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Resumen

Las células tumorales son capaces de adaptarse a condiciones desfavorables como la hipoxia, el estrés oxidativo vy las defensas
del huésped mediante intensos cambios en su metabolismo. Creciente evidencia apunta que la mitocondria es un elemento
clave en el control del crecimiento aberrante de las células tumorales. En particular, el desacoplamiento mitocondrial mediado por
transportadores de aniones localizados en la membrana interna mitocondrial puede ser un mecanismo crucial en la respuesta
adaptativa del tumor. Curiosamente, el patron de expresion de la proteina desacoplante 2 (UCP2) en las muestras de cancer de
colon se relaciona con el grado tumoral. Recientemente, diversos estudios muestran que la UCP2 en las células de cancer de
colon actlia como una defensa antioxidante, 1o cual promueve la supervivencia de las células cancerosas. Ademas, la sobreex-
presion de la UCP2 reduce la apoptosis inducida por farmacos antitumorales, promoviendo la quimiorresistencia. Estos hallazgos
estimulan futuras investigaciones en relacion al papel potencial de las proteinas desacoplantes en la tumorigénesis, pero también
como un nuevo candidato para el disefio y desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas.

Palabras clave: Especies reactivas de oxigeno, mitocondrias, neoplasias del colon, proteina mitocondrial desacoplante 2, agentes
antineoplasicos.

Abstract

Tumor cells are able to adapt to unfavorable conditions such as hypoxia, oxidative stress and host defense by intense changes in
their metabolism. Emerging evidence indicates that mitochondrion is a key element in the control of aberrant growth of tumor cells.
In particular, mitochondrial uncoupling mediated by mitochondrial inner membrane anion carriers may be a crucial mechanism in the
adaptive response of tumor cells. Intriguingly, uncoupling protein-2 (UCP2) expression in colon cancer tissue samples correlates
with the degree of neoplasia. Recently, several studies have shown that UCP2 acts as an antioxidant defense in colon cancer cells
which promotes cancer cell survival. Furthermore, overexpression of UCP2 reduces the apoptotic response of cancer cells to anti-
tumor drugs, promoting chemoresistance. These findings encourage future investigations regarding the potential role of uncoupling
proteins in tumorigenesis, but also as a novel candidate to the design and development of more effective therapeutic strategies.

Key words: Reactive oxygen species, mitochondria, colonic neoplasms, mitochondrial uncoupling protein 2, antineoplastic agents.

Introduccion

Después de muchos anos en los que el metabolismo de
la célula tumoral se ha mantenido en un segundo pla-
no, Ultimamente los investigadores han vuelto a centrar
su interés en el mismo ya que se ha visto su importante
contribucion tanto en la progresion tumoral como en la
respuesta del tumor a la quimioterapia. Si bien en un prin-

cipio se penso gue los cambios metabdlicos en la célula
cancerosa eran una mera consecuencia de la progresion
tumoral, se ha demostrado que también tienen un papel
causal y que las alteraciones metabdlicas retroalimentan
los principales rasgos determinantes del cancer: creci-
miento aberrante, resistencia a la muerte celular progra-
mada 0 apoptosis, angiogénesis, evasion de la respuesta
inmunitaria, invasion de tejidos y metastasis .
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Las mitocondrias estan involucradas directa e indirecta-
mente en muchos aspectos de las alteraciones metabdli-
cas observadas en las células tumorales. En las mitocon-
drias de las células tumorales se han descrito alteraciones
funcionales y ultraestructurales importantes 2 ° que podrian
estar relacionadas con la dependencia que muestran las
células cancerosas por la glucosa, y podrian contribuir a
la adquisicion de un mayor grado de malignidad “. Se ha
descrito gue los tumores tienen una menor tasa respira-
toria, lo cual estaria de acuerdo con un menor nimero vy
tamarno de sus mitocondrias en comparacion a las células
normales °. Los niveles y actividad de los enzimas involu-
crados en la cadena respiratoria mitocondrial tales como
la citocromo ¢ oxidasa y adenosina trifosfato (ATP) sin-
tetasa se encuentran disminuidos en diferentes tipos de
tumores humanos en comparacion con el tejido normal®,
Ademéas, se ha descrito que el potencial de membrana
mitocondrial es mas elevado en las células tumorales que
en las células epiteliales no transformadas 7.

La mayoria de tumores humanos presentan mutaciones
en el acido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial. Aun-
gue estas mutaciones pueden surgir como resultado de
la progresion tumoral, algunas podrian participar activa-
mente en ésta a través de la estimulacion cooperativa de
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la
glucdlisis aerobia vy el crecimiento tumoral. Las disfuncio-
nes mitocondriales primarias tienen una repercusion di-
recta sobre el metabolismo v la proliferacion de las células
cancerosas, asi, se ha visto que las alteraciones genéti-
cas en la enzima fumarato hidratasa (proteina localizada
en la matriz mitocondrial) y en la enzima succinato des-
hidrogenasa (proteina presente en la membrana intema
mitocondrial) podrian tener una implicacion causal en el
desarrollo del tumor &,

Reprogramacién metabdlica
en el cancer

Los tumores disponen de las mismas vias metabolicas
basicas que se encuentran presentes en el tejido normal,
no obstante, alteraciones en el microambiente tumoral
que afectan a la disponibilidad de oxigeno y cambios en
las propias células cancerosas ocasionan una reprogra-
macion metabdlica en el tumor °.

Por una parte, la falta de oxigeno es una condicion comun
de los tumores solidos que determina la forma en la que se
genera la energia metabdlica. La hipoxia en el tumor hace
que el sustrato energético preferencial sea la glucosa frente
al resto de sustratos (acidos grasos, cuerpos cetonicos,
carbohidratos, lactato y aminoacidos como la glutamina)
cuyo metabolismo es dependiente del oxigeno. Al contrario
de lo que ocurre en el tejido normal, la presencia de oxige-
no no inhibe la glucolisis. Es mas, en presencia de oxigeno
las células cancerosas suelen preferir metabolizar el exceso
de glucosa mediante la via glucolitica, lo que esta asociado

a una disminucion de la respiracion tumoral (efecto Cra-
btree). Las alteraciones metabdlicas como la produccion
aumentada de lactato, inhibicion del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos y potenciacion de la glucdlisis ocasionarian
una pérdida neta de carbono que podria usarse en las re-
acciones anabdlicas, lo cual es compensado en las células
cancerosas incrementando mucho el consumo de glucosa
en comparacion a la célula normal ',

Por otra parte, la activacion de oncogenes y pérdida de
supresores tumorales promueven también las alteracio-
nes metabdlicas en el tumor. Varios oncogenes se han
relacionado con la glucdlisis aerobia tumoral o efecto
Warburg, entre ellos el oncogén homaologo del oncogén
viral murino v-akt (AKT), que aumenta la captacion y uti-
lizacion de glucosa '°, y la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K),
gue actla inhibiendo la beta-oxidacion. Los eventos on-
cogénicos de mayor relevancia (como la inactivacion de
la proteina tumoral 53 (p53); activacion constitutiva del
factor inducible por hipoxia-1 vy la activacion constituti-
va de vias sensibles a factores de crecimiento) podrian
constituir la causa comun de la reprogramacion metabo-
lica'y de los rasgos determinantes del cancer tales como
el crecimiento autébnomo, la resistencia a la apoptosis,
proliferacion ilimitada y la angiogénesis (Figura 1).

La reprogramacion metabdlica en la célula cancerosa,
a su vez, le confiere ventajas proliferativas y adaptativas
para su supervivencia, aportando sustratos para las vias
biosintéticas, influyendo en la regulacion de la apoptosis vy
retroalimentando la sefializacion implicada en el proceso
pro-oncogenico .

Cancer y estrés oxidativo

Uno de los campos que ha suscitado mas interés re-
ciente en la investigacion del cancer es el estrés oxidati-
vo. Mltiples estudios han mostrado la vinculacion de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) con la proliferacion
de la célula tumoral, la induccion de la apoptosis vy la
eficacia de los farmacos anticancerosos.

Las ROS son subproductos del metabolismo celulary se
producen mayoritariamente en las mitocondrias debido
a la transferencia incompleta de electrones al oxigeno
durante el proceso de fosforilacion oxidativa. Aungue en
un primer momento las ROS se consideraron agentes
que causaban dano oxidativo aleatorio sobre macromo-
léculas celulares, hoy sabemos que actiuan como men-
sajeros en la senalizacion celular gque modula, entre otros
procesos, la proliferacion en el cancer ™.

La aparente complejidad del estudio de las ROS en el
cancer se simplifica al entender que determinados nive-
les o concentraciones celulares de ROS son normales y
compatibles con un adecuado funcionamiento celular y
propios de la quiescencia de las células diferenciadas;
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niveles por encima de los habituales conducirian a res-
puestas proliferativas anémalas y, por otro lado, niveles de
ROS que superaran un cierto umbral provocarian la muer-
te celular . La estimulacion farmacoldgica de la produc-
cion de ROS y/o deplecion de metabolitos protectores,
como el glutation y la nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato (NADPH), pueden conducir a una situacion de es-
trés oxidativo y a la induccion de apoptosis en las células
tumorales '?. Se muestra un esquema en la Figura 2.

Se sabe que en las primeras etapas del cancer, las cé-
lulas tumorales son mas sensibles a la quimioterapia que
las células normales, pero, conforme progresa la enfer-
medad, las células cancerosas pierden su sensibilidad
preferencial a los mismos tratamientos. Una de las po-
sibles causas que explicaria este fendmeno es la eleva-
cion de los sistemas antioxidantes en el tumor '°. Las
enzimas antioxidantes y los antioxidantes solubles como
el glutation protegen las células cancerosas de las ROS
lo que contribuye a la quimiorresistencia frente a farma-
cos antitumorales 416,

Cabe sefalar que la deplecion de glutation por medio de
L-butionin-(R,S)-sulfoximina (BSO) en tratamiento combi-
nado con melfalan se ha usado ya en un limitado ndmero
de pacientes con tumores refractarios como estrategia te-
rapéutica para poder mejorar la respuesta clinica .

Alteraciones metabodlicas
en el cancer de colon

Ciertos estudios apuntan a que las diferencias en el meta-
bolismo energético entre la célula normal y la célula cance-
rosa pueden suponer una base bioguimica para mejorar los
resultados terapéuticos en pacientes oncolégicos 8.

Aungue los mecanismos de proliferacion e invasion de
la célula cancerosa han sido ampliamente estudiados,
muchos aspectos de su biologia siguen siendo en la ac-
tualidad bastante desconocidos. Por ello, en el marco de
un proyecto de investigacion desarrollado en el Departa-
mento de Biologia Fundamental y Ciencias de la Salud
(Universitat de les llles Balears), quisimos caracterizar la
disfuncion metabodlica y profundizar en la influencia de las
ROS en la proliferacion de las células de cancer de colon
humano. El estudio in vitro del comportamiento de las
lineas de adenocarcinoma colénico, como la linea HT-
29, parece particularmente relevante en la investigacion
de los mecanismos moleculares de la tumorigénesis '°.
Aungue en un medio rico en glucosa exhiben un aspec-
to indiferenciado, estas células poseen algunas propie-
dades interesantes como la capacidad de desarrollar
caracteristicas fenotipicas de las células diferenciadas
al ser cultivadas en un medio pobre en glucosa y en
presencia de un sustrato alternativo °.

En nuestro caso, usamos con éxito un cultivo en condi-
ciones de bajo contenido en glucosa en presencia de ino-
sina durante 72h para inducir la parada del ciclo celular y
la expresion de caracteristicas fenotipicas y morfologicas
propias de la célula enterocttica diferenciada como es la
expresion génica de villina, proteina estructural que forma
parte de las microvellosidades intestinales. El anélisis de
los cambios gue acompanan a la adquisicion de un mayor
grado de diferenciacion celular y una menor tasa de pro-
liferacion indicd una reduccion del estrés oxidativo mito-
condrial. En nuestros estudios observamos que las célu-
las de cancer de colon tenfan un metabolismo energético
mitocondrial alterado que se caracterizaba por una baja
tasa de respiracion celular en estado basal acompanado
de una menor actividad de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial y de la ATP sintetasa; paralela-
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Figura 1. Las alteraciones metabdlicas en el cancer estan causadas por el estrés
ocasionado por la hipoxia asi como por la activacion de oncogenes v la pérdida de
supresores tumorales. A su vez, la reprogramacion metabdlica estimula el propio
crecimiento tumoral, la resistencia a la apoptosis, la angiogénesis, la evasion de la
respuesta inmunitaria, la invasion de tejidos y la metastasis. OXPHOS, fosforilacion
oxidativa; HIF-1, factor inducible por hipoxia-1.

Figura 2. Interrelacion entre los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)
intracelulares y la capacidad proliferativa de la célula tumoral. La intervencion sobre
el estado de oxidacion-reduccion de las células cancerosas, promoviendo la oxi-
dacién, constituye una herramienta potencial para suprimir el crecimiento tumoral.
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mente se observo el incremento de la actividad glucolitica
medida como lactato deshidrogenasa.

De hecho, uno de los resultados mas interesantes de
dichos estudios fue que las células intestinales con
un mayor grado de diferenciacion exhiben una mejor
eficiencia energética mitocondrial, por lo que, sus mi-
tocondrias liberan una menor cantidad de perdxido de
hidrogeno y manifiestan un menor nUmero de lesiones
oxidativas en el ADN mitocondrial '. De acuerdo con
estos resultados, se ha demostrado que durante la pro-
gresion del cancer colorrectal en humanos se manifies-
tan cambios en la actividad de enzimas antioxidantes
como la superdxido dismutasa tanto citosoélica como
mitocondrial, los cuales se acompanan de un incremen-
to del darfio oxidativo en las proteinas mitocondriales y
la pérdida de actividad de los complejos de la cadena
respiratoria, principalmente del complejo | %2,

Demostramos también que las células con mayor grado
de diferenciacion tienen una mayor resistencia a agentes
téxicos mitocondriales. Es importante sefialar que estas
células fueron mas resistentes a la toxicidad por oxidan-
tes y por agentes antitumorales como el cisplatino. Esta
toxicidad diferencial es esencial en la busgueda de una
quimioterapia efectiva y con menos efectos adversos
sobre el tejido normal. Sorprendentemente, las células
menos diferenciadas expresaban una mayor cantidad de
proteinas desacoplantes mitocondriales 2 y 5 (UCP2 vy
UCP5) pese a tener un ndmero notablemente menor de
mitocondrias y ser menos funcionales 2'. Estos resulta-
dos estan de acuerdo con el andlisis inmunohistoguimi-
co de UCP2 en muestras de adenocarcinoma de colon
humano, en las que se sobreexpresa la UCP2 en com-
paracion con las muestras de mucosa de colon normal
%, Posteriormente, estos resultados han sido validados
por otros laboratorios e incluso se ha demostrado su re-
levancia clinica en pacientes con cancer de colon ya que
los niveles de expresion de UCP2 se correlacionan con
un mayor grado de malignidad y la metastasis °.

El desacoplamiento mitocondrial leve - que se encuen-
tra mediado por una familia de proteinas desacoplantes
mitocondriales - consiste en la disipacion del gradiente
electroguimico a través de la membrana interna, lo cual
disminuye la produccion de ATP. ElI desacoplamiento
previene ademas la formacion de ROS debida al enlen-
tecimiento del transporte electronico vy cesion incompleta
de electrones al oxigeno durante la respiracion celular 8,
Sibien la funcién de las proteinas desacoplantes (UCPs)
en el tejido normal es alin hoy objeto de controversia, es
aln mas enigmatico su papel en el cancer. ;Por qué la
célula harfa el esfuerzo de sintetizar unas proteinas que
disminuyen su eficiencia energética si no suponen nin-
gun tipo de ventaja adicional para su supervivencia?

Nuestros experimentos han ayudado a dar luz a la re-
levancia biologica de estas proteinas en las células de

céncer de colon. La expresion de las proteinas desaco-
plantes UCP2 y UCP5 en las células de cancer de colon
es proporcional al grado de disfuncion del metabolismo
oxidativo que acompafia a la mayor tasa de proliferacion
celular pero también a la elevacion de los niveles intra-
celulares de ROS. Evidenciamos como su expresion en
la célula se activa en respuesta a estimulos oxidantes
como el perdxido de hidrégeno en paralelo a como lo
hacen los sistemas antioxidantes enzimaticos y los anti-
oxidantes solubles como el glutation. Demostramos ade-
mas que la inhibicion de estas proteinas en mitocondrias
aisladas de las células tumorales incrementa la produc-
cion mitocondrial de ROS.

Estas observaciones junto a que la expresion de las pro-
teinas desacoplantes (UCPs) se correlaciona con los ni-
veles de ROS intracelulares hacen pensar que las UCPs
en las células de cancer de colon actian como un sensor
de las especies reactivas de oxigeno en la mitocondria y
constituyen un mecanismo de control negativo sobre la
produccion mitocondrial de ROS 27, En concordancia, el
uso de un inhibidor especifico de la actividad desacoplan-
te de la UCP2 como es la genipina (componente quimico
procedente del extracto de gardenia usado tradicional-
mente en la medicina china para tratar los sintomas de la
diabetes tipo 2), nos permiti confirmar que su actividad
es relevante en el control de la produccion de ROS, pero
de forma aln mas interesante, también poner de mani-
fiesto que su actividad permite mantener la viabilidad de
las células de cancer de colon %,

Papel del desacoplamiento
mitocondrial en la respuesta
del cancer de colon a la quimioterapia

Uno de los compartimentos celulares mas atractivo para
el desarrollo de nuevos farmacos anticancerosos es la
mitocondria %8, ya que constituye un punto estratégico
por ser el nexo de union entre el metabolismo energéti-
Co, el estrés oxidativo vy la apoptosis.

Nuestros experimentos revelaron que los farmacos anti-
cancerosos como el cisplatino vy el 5-flucrouracilo, a dosis
clinicamente relevantes, ocasionan un impacto significativo
sobre la estructura y funcion mitocondrial de las células de
cancer de colon. En concreto, el cisplatino establece inte-
racciones con los componentes de la membrana interna
mitocondrial que son determinantes para producir la para-
da del crecimiento celular. Dichas interacciones son la inhi-
bicion de los complejos respiratorios y de la actividad de la
ATP sintetasa, que en conjunto y de forma coordinada con
la disminucion de los niveles de UCP2 ocasionan un rapi-
do incremento en el potencial de membrana mitocondrial y
en la produccion de ROS de estos organulos. El cisplatino
inhibe también los sistemas antioxidantes enzimaticos, im-
pidiendo una adecuada detoxificacion del exceso de ROS,
hecho que se manifiesta en una rapida oxidacion de las
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macromoléculas celulares y mitocondriales (como el ADN
mitocondrial y la cardiolipina).

Cabe destacar que nuestros resultados revelaron que
la eficacia de agentes antitumorales que actdan por di-
ferentes mecanismos de accion depende de la rapidez
con la que provocan toxicidad oxidativa mitocondrial y
desequilibran los sistemas de defensa antioxidante en
las células de cancer de colon. Asi, la deplecion del glu-
tation mediante el uso de L-butionin-(R,S)-sulfoximina
(BSO), incrementd la muerte celular y la respuesta cito-
téxica al cisplatino. Por contra, un aumento de los antio-
xidantes solubles como la vitamina C y de antioxidantes
precursores del glutation, como la N-acetil-L-cisteina,
incrementan la resistencia de las células de cancer de
colon frente a la muerte celular inducida por cisplatino 2,

Uno de los hallazgos mas significativos en nuestro labo-
ratorio fue que la disminucion de los niveles de proteina
UCP2 participa en el mecanismo de accion del cisplatino
y ayuda a amplificar el estrés oxidativo inducido por este
farmaco citotdxico. De hecho, desacoplantes guimicos
bloguean la inhibicion del crecimiento provocada por el
cisplatino en las células de cancer de colon 2, Por otra
parte, los experimentos que efectuamos con el 5-fluo-
rouracilo, para el cual las lineas celulares HT-29 y SW-
620 manifiestan resistencia, reforzarfan el hecho de que
los mayores niveles de proteinas mitocondriales UCP2 vy
UCP5 en las células de cancer de colon estarfan asocia-
dos a un estado de mayor quimiorresistencia, ya que los
mecanismos implicados en la sensibilizacion por el anti-
tumoral resveratrol conducen a un descenso significativo
en los niveles de ambas isoformas #°.

En la Figura 3 se representa un esguema de las mito-
condrias de las células de cancer de colon vy la interfe-
rencia de las proteinas desacoplantes en las sefiales oxi-
dativas que participan en la accion de la quimioterapia.

Quimioterapia X

..,
",
.
-

Proliferacion

Figura 3. Representacion esquematica del papel de las proteinas desacoplantes
(UCPs) como mecanismo de regulacion negativa sobre la produccion mitocondrial
de ROS en el cancer de colon, y su intervencion en la capacidad para eludir la
apoptosis y mantener la viabilidad de las células cancerosas ante las sefiales oxi-
dativas de muerte celular promovidas por la quimioterapia.

Recientemente, se ha descrito que el desacoplamiento
mitocondrial podria jugar un importante papel en
la adaptacion de las células de cancer de colon al
microambiente hipdxico caracteristico del tumor .
Se ha sugerido que la sobreexpresion de la UCP2
estarfa implicada en la promocion de un cambio desde
el metabolismo oxidativo al metabolismo  glucolitico
como parte de una estrategia metabdlica asociada a
la guimiorresistencia ©' %2, Dando consistencia a estos
resultados, se ha demostrado también que la UCP2
juega un importante papel en la resistencia a agentes
antineoplasicos en otros tipos de células cancerosas *.
Uno de los estudios mas significativos que demuestra la
relacion entre los niveles de expresion de la UCP2 vy la
resistencia a agentes antineoplasicos fue realizado por
Derdak et al., cuyos resultados indican la relevancia in vivo
de la sobrexpresion de la UCP2 en la quimiorresistencia
del cancer de colon 4, Ademas, estos autores describen
que la sobrexpresion de UCP2 en células de cancer de
colon humano disminuiria la apoptosis por mecanismos
que implican la modulacion del supresor tumoral pb3 #,

En un intento de identificar nuevos inhibidores selecti-
vOs para las proteinas desacoplantes, se ha descrito
que algunos compuestos como los cromanos inhiben
la UCP2 vy sensibilizan las células HT-29 de cancer de
colon a farmacos antitumorales como la doxorrubicina
y cisplatino =,

Conclusiones

Desde un punto de vista farmacologico vy en base a la
disfuncion metabdlica en el tumor, se puede decir que
el uso de suplementos antioxidantes seria contraprodu-
cente en el tratamiento del cancer colorrectal. Asi, las
sustancias gue promueven el incremento local de la oxi-
dacion en el tumor, ya sea por induccion de la genera-
cion de especies reactivas de oxigeno, o provocando
la deplecion de los antioxidantes localmente en el tejido
tumoral, frenan el crecimiento de las células cancerosas
y podrian tener una utilidad potencial como coadyuvan-
tes asociados a los antineoplasicos convencionales. En
el cancer de colon, un tratamiento local del tumor basa-
do en la inhibicion de la proteina UCP2 parece ser que
tendria potenciales beneficios terapéuticos al mitigar la
capacidad antioxidante de las células tumorales vy favore-
cer la respuesta a los agentes antineoplasicos.
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