al tejido
adyacente no tumoral del estadio Ill, aunque no fueron estadisticamente
significativos y este ultimo tejido mostré una mayor dispersion de los
datos. Las bandas representativas del Western blot de estas

determinaciones se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Bandas representativas del Western blot de las determinaciones de los
niveles de expresion de la MnSOD, Cu/ZnSOD, catalasa, UCP5, GPx, GRd, SIRT3, P53 y
MDM?2, en el tejido adyacente no tumoral (No T) y tejido tumoral (Tum) de pacientes
en estadios lll y IV de cdncer de colon; PM peso molecular.

77



Reyniel Hernandez Lépez — Tesis Doctoral

A) a0 SIRT3 B) *  p53
* 1000
350
R -
o £ w0
x 2
@ 250 o
3 8
S o 600
‘T 200 !
s 5
o a
o 150 T g o
© [}
S >
> 2
Z 10 - # 5
200 s
50 . , T
0 1 0 e e SXT
m v 1] v m v ] v
No tumor Tumor No tumor Tumor
C)am MDM2
— 250
E3
s
a 200
2
w
S
‘5 150
s
a
2 100 x
(]
2 T
= X
50 X
| -

m v m v
No tumor Tumor

Figura 14. Diagrama de cajas de los niveles de expresion proteica obtenidos por
Western blot de la SIRT3 (A), P53 (B) y MDM2 (C), en el tejido adyacente no tumoral y
tejido tumoral de pacientes en estadios Il y IV de cancer de colon. Los datos (n = 10-
12, segun grupo experimental) estan expresados en porcentaje respecto al tejido
adyacente no tumoral del estadio lll, considerandolo el 100%. No tumor: tejido
adyacente no tumoral; Tumor: tejido tumoral. Estadistica: ANOVA de dos factores
(p <0,05): S efecto estadio, T efecto tejido y SxT efecto interactivo; t-Student (p < 0,05):

* diferencias estadio Il vs. estadio IV, # diferencias tejido adyacente no tumoral vs.
tejido tumoral.

Determinacion de los niveles de glutation total y oxidado

Los niveles de glutation total y oxidado fueron determinados en las
muestras de tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral de ambos
estadios avanzados de cancer de colon (Tabla 2). El tejido adyacente no

tumoral del estadio lll mostré el menor nivel de glutatidn total comparado
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con el tejido tumoral del mismo estadio y con ambas muestras de tejidos
del estadio IV. En cambio, en ambas muestras de tejidos del estadio IV se
observaron similares niveles de glutatién total. Por otra parte, en el tejido
tumoral y tejido adyacente no tumoral del estadio Ill, se observaron
similares niveles de glutatién oxidado. Sin embargo, el tejido tumoral del
estadio IV mostrd los mayores niveles de glutation oxidado entre todos los
tejidos analizados. A pesar de las diferencias encontradas, no se alcanzé la

significancia estadistica al comparar los grupos experimentales.

Tabla 2. Contenido de glutatién total y oxidado en muestras de tejidos tumorales y
tejidos adyacentes no tumorales de estadios Ill y IV de cédncer de colon. Los datos
representan la media * desviacion estandar.

Estadio lll Estadio IV
Cancer de colon Tejido Tejido Tejido Tejido
adyacente no tumoral adyacente no tumoral
tumoral tumoral
Glutation total 12,6 44,6 16,5+5,6 29,1+7,3 28,9+9,4
(nmol/mg proteina)
Glutationoxidado | 3934904 379:1,41 6204206  8,68+4,41
(nmol/mg proteina)

Determinacion del dafio oxidativo en proteinas y lipidos

El contenido en grupos carbonilos y aductos de 4-HNE fue determinado
como indicador de dafio oxidativo en proteinas y lipidos, respectivamente,
en las muestras de tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral en
estadios Il y IV de cancer de colon. No se encontraron diferencias entre
los grupos experimentales respecto al dafio oxidativo en las proteinas
(Figura 15A). En cambio, se observaron diferencias significativas entre las
muestras de diferentes estadios y tejidos para el dafio oxidativo en lipidos
(Figura 15B). En los resultados obtenidos se observé un efecto estadio y
efecto tejido, debido a mayores niveles de dafio lipidico en ambas
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muestras del estadio IV y en el tejido tumoral IV, respectivamente.
Ademas, el tejido tumoral del estadio IV mostré los mayores niveles de
dafio por la oxidacion lipidica estadisticamente significativos, respecto al
tejido tumoral del estadio lll y al tejido adyacente no tumoral del estadio
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Figura 15. Diagrama de cajas de los niveles de dafio oxidativo obtenidos por Western
blot en proteinas (A) y lipidos (B) en el tejido adyacente no tumoral y tejido tumoral de
pacientes en estadios Ill y IV de cdncer de colon. Los datos (n = 10-12, segun grupo
experimental) estdn expresados en porcentaje respecto al tejido adyacente no tumoral
del estadio Ill, considerandolo el 100%. No tumor: tejido adyacente no tumoral;
Tumor: tejido tumoral. Estadistica: ANOVA de dos factores (p <0,05): S efecto estadio,
T efecto tejido; t-Student (p < 0,05): * diferencias estadio Ill vs. estadio IV, # diferencias
tejido adyacente no tumoral vs. tejido tumoral.

Andlisis de las actividades enzimdticas de MnSOD y catalasa

En la Figura 16 se representan las actividades enzimaticas de la MnSOD
y la catalasa en los tejidos tumorales y tejidos adyacentes no tumorales de
estadios avanzados, Il y IV, de cancer de colon.

La actividad enzimdtica de la MnSOD (Figura 16A) mostré un efecto
tejido y efecto estadio, ademas de efecto interactivo. Esto fue debido al
mayor nivel de actividad enzimatica, observado en el tejido adyacente no

tumoral del estadio IV tanto respecto del tejido adyacente no tumoral de
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estadio Ill como del tejido tumoral del estadio IV. De hecho, la actividad
MnSOD observada en el tejido adyacente no tumoral del estadio IV
practicamente duplica la actividad obtenida en cada uno de los demas
grupos experimentales.

Los valores de actividad enzimatica de la catalasa (Figura 16B)
mostraron un efecto estadio, debido a mayores niveles de actividad de
esta enzima en el estadio IV, pauta estadisticamente significativa en el
tejido adyacente no tumoral del estudio 1V, respecto al mimo tejido del
estadio Ill. La actividad de la catalasa mostré una pauta similar a la
actividad MnSOD si bien de manera no tan marcada, hecho que se refleja

en presentar también efecto interactivo debido al estadio y al tipo de

tejido.
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Figura 16. Actividades enzimaticas de la MnSOD (A) y catalasa (B), en el tejido
adyacente no tumoral y tejido tumoral de pacientes en estadios Ill y IV de céncer de
colon. Los datos estan expresados como la media * la desviacidn estandar (n = 10-12,
segln grupo experimental). No tumor: tejido adyacente no tumoral; Tumor: tejido
tumoral. Estadistica: ANOVA de dos factores (p < 0,05): S efecto estadio, T efecto tejido
y ST efecto interactivo; t Student (p <0,05): * diferencias estadio Ill vs. estadio IV, #
diferencias tejido adyacente no tumoral vs. tejido tumoral.
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4.2.2. Discusion

El estrés oxidativo contribuye notablemente al desarrollo del proceso
carcinogénico, tanto en el inicio como en la progresiéon®. Los resultados
obtenidos muestran que los tejidos tumorales de ambos estadios
avanzados de cancer de colon presentan un estrés oxidativo elevado,
debido a los mayores niveles proteicos de enzimas antioxidantes (MnSOD,
Cu/ZnSOD vy catalasa) y de UCP5 observados en dichos tejidos. Similares
cambios en los niveles de expresion proteica de la SOD fueron reportados
en estadios avanzados de carcinoma colorrectal®’, de pulmdént®,
laringeo!®® y géstrico®®°. En un estudio in vitro previo realizado en nuestro
laboratorio, se observd un aumento en los niveles de UCP5 en lineas
celulares de céncer de colon, debido a una mayor produccién de H,0,”.
Sin embargo, otros autores han encontrado bajos niveles proteicos de la
SOD y la catalasa en carcinoma oral de células escamosas®?, y bajos
niveles solo para la catalasa en carcinoma laringeo!*°. En general, estos
contradictorios hallazgos en los niveles proteicos de enzimas
antioxidantes en los tejidos tumorales parecen depender del estadio y la
localizacion del cancer.

Por otra parte, hemos observado que los niveles de glutation parecen
estar influidos por el estadio tumoral, ya que en estadio IV de cancer de
colon la produccion total de glutation esta promovida, tanto en el tejido
tumoral como en el tejido adyacente no tumoral, comparado con el
estadio Ill. Skrzydlewska y sus colaboradores reportaron similares
resultados en tejidos tumorales comparado con sus tejidos adyacentes no
tumorales, los cuales pueden ser explicados en parte por el estadio del
tumor®®?1>3, Basandonos en nuestros resultados, los tejidos tumorales de

ambos estadios muestran la tendencia a una baja disponibilidad de
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glutation reducido, debido a la menor ratio GRd/GPx que presentan. En
cambio, el tejido adyacente no tumoral del estadio IV muestra un mejor
mecanismo de recuperacion del glutation, teniendo en cuenta los niveles
de expresion proteica de la GRd y GPx observados en dicho tejido.

Los niveles de expresion proteica para la MnSOD vy la catalasa muestran
un perfil divergente entre ambos tejidos del estadio IV, lo cual podria
deberse a una mayor acumulacién de H,0, principalmente en el tejido
adyacente no tumoral del estadio IV. Un patréon de expresion proteica
similar al anterior fue reportado por Chung-man Ho y colaboradores en
cancer de pulmén, donde los niveles de mensajero y proteina fueron
mayores para la MnSOD y menores para la catalasa en el tejido tumoral,

I#8. Las actividades

comparado con su tejido adyacente no tumora
enzimaticas de la MnSOD vy la catalasa muestran un patrén paralelo en las
muestras de tejidos analizadas de ambos estadios, lo que refleja que las
actividades de estas enzimas estan fuertemente asociadas. Sin embargo,
en el tejido adyacente no tumoral del estadio IV se han encontrado
aproximadamente el doble de niveles de actividad de la MnSOD respecto
al tejido tumoral del mismo estadio, lo que puede deberse a una mayor
concentraciéon de anidn superdxido en el ambiente tumoral, el cual puede
difundir relativamente hacia el tejido adyacente no tumoral.

Estudios independientes han reportado niveles incrementados de
expresion proteica y actividad enzimatica de la MnSOD en diferentes
tumores con estadios avanzados comparado con sus controles
normales!*’1>4, Existe evidencia epidemioldgica y experimental de que el
aumento en los niveles de MnSOD en muchos tipos de tumores esta

acompafiado de un incremento en la agresividad del tumor®>>~**’, Todo lo

anterior remarca el papel clave de la MnSOD en la progresiéon del cancer
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hacia un estadio metastasico'*”**8, Como ya se ha indicado, mutaciones
en el gen P53 se han reportado en el CCR y en mas del 50% de los
canceres humanos®’. De acuerdo con lo anterior, los resultados obtenidos
muestran una expresion proteica practicamente nula de P53 en los tejidos
tumorales de ambos estadios. Lo cual indica con elevada probabilidad de
que el gen P53 estaria mutado en dichos tejidos, lo que inexorablemente
contribuye al estrés oxidativo.

Un estudio previo en nuestro laboratorio mostré que el silenciamiento
de la SIRT3 en células de cancer de mama aumento la sensibilidad a los
tratamientos citotéxicos, dirigidos a incrementar la produccién de ROS*°.
Teniendo en cuenta lo anterior, los menores niveles proteicos de SIRT3
también se encontraron en las muestras tumorales de ambos estadios, lo
que adicionalmente incrementaria el estrés oxidativo en estos tejidos.

Los niveles proteicos de P53 estdn fuertemente controlados y
mantenidos por su regulador negativo MDM2, que, a su vez, es un gen
diana de P53, lo cual crea un bucle de autorregulacién negativa®. A pesar
de ello, se han encontrado bajos niveles de expresién proteica de MDM?2
en el tejido adyacente no tumoral del estadio IV, indicando que P53 esta
promovido en dicho tejido. Por otra parte, Zhang y colaboradores han
reportado que la sobreexpresion de SIRT3 incrementa los niveles
proteicos de P53 a través de la regulacion negativa de MDM2, y de esta
manera se ralentiza la degradacion de P53, De acuerdo con lo anterior,
los mayores niveles proteicos de SIRT3 observados en el tejido adyacente
no tumoral de estadio IV podrian ser, en parte, responsables de promover
la expresidon proteica de P53 en respuesta al estrés oxidativo en el tejido
adyacente no tumoral de estadio IV. Los datos obtenidos sobre las

defensas antioxidantes en los tejidos tumorales de ambos estadios
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avanzados de cancer de colon mostraron que los sistemas de
detoxificacion de los ROS estan en niveles bajos. Los resultados obtenidos
sugieren que el tejido tumoral del estadio IV no puede contrarrestar los
efectos daininos de los ROS, hecho que es reflejado por los altos niveles de
peroxidacion lipidica, debido al mayor contenido de aductos 4-HNE
encontrados en este tejido. Skrzydlewska y colaboradores reportaron
resultados similares, mostrando una mayor peroxidacion lipidica en tejido
tumoral del cancer de colon respecto a su tejido normal*>2. Por otra parte,
otro estudio describié en estadios avanzados de CCR una reduccién en el
contenido de dacidos grasos poliinsaturados, los cuales representan el
sustrato natural de la peroxidacion lipidica y se consideran la mayor
fuente para la produccidén de 4-HNE'®!, No obstante, se ha revelado un
nuevo mecanismo mediante el cual la oxidacion de la cardiolipina, un
fosfolipido abundante en la membrana mitocondrial interna también
conduce a la formacién de una cantidad significativa de 4-HNE*®?, por lo
gue los resultados obtenidos relacionados con el dafio lipidico podrian ser
debidos a este ultimo mecanismo.

A pesar de las diferencias encontradas entre los tejidos tumorales y sus
tejidos adyacentes no tumorales correspondientes, las mayores
diferencias se observaron entre los tejidos adyacentes no tumorales de
ambos estadios de cancer de colon. El tejido adyacente no tumoral del
estadio IV ya se encuentra en un estado de estrés oxidativo patoldgico, y
muestra diferencias respecto al tejido adyacente no tumoral del estadio Il
y a los tejidos tumorales del estadio Ill y IV. La mayor diferencia
encontrada en el tejido adyacente no tumoral del estadio IV fue lIa
actividad enzimatica de la MnSOD, la cual caracteriza a dicho tejido. Este

estudio es el primero en describir la mayor actividad de la MnSOD en el
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tejido adyacente no tumoral del estadio IV de cancer de colon, respecto al
mismo tipo de tejido, pero de estadio Il y a los tejidos tumorales de
ambos estadios. Los mayores niveles de expresidn proteica de la MnSOD
no se asociaron con sus mayores valores de actividad enzimatica. Estos
mayores niveles proteicos de la MnSOD pueden ser un intento de
compensar la falta de actividad de dicha enzima en el tejido tumoral del
estadio IV. Similares resultados fueron descritos por Miar y colaboradores
en cancer de préstata, donde los mayores niveles proteicos de la MnSOD
no coincidieron con sus mayores niveles de actividad enziméatical®.

Por otra parte, se puede asumir que en el tejido adyacente no tumoral
del estadio IV hay un mecanismo especifico de regulacion para promover
la activacion de esta enzima, y que este mecanismo no se encuentra
activo en los tejidos tumorales o en el tejido adyacente no tumoral del
estadio Ill. Teniendo en cuenta que los mayores niveles proteicos de P53 y
SIRT3 se encontraron en el tejido adyacente no tumoral del estadio IV, se
podria considerar que son los responsables del patrén que se muestra en
los resultados, ya que P53 y SIRT3 promueven la expresién y activacion de
la MnSOD respectivamente’91%4,

Interesantemente, el tejido adyacente no tumoral de pacientes en
estadio IV mostré una respuesta antioxidante activada para hacer frente
al estrés oxidativo. Por lo tanto, en dicho tejido se detectaron elevados
niveles proteicos de la MnSOD, Cu/ZnSOD, catalasa, GPx, GRd, UCP5,
SIRT3 y P53, asi como una mayor actividad de MnSOD y catalasa, lo que
revela la influencia de estos parametros en el estadio metastasico de
cancer de colon y su posible evaluacién como potenciales biomarcadores

de prondstico.
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Recapitulacion

En la presente tesis se ha profundizado en el estudio de la funcidn
mitocondrial y el estrés oxidativo, en tejido tumoral y tejido adyacente no
tumoral de estadios avanzados de cancer de colon (estadios Ill y IV) con el
objetivo de identificar potenciales biomarcadores prondstico para esta
enfermedad. Los resultados obtenidos muestran que en el tejido tumoral
del estadio Il la funcién mitocondrial podria contribuir a promover la
progresion hacia el fenotipo metastasico, y una vez alcanzado el estadio
metastasico contribuiria a mantenerlo, a pesar de la desregulacion en los
niveles proteicos de los complejos OXPHOS del tejido tumoral en el
estadio metastasico. Adicionalmente, el estudio del tejido adyacente no
tumoral del estadio IV nos indica que este se encuentra en una situacion
de mayor estrés oxidativo, manifestando una respuesta antioxidante

activada (Figura 17).
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Tejido Adyacente Tejido Tumoral Tejido Adyacente Tejido Tumoral
No Tumoral No Tumoral

e ) g . s 4 o
AMFuncién Mitocondrial 9/.'1;‘(5’,« M Funcién Mitocondrial M'

A Defensas Antioxidantes 32 Defensas Antioxidantes o
s N Funcion t+1 ch A1 Funcién A

resesebB 000 Mitocondrial = &, s Veeteseneeees® 2 . : LI
“““““"'r'fDefensas"“:> 666 ®eebeesee Mitocondrial .a.o‘
6660608608608 086000 P 660 O 6 6 BB 0608606008060 'l"f‘Defensas e oo e
Antioxidantes 2 .
T I e 60 eleeioieoseienene o, , Antioxidantes ©, 6 © 6 00
ole ’

LT ..m

tee®

Figura 17. Esquema resumen del estado de la funcion mitocondrial y el estrés
oxidativo en tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral, de los estadios avanzados,
pre-metastasico Il y metastasico IV de cancer de colon.

Mas del 90% de las muertes por cancer son causadas por la
diseminacién metastasica de las células tumorales, desde el tumor
primario a otros sitios distantes®’. La metdstasis es un proceso que implica

varias etapas. Por ello, una mejor comprension de los mecanismos
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subyacentes a su desarrollo es esencial para disefiar nuevas estrategias
terapéuticas.

Las células cancerosas presentan un metabolismo energético particular,
cuya mayor caracteristica radica en el denominado “Efecto Warburg”, el
cual representa un cambio en la ruta principal para la obtencién de
energia en forma de ATP, pasando del sistema oxidativo OXPHOS a Ia
descomposicidn secuencial de la glucosa hasta lactato en presencia de

4128 Basado en ello, la alteracion del

oxigeno, la glucdlisis aerdbica
metabolismo energético de la célula cancerosa ha sido uno de los ultimos
rasgos afiadidos a la lista de caracteristicas distintivas del cancer?. De
acuerdo con lo anterior, nuestros resultados muestran mayores niveles
proteicos de LDHA en los tejidos tumorales de ambos estadios de cancer
de colon, lo que remarca la presencia del efecto Warburg en las células
cancerosas, reflejando su influencia en el proceso metastasico®3!

En un principio, el descubrimiento de este cambio en el metabolismo
energético fue atribuido a mitocondrias disfuncionales**. Sin embargo,
estudios en décadas posteriores han revelado la necesidad de
mitocondrias funcionales en la dindmica de las células cancerosas,
teniendo en cuenta los procesos claves de la fisiologia celular, tales como
la apoptosis y la proliferacion celular en los que estd implicada la
mitocondria3®3°,

A medida que el proceso oncogénico avanza, las células cancerosas van
modulando sus requerimientos para adaptarse a las nuevas condiciones y
garantizar su proliferacidon y progresion*’. De acuerdo con lo anterior, los

requerimientos energéticos se ven incrementados en un estadio

metastasico, por lo que podemos asumir que en un estadio Il (pre-
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metastdsico) la funcidn mitocondrial estaria promovida, para alcanzar la
progresion metastasica.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que todos los
complejos OXPHOS presentan menores niveles proteicos en los tejidos
tumorales del estadio metastasico, comprometiendo el metabolismo
energético en estos tejidos, lo cual favorece una mayor produccion de
ROS, con el consecuente incremento del estrés oxidativo. Por lo tanto,
esto coincide con lo observado en los tejidos tumorales del estadio
metastasico, ya que en su conjunto presenta elevados niveles proteicos de
las proteinas antioxidantes analizadas. De esta manera, se revela un dafio
en la funcion mitocondrial, que puede aumentar debido a una respuesta
antioxidante insuficiente que conduciria gradualmente a un aumento en la
produccidon de ROS, dafiando al ADNmt y otras macromoléculas, lo que a
su vez conduce a una disfuncion mitocondrial, estableciéndose asi un
circulo vicioso de dafio en la mitocondria y la célula en general®®.

Por otra parte, podemos asumir que en el tejido tumoral del estadio IV
no seria necesario incrementar los niveles proteicos de los complejos
OXPHOS, teniendo en cuenta los valores de actividad ATPasa obtenidos en
dicho tejido, ya que la funcidon mitocondrial suministraria la energia
necesaria para mantener el tumor en el estadio metastasico.
Adicionalmente, los menores niveles proteicos de los complejos OXPHOS
contribuirian a aumentar la produccion de ROS y con ello el elevado estrés
oxidativo caracteristico de un estadio metastasico'*®. Los resultados
obtenidos muestran sefiales de promocién de la biogénesis mitocondrial
en los tejidos tumorales del estadio pre-metastasico, pero no en el estadio
metastasico. PGCla promueve la biogénesis mitocondrial en respuesta a

mitocondrias dafadas por los ROS, y de esta manera garantizan una
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funcionalidad mitocondrial*®®. Algunos estudios han asociado el
incremento en el contenido de ADNmt con el prondstico en pacientes con
CCR®71%8  Sin embargo, un estudio muy reciente demostrd falta de
asociacion entre el contenido de ADNmt de leucocitos y la supervivencia
de pacientes de CCR®°, Asi pues, nuestros resultados estarian de acuerdo
con el papel influyente del contenido de ADNmt en la progresidon de
cancer de colon, ya que los tejidos tumorales de ambos estadios
avanzados presentaron una mayor cantidad de ADNmt con respecto al
tejido adyacente no tumoral.

La produccién de ROS es una consecuencia inevitable del metabolismo
celular aerdbico, que puede incrementarse considerablemente debido a
una disfuncién mitocondrial. En este sentido, la biogénesis mitocondrial es
clave para mantener una correcta funcién de las mitocondrias vy, por lo

S°%3%4  En los resultados obtenidos

tanto, reducir la produccién de RO
observamos una funcionalidad mitocondrial dependiente del estadio de
cancer de colon, teniendo en cuenta los diferentes valores de actividad
ATPasa obtenidos en ambos tejidos de los estadios avanzados de cancer
de colon. Basandonos en lo anterior, podemos asumir que en un estadio
IV el metabolismo oxidativo contribuye a mantener el fenotipo
metastasico con evidencias de disfuncion mitocondrial en el tejido
tumoral.

El estado redox celular se ha sefialado como determinante clave en el
proceso metastasico, debido a que los ROS constituyen sefiales de
activacion en diferentes etapas de la metdstasis. Estudios anteriores han

demostrado que los ROS podrian promover la transicion epitelio-

mesenquimal, una etapa necesaria e imprescindible para que la célula
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cancerosa abandone el tumor primario y adquiera un fenotipo
metastdsico®11°,

El estrés oxidativo provocado por un incremento de los niveles de ROS
tanto en las células cancerosas como en las células estromales se ha
observado como un mecanismo desencadenante para promover la
metastasis!®?’?. En cambio, niveles excesivos de ROS tienen un efecto
anti-oncogénico, ya que promueven la apoptosis, deteniendo el ciclo
celular e induciendo la senescencia. Sin embargo, las células cancerosas
evaden estas consecuencias, en parte, mediante un incremento de los
sistemas antioxidantes'’!. De esta forma, las células cancerosas
mantienen un delicado balance en los niveles de ROS, que les garantice su
supervivencia y proliferacion!’*172, Se ha descrito en los tejidos tumorales
una desregulacion en los niveles de expresion de las enzimas
antioxidantes, entre la que destaca un incremento en los niveles de la
MnSOD principalmente en cdnceres agresivos!**. De acuerdo con lo
anterior, los resultados obtenidos muestran elevados niveles proteicos de
enzimas antioxidantes en los tejidos tumorales de ambos estadios
avanzados de cancer de colon, lo que remarca la situacion del balance
redox en la que se encuentran las células cancerosas. Por otra parte, un
aumento en la produccién de ROS en las células cancerosas conduce a una
expresion elevada de SOD, asi como a la inactivaciéon de las enzimas que
descomponen el H,0,, lo que produce niveles anormalmente altos de
H,0,%"3. Estudios anteriores in vitro e in vivo han observado la promocion
de la metastasis a través de la produccion de H,0, mediada por la MnSOD,
ya que provoca una desregulacion de las enzimas encargadas de la
remodelacién/degradaciéon de la matriz extracelular®®'’* la cual

representaria una barrera para alcanzar la via por la que las células
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cancerosas se diseminan para colonizar sitios distantes. Por ello, podemos
asumir que una mayor produccién de H,0, promueve la formacion del
radical hidroxilo, responsable de iniciar la peroxidacion lipidica y promover
mutaciones en el ADN, creando la inestabilidad gendmica caracteristica de
las células cancerosas!’>'’®. De acuerdo con lo anterior, los resultados
obtenidos muestran un dafio oxidativo lipidico mayor en el tejido tumoral
metastasico, reflejando una vez mas las condiciones oxidantes que
presenta dicho tejido.

Resulta interesante lo observado en nuestros resultados, donde el
tejido adyacente no tumoral del estadio IV muestra una respuesta
antioxidante activada, con mayores niveles proteicos de SIRT3 y P53,
ambos reguladores claves del control redox celular®®, y la mayor actividad
enzimatica de la MnSOD en todos los tejidos analizados. Podemos
especular que el tejido adyacente no tumoral puede ser vulnerable a sufrir
la influencia del elevado estrés oxidativo que presenta un tumor primario
metastasico, con la consecuente alteracion de su fisiologia. Se ha descrito
que las células cancerosas presentan una elevada produccion de ROS
asociada a la membrana plasmatica, principalmente de anidén superdxido,
lo cual contribuye a incrementar los niveles de estrés oxidativo en el
ambiente tumoral’”1’8, Ademas, el alcance intracelular de los ROS puede
verse favorecido, considerando su relativa permeabilidad e incorporacion
por las células en la vecindad del tumor!’®. Adicionalmente, las células del
estroma asociadas al tumor contribuyen a propagar el estrés oxidativo
entre las células vecinas!®, de esta forma se va creando un ambiente
prooxidante que facilite las posteriores etapas de la progresion tumoral y

del proceso metastasico.
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Un estudio reciente in vivo ha revelado que los tumores en estadios
avanzados de CCR, liberan vesiculas extracelulares destinadas a preparar
el nicho para un crecimiento metastasico’®®. Basandonos en todo lo
anterior, podemos asumir que de una manera u otra el tumor en estadios
avanzados de cancer de colon provoca alteraciones en los tejidos tanto
adyacente como distantes mediante diferentes mecanismos, con el fin de
promover su crecimiento y propagacién®1&,

En este sentido, el estrés oxidativo en el ambiente tumoral mediado
por los ROS propicia el nicho para el crecimiento y la progresion
metastasica, donde los ROS difundirian, teniendo en cuenta su relativa
permeabilidad, y actuarian como sefiales paracrinas carcinogénicas'®,
alcanzando asi un area del tejido sano en las proximidades del tumor. De
esta manera se provocan diferentes alteraciones en el tejido adyacente no
tumoral, las cuales pueden influir en la evolucién de la enfermedad. Por lo
tanto, en el disefio de futuras estrategias terapéuticas se podria
considerar, ademas del tejido tumoral, las caracteristicas del tejido
adyacente no tumoral. De hecho, las caracteristicas del tejido adyacente
no tumoral ya estan siendo reportadas como biomarcadores de
prondstico y posible recurrencia en pacientes de CCR%3,

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis han permitido
profundizar en el conocimiento del metabolismo energético y la funcién
mitocondrial, asi como del estrés oxidativo en estadios avanzados de
cancer de colon humano. Este estudio nos ha permitido identificar
biomarcadores candidatos (SIRT1, PGCla, LDHA, IDH2, COX, ATPasa,
MnSOD, Cu/ZnSOD, catalasa, UCP5, SIRT3 y ADNmt) de evolucién en
pacientes con estadios avanzados de cancer de colon. En futuros

proyectos nos planteariamos un estudio a mayor escala incluyendo
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pacientes en estadios tempranos de cancer de colon, donde se evaluarian
los biomarcadores candidatos mediante el estudio de curvas de
supervivencias en pacientes de cancer de colon, evaluandolos de manera
individual o agrupandolos para obtener indices con un valor prondstico de

la evolucion.
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Conclusiones

1. El tejido tumoral del estadio metastasico IV presenta una mayor funcién
mitocondrial que el tejido tumoral del estadio pre-metastasico lll, debido
a unos mayores niveles de actividad ATPasa, aunque el sistema OXPHOS

muestre una disminucidn de sus niveles proteicos.

2. El estudio del estrés oxidativo muestra que los tejidos tumorales de
ambos estadios avanzados, Il y IV, de cancer de colon presentan un
patréon similar de expresidon proteica y actividad enzimatica de proteinas
antioxidantes, debido posiblemente a niveles de estrés oxidativo

similares.

3. El tejido adyacente no tumoral del estadio metastasico IV de cancer de
colon muestra una respuesta antioxidante activada, detectandose en este
tejido grandes diferencias en los niveles proteicos y actividades
enzimaticas de las proteinas antioxidantes MnSOD, catalasa, SIRT3 y P53,
en comparacion con el tejido adyacente no tumoral del estadio pre-

metastasico Ill.

4. Las proteinas SIRT1, PGCla, LDHA, IDH2, COX, ATPasa y el contenido en
ADNmt, parametros relacionados con la funcién mitocondrial, en el tejido
tumoral, podrian ser evaluados como biomarcadores del prondstico de la

evolucion del cancer de colon.

5. Las proteinas relacionadas con el estrés oxidativo, MnSOD, Cu/ZnSOD,
catalasa, UCP5, GPx y SIRT3 en el tejido adyacente no tumoral, podrian ser
evaluadas como biomarcadores del prondstico del desarrollo y Ia

evolucion del cancer de colon.
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