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RESUMEN

El origen genético del cancer esta siendo motivo de controversia por diversos autores,
los cuales sugieren que el cancer es en realidad una enfermedad metabdlica. Bajo
esta perspectiva, la nutricibn puede utilizarse como terapia adyuvante para el
tratamiento de dicha enfermedad. A su vez, diferentes estudios experimentales han
mostrado el potencial terapéutico del &cido dicloroacético (DCA), un compuesto que
revierte el efecto Warburg, el cambio metabdlico asociado al cancer. Las células
cancerosas poseen un potencial de membrana mitocondrial mas hiperpolarizado que
las células normales, el cual puede reducirse gracias al DCA. De esa manera con el
tratamiento de DCA las células tumorales tendran un metabolismo mas parecido al de

las células normales.

ABSTRACT

The genetic origin of cancer is being the subject of controversy by several authors,
which suggest that cancer is actually a metabolic disease. From this perspective,
nutrition can be used as adjuvant therapy for the treatment of such disease. In turn,
different experimental studies have shown the therapeutic potential of dichloroacetic
acid. Cancer cells have a mitochondrial membrane potential more hyperpolarized than
normal cells, which can be reduced by dichloroacetic acid. In fact, with DCA treatment

tumoral cells will have similar metabolism to normal cells.
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GLOSARIO DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica

IARC: Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
CRC: Cancer colorrectal

AIF 1: Factor inductor de la apoptosis tipo 1

PDK: Piruvato deshidrogenasa kinasa

PDC: Complejo piruvato deshidrogenasa

DC: Dieta cetogénica

VCT: valor calérico total

MCT: Triglicéridos de cadena media

ROS: Especies reactivas derivadas del oxigeno
THO,: Oxigeno hiperbérico

2DG: 2-deoxi-D-glucosa

3BP: 3-bromopiruvato

DCA: Acido dicloroacético

DCA-Na: Dicloroacetato de sodio

DMEM: Medio de Eagle modificado por Dulbecco
MEC: Medio Externo Completo

PBS: Tampdn fosfato salino

TMRM: Ester metilico de tetrametilrodamina
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1.INTRODUCCION

1.1. LA ENFERMEDAD DEL CANCER

El origen del término cancer se atribuye a Hipdcrates (460-370 aC), médico
griego pionero en utilizar el término “karnikos” (cangrejo) para referirse a la
enfermedad. Posteriormente, el médico romano Celso (28-50 aC), fue quien empez6 a

utilizar el término latino cancer propiamente dicho.

Actualmente, el crecimiento anémalo y sin control de células en un tejido del
organismo se denomina neoplasia. Las neoplasias, también denominadas tumores, a
su vez pueden ser malignos (tumores cancerosos) 0 benignos (tumores benignos)
segun su capacidad de hacer metastasis. Segun el tejido o tipo celular del que

proceden los tipos de cancer se agrupan en:

¢ Carcinomas: se originan a partir de células epiteliales

e Sarcomas: se originan a partir del tejido conjuntivo o conectivo
e Leucemias: se originan en células de la médula ésea

e Linfomas: se originan a partir del tejido linfatico

¢ Mielomas: se originan en las células plasméticas

En los dltimos 20 afios el nimero de tumores diagnosticados en Espafia ha
sufrido un importante aumento, dados el incremento de la poblacion, las técnicas de
deteccidn precoz, el aumento de la esperanza de vida y los habitos poco saludables.
Segun el informe anual editado por la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
(SEOM), los tumores que fueron diagnosticados mas frecuentemente en 2015 (en
ambos sexos) fueron el colorrectal y los de préstata, pulméon, mama, vejiga y

estdmago, siendo el nimero total anual de nuevos casos de 247.771.

Dada su elevada prevalencia, o nimero de pacientes diagnosticados de un tipo
determinado de tumor que contindan vivos al afio, a los 3 o a los 5 afios del
diagnostico, los tumores son una de las principales causas de ingreso hospitalario.
Segun la SEOM, los tumores mas prevalentes en Espafia en el afio 2012 en la
poblacion general fueron los de préstata, mama, colorrectal y vejiga. Segun el Centro
Nacional de Epidemiologia, la mortalidad por cancer en Espafia fue de 106.039
fallecimientos en el afio 2014. Los responsables del mayor niumero de fallecimientos

en la poblacion general fueron el cancer de pulmén y el colorrectal. A pesar de la
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elevada cifra, el riesgo de mortalidad por cancer ha disminuido en las dltimas dos
décadas.

Una de las causas que aumenta el riesgo de fallecer del cancer es la obesidad.
La pagina web de cancer y obesidad del Observatorio Mundial del Cancer (GCO)
proporciona estimaciones del nimero de casos de cancer que se pueden atribuir a un
exceso de peso corporal (figura 1). La Agencia Internacional para la Investigacion del
Céancer (IARC) afirma que existen datos suficientes para asegurar que eliminar el

exceso de grasa corporal es un factor protector frente al cancer.

OTROS
11% MAMA
. 24%
VESICULA
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7%
RINON

13%

Figura 1 .Casos de cancer atribuibles a la obesidad por tipo de tumor a nivel mundial en

el afio 2012. Fuente: Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC).

Para que una célula se convierta en cancerosa tiene que adquirir una serie de
caracteristicas que las distingan de las células normales. Estas caracteristicas
comprenden seis capacidades bioldgicas incluyendo: el mantenimiento de la sefial
proliferativa, la resistencia a la muerte celular, la induccién de la angiogénesis, la
inmortalidad replicativa, la activacion de la invasion y la metastasis y, finalmente, la
evasion de supresores de crecimiento. Los nuevos avances realizados en la
investigacion del cancer han afiadido cuatro nuevas marcas distintivas, las cuales
comprenden, la promocién de la inflamacién, la inestabilidad genémica y mutacional, la

desregulacion energética y la evasion del sistema inmune (figura 2).
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Figura 2. Marcas distintivas del cancer. Fuente: Principios de cirugia (2015).

El cancer es considerado actualmente una enfermedad genética dada la
evidencia de las mutaciones que se producen en el ADN (1). Los mecanismos que
pueden conducir a alteraciones en los genes pueden ser genéticos, como resultado de
herencia genética, errores producidos en la division celular o inducidos por exposicion
a sustancias que dafian el ADN, como son ciertas sustancias quimicas, exposicion a
radiaciones, etc. 0 epigenéticos, por alteraciones en las enzimas o sustratos de las

mismas (2).

Existen dos clases de genes relevantes que son afectados por estos

mecanismos, los protooncogenes, cuyas mutaciones (cambios) en ellos pueden hacer

gue se conviertan en oncogenes, los cuales pueden favorecer el crecimiento y/o la

invasividad tumoral, y los genes supresores de tumores, que limitan el crecimiento

tumoral. La importancia de estos dos grupos de genes radica en su papel de control
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de la carcinogénesis a través de la reparacién del ADN y la apoptosis o “muerte celular
programada” (3). Es cierto que en la mayoria de los canceres humanos se han
descrito numerosas anomalias genéticas, pero las mutaciones que conducen al cancer

no siguen un patron definido (4).

1.2. EL CANCER COMO ENFERMEDAD METABOLICA

El dogma tradicional es que el cancer es una enfermedad genética, pero
diferentes observaciones sugieren que muchas de las alteraciones genéticas
encontradas en las células cancerosas pueden surgir después de un dafio en la
estructura y la funcion de las mitocondrias. Estos organulos subcelulares ademas de
encargarse de la produccién de energia, juegan un papel determinante en la apoptosis
o muerte celular programada (5). Las células cancerosas deciden no “suicidarse”,
replicAndose sin control. Las mitocondrias cuando estdn muy activas, ademas,
generan ROS que son potencialmente mutagénicos. En consecuencia, las
anormalidades asociadas al tumor y los desequilibrios cromosémicos pueden surgir

como resultado de un deterioro progresivo de la funcion mitocondrial (6).

En las células normales del organismo en presencia de oxigeno el metabolismo
esta dirigido hacia la respiracion mitocondrial, que acaba en la fosforilacion oxidativa y
la obtencion de gran cantidad de ATP. Asi mismo, en las células normales, en
ausencia de oxigeno, el metabolismo esta dirigido hacia la glucdlisis, se activa la
captacioén de glucosa y se produce ATP liberando lactato. En 1942, el investigador
aleman Otto Warburg observé que las células cancerigenas metabolizan la glucosa de
forma distinta a las células normales. Warburg plante6 una teoria en la cual la funcién
bioenergética de las mitocondrias de las células tumorales se encuentra alterada,
presentando una “desregulacién metabdlica”. Warburg demostré que en la mayoria de
los tumores el metabolismo esta dirigido hacia la glucdlisis, la captacién de glucosa y
la produccion de lactato aun en presencia de altos niveles de oxigeno. La captacién de
glucosa y la glucdlisis funcionan unas diez veces mas deprisa en la mayoria de
tumores sdlidos que en los tejidos no cancerosos (figura 3). Otto Warburg postulé que
este cambio en el metabolismo es la causa fundamental del cancer recibiendo el
premio Nobel en 1931 por sus hallazgos. Este cambio metabdlico se conoce como
“Efecto Warburg” y es comun en muchos tumores malignos, incluyendo el cancer
colorrectal (CRC) (7).
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Mecanismo Explicacion / ejemplo Referencia

1. defectos mutaciones de ADNmt conducen a un mal funcionamiento en | Carew y Huang (2002), Singh (2004), Taylor y
mitocondriales |3 respiracion y I3 fosforilacion oxidativa Turnbull (2005)

2. L3 hipoxia L3 2daptacion 2 |2 supresion respiratoria debido 2 |3 falta de | Gatenby y Gillies (2004), Brahimi-Horn y

oxigeno en microambiente Pouyssequr (2005)
3. sefiales Ras, Src Aviador et al. (1987), Ramanathan et al. (2005)
ancogenicas
Ak, Elstrom et al. (2004), Gottlab et al. (2001)
Br-abl Boren et al. (2001), y Serkova Boros (2005)
4, enzimas hexoquinasa II Bustamante y Pedersen (1977), Rempel et al.
metabolicas (19%)
alteradas
sobreexpresion TKTLL Coy et al. (2005)
FH y SDH mutacion Astuti ef al. (2001), Neumann et al. (2004), Panlu

et al, (2005), Selak et al, (2005)

Figura 3. Los posibles mecanismos que conducen al aumento de la glucolisis en las

células cancerosas. Fuente: Oncogene (2006).

Las células malignas suelen sufrir hipoxia y tienen, tipicamente, unas tasas de
consumo de glucosa unas 200 veces mayores que las de las células normales que les
dieron origen para mantener suficiente suministro de ATP para su metabolismo y
proliferacién, pasando esta glucosa a piruvato y posteriormente a lactato mientras
reciclan el NADH. A este lactato se le atribuye la capacidad de acelerar el crecimiento
de los tumores y promover la angiogénesis y metastasis, asi como de crear un
ambiente acido alrededor de las células cancerigenas haciendo de barrera e
impidiendo la accion del sistema inmune en contra de las células cancerigenas. El gen
responsable de eliminar el exceso de receptores de glucosa se encuentra inhibido en
las células tumorales. Cuando se inhibe, esos receptores se multiplican, captando
todas las moléculas de glucosa de su alrededor y usandolas para obtener energia para
proliferar (8). En paralelo, las células tumorales tienen un bajo numero de
mitocondrias, por lo que al haber menos ATP procedente de la fosforilacion oxidativa
gue ocurre en las mitocondrias, las células tumorales tienen una mayor demanda de

glucdlisis.
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La fosforilacibn oxidativa acopla la oxidacion de combustibles de carbono
procedentes del ciclo de Krebs a la sintesis de ATP a través de un gradiente de
protones. Es el final de una serie de transformaciones energéticas que se conocen
como respiracion celular. Los combustibles de carbono se oxidan primero en el ciclo
del &cido citrico para producir electrones con un alto potencial de transferencia. En la
fosforilacion oxidativa, se forma una fuerza protdon-motriz (Que es muy negativa en la
parte interior de la membrana mitocondrial interna) de unos -180 mV, llevada a cabo
por medio de una cadena de transporte de electrones que consiste en tres bombas de
protones impulsadas por electrones. La fase final de la fosforilacion oxidativa se lleva a
cabo por medio de la ATP sintasa, un ensamblaje que sintetiza ATP y que esti
propulsado por la vuelta del flujo de protones a la matriz mitocondrial a favor de
gradiente. El rendimiento neto es de 30 moléculas de ATP por molécula de glucosa
oxidada. En las células del cancer, por diferentes razones, el transporte de electrones
no se acopla a la sintesis de ATP (las mitocondrias permaneceran hiperpolarizadas),
por lo que se reduce la capacidad respiratoria contribuyendo a la formacion de lactato.
Esta produccion excesiva de lactato es necesaria para mantener la produccién de
energia y asi compensar la escasa energia proveniente de la respiracion. De hecho,
en muchos tumores la ATP sintasa no funciona correctamente ya que esta inhibida por

un modulador negativo, el factor inductor de la apoptosis tipo 1 (AIF1) (9).

Los mecanismos por los que se produce el efecto Warburg son campo de
estudio de muchos investigadores actualmente y solo son conocidos parcialmente. El
efecto Warburg podria ser simplemente la consecuencia de un dafio en las
mitocondrias debido al cancer, una adaptacion al ambiente bajo en oxigeno que existe
dentro del tumor, o el resultado de que los genes cancerosos inhiben las mitocondrias
debido al rol que desempefian estas en la apoptosis que de otra forma terminaria por
matar a las células cancerosas. Podria tratarse también de un efecto asociado a la
proliferacién celular. Sin embargo, en marzo de 2008, Lewis C. Cantley y sus colegas
de la Harvard Medical School anunciaron haber identificado una de las enzimas
responsables del efecto Warburg, la PDK tumoral, una isoforma de la enzima piruvato
deshidrogenasa kinasa (PDK). Esta enzima inhibe la accién del complejo piruvato
deshidrogenasa (PDC) que actia potenciando el paso de piruvato a acetil CoA
favoreciendo asi la incorporacion de acetil CoA a la mitocondria y la fosforilacion
oxidativa (figura 4). La PDK esta muy activada en todas las células que se encuentran

en rapida divisién, y es la responsable de capacitar a las células cancerosas para
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consumir glucosa a un ritmo acelerado. Esta isoenzima normalmente no se encuentra
en los tejidos sanos, aunque aparentemente es necesaria cuando las células
necesitan multiplicarse con mucha rapidez, por ejemplo para sanar heridas o en el

caso de la hematopoyesis.

GLUCOSA

Glucolisis

PIRUVATO ——— LACTATO

PDK POC ™|~
(Muy activada en celulas
en rapida division)

ACETIL-CoA

Cicla de Krebs

:

Fosforilacion oxidativa ——s» ATP

Figura 4. El efecto Warburg. PDK = Piruvato Deshidrogenasa Kinasa tumoral, PDC =

Complejo Piruvato Deshidrogenasa. Fuente: adaptada de Novoa N, (2014).

Ademas de la glucosa, la glutamina también pude ser la fuente de energia para
algunos tipos de cancer. La glutamina es un aminoacido anaplerético y puede
metabolizarse rapidamente a glutamato y a alfa-cetoglutarato para la entrada en el
ciclo de Krebs (10) (11).

1.3. CETOSIS CONTRA EL CANCER

La cetosis nutricional es un estado metabodlico en el que el higado produce
cuerpos cetonicos para alimentar a los 6rganos cuando no existe suficiente glucosa

disponible. Esto se consigue cuando se reducen los carbohidratos de la dieta a menos

MARTA LOZANO MARTIN. GRADO EN NUTRICION HUMANA Y DIETETICA Péagina | 8


https://es.wikipedia.org/wiki/Isoenzima
https://es.wikipedia.org/wiki/Hematopoyesis

de 50 gramos al dia, por lo que la fuente energética principal circula a cargo de las
grasas. El organismo elimina los cuerpos ceténicos sobrantes durante las primeras
semanas en cetosis, mostrando que funciona correctamente. La formacion de los
cuerpos cetonicos en los seres humanos y en la mayoria de los mamiferos, se
produce en el higado durante la oxidacion de los acidos grasos. Se pueden formar los
cuerpos cetbénicos D-R-hidroxibutirato, acetoacetato y acetona para después
exportarse a otros tejidos. El acetoacetato y el D-B-hidroxibutirato son transportados
por la sangre desde el higado a los tejidos extrahepaticos, donde pueden proporcionar
parte de la energia necesaria para los tejidos. El cerebro, que normalmente utiliza
glucosa como combustible, se puede adaptar al uso de acetoacetato y el D-B3-

hidroxibutirato cuando la glucosa es deficitaria.

Una nueva estrategia para tratar la desregulacion metabdlica producida en las
células tumorales es el empleo de la dieta cetogénica (DC). La DC es una dieta alta en
grasas, moderada en proteinas y muy baja en carbohidratos que produce un aumento
de los cuerpos cetbnicos y una disminucion de la glucosa en sangre, evocando un
estado fisiologico similar al que produce el ayuno y favoreciendo un entorno hostil para
las células cancerigenas (figura 5).

| GLUCOSA + ACIDOS GRASOS
Piruvato p - oxidacion
Acetoacetato,
l B -hidroxibutirato,
LACI:—I'IL-C::IA TACETIL-CoA - Acetona
Formacion cuerpos
\ cetonicos
Ciclo de Krebs

Acetoacetatoy
B-hidroxibutirato
son exportados
cOmo energia para miasculo,
ATP corazon, rinon y cerebro

Figura 5. Dieta Cetogénica. Guia metabdlica. Fuente: adaptada de Hospital Sant Joan
de Déu. (2014).
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Los diferentes tipos de DC se clasifican en:

- DC clasica: proporciona el 90% del valor calérico total (VCT) en forma de grasa,
posee muy bajo contenido de glucidos y una cantidad adecuada de proteinas.

- DC con triglicéridos de cadena media (MCT): posee una proporcion de grasa del
71%, aproximadamente. El aporte de MCT en forma de aceite es del 60% del
VCT (figura 6).

- DC de Atkins modificada: El 65% de las calorias totales proceden de la grasa. Se
llama “modificada” porque la restriccion de los carbohidratos es indefinida y

porque el objetivo no es la pérdida de peso.

Batido de yogur desnatado con sandia v tostada de pan integral
T— # 125 ml yopur desnatado  + 5 ml aceite de oliva
# 50 g candia # 30 ml aceite MCT
# 20 g pan integral
Revuelto de champifones con judia verde y huevo
Comida e 50p chempiﬁnnﬁ & 35 mil an:e_il.'e FACT
& 200 g judia verde # 20 g panintegral
# 40 g huevo
Copa de yogur batido con MCT y meldn
Merienda o 125pvyogurdesnatado  * 15 g nueces
# 50 g meldn & 30 il aceite MCT
Arraz integral con brécoli y meruza
Cena # 30 g arroz integral # 100 g merluza plancha
# 200 g brdcoli # 35 ml aceite MCT
\ MCT: triglicéridos de cadena media. A

Figura 6. Ejemplo de célculo de DC-MCT de 2000 Kcal. Fuente: Hospital Infantil
Universitario Nifio Jesus (2016).

La DC es conocida sobre todo hoy en dia por su utilizacién para la pérdida de
peso, hecho popularizado por el doctor Robert Atkins, pero también tiene utilidad en
ambitos terapéuticos. Esta dieta tuvo sus inicios en 1921 por su efecto anticonvulsivo.
Su uso disminuy6 con la aparicion de farmacos antiepilépticos, hasta que en los
ultimos afos ha resurgido como tratamiento de la epilepsia refractaria a los farmacos

(12). Se postulan varios mecanismos de accion, entre ellos, la accion a nivel de
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neurotransmisores que favorece la sintesis de glutamina, precursor del GABA, que es

un importante agente anticonvulsivo.

La DC también podria tener un papel importante como terapia adyuvante para el
tratamiento de diferentes tipos de tumores malignos. Esto es debido a que las células
normales se pueden adaptar al uso de los cuerpos cetdnicos como fuente de energia,
pero las células malignas no, ya que su metabolismo esta direccionado hacia la
glucdlisis y no hacia la fosforilacién oxidativa. Por lo cual, en ausencia de glucosa,

reducen su capacidad de proliferacion celular (13).

Ademas de elevar la produccion de GABA, los cuerpos ceténicos aumentan la
produccién de acetil-CoA, que también es capaz de impulsar el ciclo de Krebs
aumentando asi el nicotinamida adenina nucleétido reducido (NADH) mitocondrial
(figura 7). Dado que el B-hidroxibutirato es mas rico en energia que el piruvato, es
capaz de producir mas cantidad de ATP. La cetosis también aumenta la produccién de
diversos antioxidantes que compiten con téxicos de nuestro organismo, disminuyendo

el estrés oxidativo mitocondrial de las células sanas.

Las células cancerigenas poseen dificultades para suicidarse porque, aunque
generan una elevada cantidad de oxidantes, lo suplen generando un exceso de
antioxidantes. Con todo esto se podria decir que, un exceso de antioxidantes
enddgenos (como es el glutation) protegen contra el cancer, pero ese exceso en una
célula cancerigena protege al tumor. Evitar la obtencion de estos antioxidantes a
través de la membrana mitocondrial podria ser una forma de alcanzar el estrés

oxidativo de las células tumoral.

El mecanismo por el que la DC es capaz de aumentar este estrés, seria
explicado por la capacidad para bloquear la coenzima NADPH en células tumorales,
ya que esta potencia la forma reducida del glutation, en cuyo estado ejerce funciones
como antioxidante. La DC, al potenciar la forma oxidada del glutation, incrementa el
estrés oxidativo de las células cancerosas. Este aumento del estrés podria optimizar
los efectos de la quimioterapia y radioterapia, probado en estudios con ratones (14)
(15) (16).
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Figura 7. Mecanismo de accién de la dieta cetogénica. Fuente: Redox Biol. (2014); 2:
963-970.

Recientemente, los resultados mas positivos de esta dieta se han visto en casos
de tumores cerebrales. La literatura actual sugiere que la DC es segura para el
tratamiento de pacientes con glioma maligno, disminuyendo la vascularizacién y el
crecimiento de este tipo de tumor (17) . No obstante, la eficacia terapéutica atribuida a

esta dieta se debe a la ingesta de la misma en cantidades restrictivas (15).

Por su parte, diversos estudios en animales revelan que la restriccion caldrica,
por si misma, retrasa la progresion de los tumores al reducir los niveles de glucosa en
sangre y aumentar los cuerpos cetonicos (18).En casos de tumores cerebrales

humanos, también se le atribuyen efectos antiangiogénicos y proapoptéticos (19).

De acuerdo con la hipétesis de Warburg, aunque la mayoria de los tumores
muestran un aumento del metabolismo de la glucosa, la glutamina también es un

combustible energético para las células de muchos tipos de cancer. Seyfried y sus
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colaboradores mostraron un estudio con ratones en el que un antagonista de la
glutamina junto con la restriccion calérica manifestaron un efecto inhibidor sobre el

crecimiento tumoral de los roedores (20).

Evidencias recientes indican que existe una asociacion sinérgica entre la DC y la
terapia con oxigeno hiperbarico (THO;) (21). Actualmente, se esta desarrollando una
nueva estrategia terapéutica "press-pulse” para el manejo metabdlico no toxico del
cancer disefiada para que las células tumorales mediante la DC sean privadas de sus
combustibles mas importantes, la glucosa y la glutamina, y mediante el THO, sean

capaces de reducir la proliferacion y estimular la apoptosis (22).

En cuanto a los efectos adversos que se pueden producir debido a un alto
consumo de grasa se encuentran nauseas, vomitos, dolor abdominal y aumento del
colesterol; ademas de la posible hipoglucemia ocasionada por el bajo consumo de
hidratos de carbono. A pesar de ello, casi todos los efectos son temporales y acaban

desapareciendo segun el organismo se va adaptando a este tipo de dieta.

Vistos todos estos estudios, aunque no se conoce el verdadero mecanismo de
esta dieta por el cual ejerce efectos positivos contra el cancer, muestra buenas
perspectivas. A pesar de ello, segun revisiones sistematicas actuales, se necesita una
evidencia clinica méas sélida antes de recomendarla como terapia adyuvante de esta
enfermedad (23) (24).

1.4. FARMACOS QUE AFECTAN ESTA VIA METABOLICA:
DICLOROACETATO

Debido al aumento de la glucolisis aerdbica que se ha visto en diversos tipos de
cancer se han desarrollado diversas sustancias capaces de inhibir la glucélisis que
actualmente estan siendo foco de atencién por su probable uso como agentes
anticancerigenos. Entre estos inhibidores, se incluyen al SB-204990, la 2-deoxi-D-
glucosa (2DG), 3-bromopiruvato (3BP), la 5-tioglucosa y el acido dicloroacético (DCA)

(25). Los estudios méas prometedores se han desarrollado con DCA.

El DCA es una pequefia molécula inhibidora de la PDK (figura 8) capaz de
penetrar en las membranas celulares y en la mayoria de los tejidos, incluso en el
cerebro, y de regular el proceso de glucdlisis in vitro e in vivo. El DCA inhibe la PDK

que esta bloqueando al complejo piruvato deshidrogenasa que potencia el paso del
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piruvato a acetil CoA. De este modelo, el DCA potenciaria la produccién de acetil CoA,
su entrada a la mitocondria y por tanto, potenciaria la fosforilacion oxidativa. Este
modulador metabdlico ha sido utilizado previamente en seres humanos como
tratamiento de ciertas acidosis lacticas y en enfermedades mitocondriales hereditarias,
dado que mantiene activo el complejo piruvato deshidrogenasa y disminuyendo la
liberacién de lactato.

Investigadores de la Universidad de Alberta propusieron en 2007 que el DCA
podria tener beneficios terapéuticos contra muchos tipos de cancer (26). El ensayo de
laboratorio que realizaron en ratones mostrd que una sal de este acido, el
dicloroacetato de sodio (DCA-Na), induce apoptosis, reduce la proliferacion e inhibe el
crecimiento tumoral sin toxicidad aparente. El DCA-Na puede ser administrado por via
oral. Se caracteriza por restaurar la funcién mitocondrial de las células cancerosas sin
afectar a las sanas, principalmente por la capacidad de regulacion del potencial de
membrana mitocondrial, que en las células tumorales es especialmente alto. Existen
diferentes ensayos que sugieren que el DCA-Na induce apoptosis y produce una
reduccién de la angiogénesis en pacientes con glioblastoma, un tipo agresivo de
cancer de cerebro (27) (28).

Ademas de los ensayos realizados en pacientes con glioblastoma, también se
han realizado ensayos en otros tipos de cancer. Se ha presentado el caso de una
paciente con cancer colorrectal metastasico que obtuvo una estabilizacion de la
enfermedad usando la terapia del DCA-Na, sin toxicidad grave, segun criterios
clinicos, bioquimicos y radiolégicos (29). Este caso desvela un posible uso de este
farmaco como agente citostético, capaz de mantener la estabilidad a largo plazo del
cancer avanzado. Para confirmar el caso anterior, existe un ensayo en el que un tipo
de células de CRC humano mostraron una reduccién de la proliferacién sin causar

apoptosis, cuando fueron tratadas con DCA in vitro

Como limitacion, el efecto secundario mas comdn que puede ocasionar este
farmaco es la aparicion de neuropatia periférica relacionada con la dosis, pudiendo
restringir el uso de este tratamiento en los pacientes mas sensibilizado (30). Sin
embargo, se ha desarrollado un protocolo de tratamiento que limita la aparicion de

estos efectos secundarios sin perder eficacia.
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Para comprender mejor los mecanismos de DCA decidimos investigar los

efectos de este farmaco en el potencial mitocondrial en células de colon humano

normales y células de cancer de colon humano.

Ciclo de Krebs

GLUCOSA
Glucolisis
DCA |
PIRUVATO —fip LACTATO
PDK » PDC
ACETIL-CoA
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Fosforilacian oxidat ATP

Figura 8. Mecanismo de accién del DCA. En el fenotipo glucolitico la PDK inhibe la

accion del complejo piruvato deshidrogenasa (PDC). ElI DCA inhibe la accién de la PDK

restableciendo el metabolismo celular normal. Fuente: adaptada de Rev. Farmacol. Chile

(2014).
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2. OBJETIVOS

e Comparar el potencial mitocondrial de las mitocondrias de las células de

carcinoma de colon con las células normales de colon.

e Estudiar el efecto de DCA sobre el potencial mitocondrial de las células de

carcinoma de colon y de las células normales de colon.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

- Medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) con 1g/l glucosa
y suplementado con: suero fetal bovino 10% (FBS), L-glutamina 1%,
penicilina/estreptomicina

- Tripsina-EDTA (Tripsina 0,05 % y EDTA) 0,01 % en PBS).
- Poli-L-lisina (0,01 mg/ml)

- Tampoén fosfato salino (PBS) (en Mm): NaCl 136; KCI 2,7; NaH2PO4 8;
KH2PO4 1,5; (Ph=7,4).

- Medio Externo Completo (MEC) (en Mm): NaCl 145; KCI 5; CaCI2 1; MgCI2 1;
Glucosa 10; Hepes/NaOH 10; (Ph=7,4).

- Acido dicloroacético (DCA)
- Ester metilico de tetrametilrodamina (TMRM)

- Dimetilsulféxido (DMSO)

3.2 METODOS

3.2.1 Cultivos celulares

NCM460: Es una linea celular normal derivada de epitelio de mucosa de colon
humano. Proceden de un vard6n hispano de 68 afios y fue seleccionada para
crecimiento in vitro sin ser infectada o transfectada con ningin acido nucleico
exogeno. Estas células expresan caracteristicas que confirman su condicién de célula

normal o no tumorigénica (31).

HT29: Es una linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano. Deriva de un
tumor primario de colon en estadio C de Dukes y procedente de una mujer caucésica

de 44 afios (32). Presenta caracteristicas de célula tumoral (33).
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Las células NCM460 y HT29 fueron cultivadas en medio DMEM con glucosa 1 g/l
suplementado con 10 % de FBS, L-glutamina 2 mM y 1% de penicilina /estreptomicina
y fueron incubadas a 37°C en una atmosfera con 90 % de aire y 10 % de CO,. Para su
subcultivo, las células fueron lavadas con PBS y levantadas tras una incubacion con
tripsina a 37°C durante 3 min. Finalmente las células fueron centrifugadas a 200 g
durante 4 min y el sedimento celular se resuspendié en medio de cultivo y sembré en

frascos de cultivo.

3.2.2 Estudio del potencial mitocondrial

Las diferencias en el potencial mitocondrial entre células normales y tumorales
se estimaron en células vivas cargadas con el colorante fluorescente TMRM. El TMRM
es un fluoréforo lipofilico capaz de permear a través de las membranas y de
acumularse en la mitocondria debido a su carga neta positiva en funcion del potencial
mitocondrial (figura 9). A mayor acumulacion, mayor intensidad de fluorescencia. Por
tanto, la imagen de fluorescencia de células tratadas con TMRM permite estimar
diferencias o cambios en el potencial mitocondrial de una célula, ya que cuanto mayor

es su acumulacién en la mitocondria mas negativo es el potencial mitocondrial (34).

Matriz

Ay _=-180 mV

Mitocondria

\_
\___Membrana Plasmdtica J

Figura 9. Entrada del TMRM a la mitocondria. La estructura catidnica y lipofilica de este
tipo de colorantes permite que atraviesen la membrana plasmatica y se acumulen en las
mitocondrias de acuerdo al potencial negativo que presentan estos organulos con respecto al
citosol. La despolarizacion mitocondrial permite la salida de colorante y, por tanto, la

disminucioén de la fluorescencia de las sondas acumuladas en la mitocondria.
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De manera que la fluorescencia capturada serd mayor cuando las células estén
hiperpolarizadas y si la fluorescencia capturada es menor sera porque las células se
han despolarizado (el potencial mitocondrial se ha hecho méas positivo). La
determinacién de su acumulacion en este organulo subcelular es llevado a cabo

mediante microscopia de fluorescencia.

Para realizar el experimento de medida de potencial mitocondrial, las células
NCM460 y HT29 fueron sembradas en cubreobjetos de cristal de 12 mm de diametro
previamente tratados con poli-L-lisina (0,01 mg/ml) a una densidad de 15.000
células/ml y depositadas en placas de 4 pocillos e incubadas a 37°C en una atmosfera
con 90 % de aire y 10 % de CO,. En los experimentos con tratamiento con DCA, se
trataron las células con DCA 0.50 mM durante 48 horas en medio de cultivo. Como

controles se trataron células con el solvente DMSO a la misma concentracion.

Para las medidas del potencial mitocondrial, las células (después de su
tratamiento con DCA o con el solvente) se sacaron del incubador y se lavaron con
medio externo a temperatura ambiente. Inmediatamente se incubaron durante 15
minutos con el colorante TMRM a una concentracion de 50 nM a temperatura
ambiente. Posteriormente se retird el medio con TMRM y se afiadi6 medio externo
completo fresco. Seguidamente se colocd en el microscopio el cubreobjetos y se
procedié a la captura de imagenes de fluorescencia. Las imagenes de fluorescencia
fueron tomadas en un microscopio invertido Zeiss Axiovert S100TV (Zeiss, Jena,
Alemania) equipado con una camara digital Hamamatsu OrcaER (Hamamatsu
photonics, Hamamatsu, Japon) con el objetivo 40 x y utilizando un set de filtros para
rodamina. Se tomaron de 6 a 4 imagenes por campo al azar. A continuacioén, fueron
analizadas y cuantificadas con el software Aquacosmos 2.6 (Hamamatsu photonics,

Hamamatsu, Japén). El fondo fue substraido de todas las imagenes.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS CELULARES

En este trabajo se han utilizado dos lineas celulares de colon humano. Como
modelo de adenocarcinoma de colon usamos células HT29, mientras que como
modelo de colonocitos normales utilizamos células NCM460 (figura 10). Estas células
se mantienen en cultivo en continua divisién pero el grado de proliferacion de cada una
de ellas es muy diferente. Si comparamos la proliferacion de las lineas celulares
estudiadas, la proliferacion de la linea celular de adenocarcinoma de colon es mas de

3 veces superior a las células normales NCM460 (35).

Figura 10. Cultivo de células de Colon. Fotos representativas de células de
adenocarcinoma de colon HT29 y de colonocitos normales NCM460. La barra representa 10

pm.
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4.2. LAS MITOCONDRIAS DE LAS CELULAS TUMORALES ESTAN
HIPERPOLARIZADAS

Como se ha comentado en la introduccion, se ha descrito que en la mayoria de
los tumores el metabolismo esta dirigido hacia la glucdlisis de manera que las
mitocondrias de las células tumorales no consumen su gradiente eléctrico mitocondrial
en la sintesis de ATP por lo cual sus mitocondrias tienen un potencial mitocondrial
mucho mas negativo que las células normales. Para comprobar este efecto en las
lineas celulares que estamos estudiando se determiné el potencial mitocondrial. Para
ello, se incuban las células HT29 y NCM460 con el colorante TMRM y se midié la
fluorescencia emitida en ambas lineas celulares. En la figura 11 podemos observar
que la fluorescencia fruto de la acumulacion del TMRM es significativamente superior
en las células tumorales lo que indica que las mitocondrias en estas células estan

hiperpolarizadas con respecto a las de las células normales.
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Figura 11.Comparacion del potencial mitocondrial determinado con TMRM en células de
adenocarcinoma de colon (HT29) y células normales NCM260. Las células se cargan con
TMRM 50 nM durante 15 min y se capturan imagenes mediante microscopia de fluorescencia.
Las imagenes muestran la fluorescencia de las células HT29 y NCM460 cargadas con TMRM.
Las barras muestran la media + ErrorS de la fluorescencia de 130-150 células por cada tipo
célular (*p<0,05)
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4.3. EL DCA DESPOLARIZA LAS MITOCONDRIAS

Esta hiperpolarizacién mitocondrial que ocurre en las células tumorales y su
consiguiente “desregulacion metabdlica” esta siendo recientemente objeto de diana
terapéutica. Uno de los farmacos que se han propuesto para poder revertir esta
“desregulacion metabdlica” es el DCA. Como se ha comentado en la introduccién el

DCA es un inhibidor de la mitocondrial que bloquea el paso del piruvato a acetil CoA.

De modo que el DCA potenciaria la produccion de Acetil CoA y con ello su
entrada en la mitocondria y la fosforilacién oxidativa. Como consecuencia de ello, las
mitocondrias dejarian de estar tan hiperpolarizadas ya que consumirian su potencial al
formar ATP. Para comprobar esta hipoétesis, se trataron las células con DCA 0,5 mM

durante 48 h y luego se midié su potencial mitocondrial con el colorante TMRM.

La figura 12 muestra el efecto del DCA sobre el potencial mitocondrial en las
células HT29 y NCM260.
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Figura 12. Efecto del DCA sobre el potencial mitocondrial. Las células HT29 y NCM460
se trataron con DCA (0.5 mM) durante 48 h. Tras ello, las células fueron cargadas con TMRM
50 nM durante 15 min y se capturaron imagenes mediante microscopia de fluorescencia. A.
Iméagenes de fluorescencia de las células HT29 y NCM460 cargadas con TMRM. B. Las barras
muestran la media + Error de la fluorescencia de 100-150 células, *p<0,05 respecto control en

cada linea celular.
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5. CONCLUSIONES

A pesar de que el riesgo por mortalidad de cancer ha disminuido en las dos
Ultimas décadas, es una enfermedad con una incidencia elevada, siendo el cancer

colorrectal uno de los mas frecuentemente diagnosticados hoy en dia en Espafia.

Cada vez son mayores las evidencias que sugieren que el cancer es una
enfermedad metabdlica, producida por un dafio en la estructura y funcion de las
mitocondrias. Este metabolismo alterado podria ser modulado por terapias
convencionales junto con terapias nutricionales como es el uso de una DC con
restriccion dietética. Otra estrategia terapéutica es el uso de inhibidores de la
glucolisis, como es el DCA, capaces de inducir apoptosis ademas de inhibir el

crecimiento tumoral.

Para comprender mejor los mecanismos de DCA decidimos investigar los
efectos de este farmaco en el potencial mitocondrial en células de colon humano
normales y células de cancer de colon humano. Las células tumorales de carcinoma
de colon utilizadas en este trabajo, presentan un mayor potencial mitocondrial que las
células de colonocitos normales humanos, lo que es consistente con el efecto
Warburg. Esta hiperpolarizacién se podria explicar por el déficit en la sintesis aerobia
de ATP probablemente debida a defectos en la ATP sintasa o la induccién de su
inhibidor AIF. EI DCA, potencia la actividad mitocondrial y favorece la sintesis de ATP
y, por tanto, el consumo del gradiente de protones, lo que despolariza la mitocondria.
Este efecto es observado tanto en células normales como tumorales. Sin embargo, el
efecto es relativamente mayor en las células tumorales. La activacién mitocondrial
podria contribuir a la inhibicién del crecimiento tumoral de muchas maneras incluyendo
la disminucion de la liberacién de lactato y el aumento de la susceptibilidad a la muerte

celular.
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