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Abreviaturas

AIF: Factor inductor de apoptosis, ALDH1: Aldehido deshidrogenasa 1, AP-1: Proteina
activadora 1, CDK2: Quinasa dependiente de ciclina 2, CDK4: Quinasa dependiente de ciclina 3,
CDKNZ1A: Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1a, CPC: Células progenitoras cardiacas,
CPK: Creatin fosfoquinasa, CXCR4: Receptor de quimioquinas C-X-C tipo 4, CypA: Ciclofilina A,
DACH1: Homélogo Dachshund 1, DMBA: 7, 12-dimetil-benz (a) antraceno, DOX: Doxorubicina,
ERK 1/2: Quinasas reguladas por sefial extracelular 1 y 2, ERN: Especies reactivas de
nitrégeno, ERO: Especies reactivas de oxigeno, ERa: Receptor de estrégenos a, ERB: Receptor
de estrégenos B, FAD: Flavinadenin dinucledtido, FADH2: Flavinadenin dinucleotido reducido,
FMN: Flavin mononucledtido, FMNH2: Flavin mononucleétido reducido, FPP: Farnesil
pirofosfato, GMPc: Guanosin monofosfato, GOT: Glutamina oxalacetato transaminasa, GPx:
Glutation peroxidasa, GR: Glutation reductasa, GSH: Glutation reducido, GSSG: Glutation
oxidado, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, HER-2: Receptor de factor de crecimiento
epidérmico, HIF-1: Factor inducible por hipoxia 1, HMGCoA: B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA
reductasa, IAP: Proteinas inhibidoras de |la apoptosis, ICAM1: Proteina de adhesién intercelular
1, IL-1a: Interleucina 1a, IL-1B: Interleucina 1B, IL-6: Interleucina 6, IL-8: Interleucina 8, iNOS:
Oxido nitrico sintasa inducible, IP3: Inositol trifosfato, IRF1: Factor regulador de interferdn 1,
LDH: Lactato deshidrogenasa, LDL: lipoproteinas de baja densidad, LTB4: leucotrieno B4, MDA:
malonil dialdehido, MMP-1: Metaloproteinasas de matriz 1, NADH: Nicotin amida
dinucledtido, NADPH oxidasa: Nicotin amida dinucledtido fosfato oxidasa, NFAT: Factor
nuclear de células T activadas, NF-kB: Factor de transcripcion nuclear kB, NOS: Oxido nitrico
sintasa, PCNA: Antigeno nuclear de células en proliferacion, SOD: Superoxido dismutasa, STAT-
la: Transductor y activador del transcrito 1a, TEM: Transicidon epitelio-mesenquima, TPM:
Poro de transicion mitocondrial, Transportadores ABC: Transportadores casete de unién a
ATP, Transportadores MDR1: Transportadores de multiresistencia a farmacos, TxB2:

Tromboxano B2, VCAM1: Molécula de adhesion vascular 1, Vit.C: Vitamina C, Vit.E: Vitamina E



Justificacion y objetivos

1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La doxorubicina es una droga ampliamente utilizada en la terapia contra el cancer de
mama, por su buena eficacia a la hora de eliminar las células tumorales. Sin embargo, presenta

una elevada cardiotoxicidad.

Estd demostrado que la ingestién periddica de aceite de oliva en la dieta reduce los
factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares debido a la presencia de compuestos
fendlicos con capacidad antioxidante. Este trabajo de investigacién que se presenta plantea la
hipdtesis de si es posible evitar o disminuir los niveles de cardiotoxicidad producida por la
doxorubicina en animales con cancer de mama administrando hidroxitirosol, uno de los

compuestos fendlicos con mayor capacidad antioxidante del aceite de oliva.

El objetivo de este estudio fue comprobar el posible efecto cardioprotector del
hidroxitirosol frente a la cardiotoxicidad producida por la doxorubicina, a dosis crénicas, en

modelos de ratas con cancer de mama.

Para llevar a cabo el estudio, se tomaron 36 ratas, a las que se les indujo cancer de
mama mediante la administracién de 7, 12-dimetil-benz (a) antraceno (DMBA). Estas 36 ratas
se dividieron posteriormente en 4 grupos: grupo DMBA (sin tratamiento), grupo hidroxitirosol
(tratados con hidroxitirosol), grupo doxorubicina (tratados con doxorubicina) y grupo

hidroxitirosol mas doxorubicina (tratados con hidroxitirosol y doxorubicina conjuntamente).

Los resultados obtenidos se detallan en el siguiente trabajo, pero resumidamente se
puede afirmar que efectivamente, el hidroxitirosol es una sustancia con alta capacidad
antioxidante, que previene en parte el dafio producido por la doxorubicina sobre estructuras

celulares vitales como la mitocondria.
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2. INTRODUCCION

2.1. CANCER

El cancer es una enfermedad en la que se producen alteraciones del ADN que
provocan dafios en los genes que controlan la proliferacion y la apoptosis celular, provocando
que la célula pierda la capacidad de autoregular su divisién. Estos dafios sobre el ADN son
mutaciones en los nucledtidos de los acidos nucléicos producidos por errores de las propias
enzimas del organismo al copiar el ADN durante la division celular, al reparar dafios o por
exposicién a agentes carcindégenos. Las mutaciones del ADN deben perpetuarse en la célula
una vez producidas e ir acumulandose (de 5 a 10 mutaciones) en posteriores divisiones para
gue aparezca el fenotipo canceroso en la célula. Se producen sobre genes encargados de la

proliferacién, supervivencia, reparacién del ADN, motilidad, invasion y angiogénesis.

Los factores que condicionan la aparicidn del cadncer son fundamentalmente 2: uno es
la predisposicion genética del individuo a que sus genes sufran mutaciones que provoquen la
aparicion de cancer y el otro factor determinante son las condiciones medioambientales que
rodean al sujeto (modo de vida, exposicién a agentes ambientales perjudiciales, factores

nutricionales...etc.).

La formacién de un cancer pasa por varias fases: iniciacion, promocién y progresiéon?,
y presenta un rdpido crecimiento, invasion y destruccidn de los tejidos adyacentes. Finalmente
puede ocurrir una diseminacidn por el resto del organismo a través del torrente sanguineo,
produciendo la muerte del organismo en ultima instancia. Si no hay invasién de tejidos, se

denomina neoplasia benigna, y si hay invasidn, se llama neoplasia maligna (cancer).

En condiciones normales, una célula estd sometida a un riguroso control de su
replicacion, pero varios factores pueden provocar una alteracién de estos mecanismos de

regulacién.

Los cambios en el comportamiento celular son consecuencia de una alteraciones sobre
genes que regulan la proliferaciéon, supervivencia, reparacién del ADN e invasién bien como

TP53, Rb, BRCA1, BRCA2... 0 protooncogenes como Ras, Myc, Ciclina D1, CDK2, CDK4...), entre
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otros. Al ser alterados estos genes, la célula pierde el control sobre su replicacién y
diferenciacién, convirtiéndose en una célula que se divide constantemente. Estas alteraciones
genéticas se producen por dafos en el material genético producidos durante la sintesis del
ADN previo a la mitosis o por la accidn de agentes externos al organismo, mutdgenos
ambientales, capaces de daifar el ADN. El organismo posee sistemas de reparacion de daiio
celular que evitan la aparicidn de fallos o su perpetuacién en las nuevas células. En el cancer,
se alteran estos sistemas de reparacidn, ya que se ven afectados los genes que codifican estas
enzimas/proteinas efectoras, y por tanto, el dafio producido en el ADN se acumula y no se
repara. Cuando el dafio en el ADN es irreparable, se activan una serie de vias que conducen a
la apoptosis de la célula, pero que en el caso de un cdncer también estan alteradas o
inactivadas, con lo cual, la célula con ADN aberrante seguird ademas dividiéndose, a una

velocidad superior a la normal y con una informacién genética defectuosa®.

Es entonces cuando estas células cancerosas empiezan a adquirir nuevas
caracteristicas. Son células que normalmente viven en condiciones de baja concentracién de
oxigeno (hipoxia) y escasez de nutrientes. En este estado empiezan a desarrollar nuevos
fenotipos que les permiten invadir nuevos tejidos en otros lugares del organismo y producir

metadstasis. Las caracteristicas fenotipicas de una célula cancerosa se resumen en la figura 1.
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Fenotipo de una célula cancerosa

* Proliferacion celular descontrolada.
* Pérdida de la capacidad de
diferenciarse en células mds

especializadas.

* Inactivacion de los sistemas
reparadores de ADN.

* Inactivacion de las rutas normales de
apoptosis.

* Replicacidnconstante.

* Produccion de angiogénesis.

* Pérdida de la capacidad de anclaje y
metdstasis.

* Evasion del sistema inmune.

Figura 1. Fenotipo de una célula cancerosa.

2.1.1. CELULAS MADRE CANCERIGENAS

No ha sido hasta el aflo 2003 en el que se dio un gran paso en el conocimiento que
tenemos sobre las células madre tumorales. Este descubrimiento, consistié en la identificacidn
de una subpoblacién de células madre tumorales dentro de tumores de mama®. Aunque la
teoria de la existencia de estas células madre se remonta a 1997, enunciada por Bonnet y Dick,

no ha sido hasta 2003 cuando se ha podido constatar la existencia de estas células.

Estas células provienen de la mutacion de células madre normales, asi que poseen sus
mismas caracteristicas (autorenovacién permanente y capacidad de producir células maduras
del tejido especifico donde se encuentren), pero afadiendo la malignidad, es decir, un
crecimiento descontrolado. Las células madre tumorales poseen la habilidad de autorenovarse
y también de generar nuevas células tumorales. En la figura 2 se muestra un esquema
simplificado en el que se compara la division de una célula madre sana frente a una célula

madre tumoral. Estas células madre tumorales ademds son capaces de generar nuevos
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tumores en distintos lugares del organismo, poseyendo una elevada capacidad para proliferar

que las demas células tumorales no poseen.

Las células madre tumorales tienen un distintivo caracteristico que las diferencia de las
demas, y es que expresan en su superficie celular los marcadores CD44+/CD24-/Antigeno
epitelial especifico+ (ESA), y carecen de la expresién de CD2, CD3, CD10, CD16, CD18, CD31,
CD64 y CD140. Poseen ademds una elevada expresion de aldehido deshidrogenasa (ALDH1).
Este fenotipo CD44'/CD24/ALDH1" es ademas muy caracteristico de células madre tumorales
de mama, aunque dependiendo de la localizacidon de estas células, expresaran un tipo de

marcador u otro’.

Las células madre tumorales, debido a su gran capacidad para proliferar y formar
nuevos tumores, son candidatas ideales para pensar que son las responsable de la aparicidn de
metastasis, ya que estudios realizados demuestran que sélo unas pocas células de este tipo
(del orden de cientos o miles)’ trasplantadas a ratones fueron capaces de generar un nuevo
tumor. La motilidad, quimiotaxis y angiogénesis de estas células es mayor que la de las demas
células, y sobreexpresan genes implicados en la invasién celular (genes codificantes de IL-13,
IL-6, IL-8, CXCR4, MMP-1 y uPA).La activacion del protooncogen c-Jun (JNK), DACH1 o
miembros de la familia de NF-kP son moléculas que participan activamente en la regulacién de
la proliferacién de estas células, promoviendo la division como,JNK o NF-kB, o evitandola

debido a la inactivacién de su mecanismo de accién como el caso de DACH1> %7,

Una vez que estas células se diseminan por el organismo, se asientan en otro lugar
diferente del que provienen y forman lo que se denomina “nicho”. El “nicho” es el lugar donde
las células madre tumorales van a empezar a dividirse, y juega un papel importante para
permitir que las células madre tumorales comiencen a proliferar. Si las condiciones del “nicho”
no son las idéneas, las células madre tumorales no podran dividirse adecuadamente. Las
sefiales aferentes en forma de factores secretados a las células madre tumorales procedentes
de la matriz extracelular y de células del estroma van a determinar si las células madre

tumorales se desarrollan en ese “nicho” en el que se han asentado.
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a) Transformacion a celula cancerosa b)

Celula madre Celula madre cancerigena

@ (=]

Celulamadre Celula precursora de linaje Celula madre cancerigena

0. Celulas tumorales
maduras

Division
Division

uoeIPUIRYJ

(© ()] ©

Celula madre  Celulas maduras Celula madre cancerigena

diferenciadas
Celulas tumorales

maduras

Figura 2. Esquema sobre la replicacion de las células madre. A) Célula madre normal. Las células madre son
capaces de autorenovarse y de generar ademas células hijas diferenciadas, que seguiran madurando hasta
convertirse en células especializadas dependiendo del tejido en el que se encuentren. B) Célula madre cancerosa.
La célula madre normal puede convertirse en cancerosa por la generaciéon de una mutacién en su ADN, y en los
genes que regulan la division. La célula madre cancerosa también puede autorenovarse, pero produce ademas
células tumorales maduras no diferenciadas y en exceso, que formaran el tumor.

Como se ha mencionado, las células madre cancerigenas son las responsables de las
recaidas que sufren los pacientes de cancer tiempo después de terminar el tratamiento. Esto
significa que las células madre cancerigenas son capaces de resistir la quimioterapia, con lo
cual, pueden volver a dividirse y formar un nuevo tumor. Este nuevo tumor ademas, sera aun

mas resistente a la quimioterapia.

Por eso, nuevas lineas de investigacion estan surgiendo en los Ultimos afios para
comprender mejor como atacar eficazmente y conseguir eliminar estas células madre
cancerigenas que son las responsables finales de la resistencia al tratamiento y la aparicion de

metastasis®.



Introduccion

Células madre cancerigenas de cancer de mama

Las células madre cancerigenas de cancer de mama son aquellas células madre
mamarias que han sufrido una mutacién en su genoma y han perdido la capacidad de regular
su proliferacién. Las mismas propiedades que hemos visto anteriormente en general para
todos los tipos de células madre cancerigenas son compartidas por las células madre
cancerigenas de mama, y se diferencian de otros tipos celulares de células madre cancerigenas
en los marcadores de superficie que expresan y en las rutas de senalizacion intracelular que

activan’como ya se ha comentado.

Estas células madre cancerigenas de mama pueden aislarse mediante la creacion de
mamosferas in vitro e identificarse debido a que posee un fenotipo caracteristico, ya que

expresan en su superficie celular marcadores como CD44"/CD24 /ALDH1".

El principal problema que presentan estas células es que posiblemente sean las
responsables de la resistencia a la quimioterapia y radioterapia y también responsables de la
reactivacién del tumor una vez que ha finalizado el tratamiento, que suele suceder alrededor
de en un 40 % de los casos. Las células madre, que son capaces de resistir el tratamiento,
constituyen un reservorio de células cancerigenas encargadas e reactivar el tumor y de

10.11 ‘pyrante el tratamiento, muchas

producir metastasis una vez que el tratamiento ha cesado
células cancerigenas que no expresan el fenotipo CD44°/CD24 consiguen adquirir este
fenotipo y se vuelven asi resistentes al tratamiento. Ademds, son capaces de expresar
proteinas transportadoras que captan las moléculas de quimioterdpico y las expulsan al
exterior celular’?, con lo que se evita que actten sobre su diana terapéutica que suele ser la
replicacion del ADN o los microtubulos celulares. Por si esto no fuera poco, también expresan

otras proteinas anti apoptéticas como Bcl o survivina y su tasa de reparacion del ADN es mayor

que en las células normales.

Asi pues, uno de los objetivos prioritarios en la lucha contra el cadncer debe enfocarse
en la accion sobre estas células madre cancerigenas. El conocimiento de las rutas de
sefializacion que permiten a estas células auto renovarse es fundamental a la hora de
desarrollar nuevas terapias. Ejemplos de estas rutas de sefializacién son la ruta Wnt, Notch o
Hedgehog™. Estas rutas de sefializacion estan implicadas ademas de en el proceso de divisidn
celular, en la transicion epitelio-mesenquima (TEM), proceso clave por el cual las células madre
cancerigenas adquieren alteraciones moleculares como la represidon de E-caderina, que les

permite obviar las uniones intercelulares y adoptar una morfologia especial, permitiendo asi a
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la célula tumoral obtener la capacidad invasiva y la motilidad necesarias para producir

metastasis™.

2.1.2. CANCER DE MAMA

Como se puede observar en la siguiente grafica (figura 3), la incidencia del cancer de
mama en la mujer es ampliamente superior que la de los demas tipos de cancer, aunque su
mortalidad no es tan elevada como la incidencia, y se debe a la prevencién®.Aun asi, sigue
siendo en la mujer el tipo de cancer de mayor mortalidad, y esto es lo que nos ha hecho

enfocar nuestra investigacion sobre el cdncer de mama en concreto.
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Mama

Cuello uterino

Colorrectal

Pulmon

Estomago

Utero
Ovario
Higado

Tiroides

Leucemia

Linfoma no de Hodking

Esofago

Pancreas

Cerebro, sistema nervioso

N M Incidencia
Rihon M Mortalidad

0 10 20 a0 40
ASR (W) tasa por 100,000

Figura 3. Incidencia y mortalidad de los tipos de cancer mas frecuentes en mujeres en el mundo en el 2008,
siendo ASR (w) la tasa estandarizada por cada 100.000 habitantes.

Tabla 1. Incidencia y mortalidad de los tipos de cancer mas frecuentes en la mujer en el
mundo en el 2008, siendo ASR (w) la tasa estandarizada por la poblacién mundial®.

Incidencia Mortalidad

Cancer N2 de personas  ASR (W) N2 de personas  ASR (W)
Labios, cavidad 92 524 2.5 44 545 1.2
bucal

Nasofaringe 26 589 0.8 15625 0.4
Otros de faringe 28 034 0.8 19 092 0.5
Esofago 155 400 4.2 130 526 3.4
Estomago 348 571 9.1 273 489 6.9
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Colorectal 571 204 14.7 288 654 7
Higado 226 312 6 217 302 5.7
Vesicula 86 828 2.2 66 638 1.7
Pancreas 133 825 3.3 128 292 3.1
Laringe 21026 0.6 11556 0.3
Pulmon 515999 13.6 427 586 11
Melanoma de 97 820 2.7 20512 0.5
piel

Mama 1384155 39 458 503 12.5
Cuello uterino 530232 15.3 275 008 7.8
Utero 288 387 8.2 73 854 2
Ovario 224 747 6.3 140163 3.8
Rifidon 104 363 2.8 44 349 1.1
Vejiga 88315 2.2 37974 0.9
Cerebro, 111098 3.2 77 629 2.2
sistema

nervioso

Tiroides 163 968 4.7 24177 0.6
Linfoma de 27 654 0.8 11646 0.3
Hodgkin

Linfoma no de 156 695 4.2 82115 2.1
Hodgkin

Mieloma 47 903 1.3 34 658 0.9
multiple

Leucemia 154 978 4.3 113 606 3.1
Total 6044710 165.1 3345176 87.6

excluyendo el
cdncer de piel

no melanoma

El cdncer de mama es una proliferacion maligna de las células epiteliales que revisten

los conductos o lobulillos de la mama.

Como ya se ha visto anteriormente, el cancer de mama es el que mas incidencia tiene

entre las mujeres. En el mundo, se prevé que para el afio 2030 la mortalidad de este tipo de
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cancer aumente un 45 %, debido al crecimiento demografico y envejecimiento de la poblacidn,
sobre todo en paises en vias de desarrollo, donde comienzan a crecer el nimero de casos de
cancer de mama. Afecta mas a mujeres de edad avanzada. La mayor tasa de incidencia es en
mujeres de 75 a 79 anos. Las mujeres de raza blanca a partir de los 45 afios tienen una tasa de
incidencia mayor que las mujeres de raza negra, aunque las de raza negra poseen una mayor
incidencia antes de los 45 anos y su mortalidad a cualquier edad es mayor, seguramente
debido a factores socioecondmicos que retrasan la deteccidn de la enfermedad. En la figura 4
se puede ver una grafica sobre la incidencia de cancer de mama en mujeres en EE.UU. desde
1999 hasta 2007, divididas por grupos étnicos y en la figura 5 una grafica sobre la tasa de

mortalidad del cancer de mama en los mismos grupos de mujeres.
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Afio del Diagnéstico

Figura 4. Cancer de mama en mujeres. Tasas de incidencia por cada 100.000 habitantes, divididos por raza y
grupo étnico, EE.UU., 1999-2007. AI/AN: mujeres indoamericanas nativas de Alaska; Asiaticas/Pl: mujeres
asiaticas nativas de las islas del pacifico; Blanca: mujeres de raza blanca; Hispana: mujeres de raza hispana;
Negra: mujeres de raza negra.
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Figura 5. Cancer de mama en mujeres. Tasas de mortalidad por cada 100.000 habitantes, divididos por raza y
grupo étnico, EE.UU., 1999-2007. AI/AN: mujeres indoamericanas nativas de Alaska; Asiaticas/Pl: mujeres
asiaticas nativas de las islas del pacifico; Blanca: mujeres de raza blanca; Hispana: mujeres de raza hispana;
Negra: mujeres de raza negra.

El cancer de mama tiene un componente hormonal muy importante®’. Estudios
realizados demuestran que la extirpacion de ambos ovarios, con la consiguiente pérdida de la
produccién de estrégenos y andrégenos, reduce hasta en un 75 % la aparicion de cancer de
mama®®. Los estrégenos son hormonas que promueven la proliferacion celular. Una mayor
concentracién de estrégenos promovera un mayor nivel de division celular, aumentando por
consiguiente la probabilidad de errores en la replicacidn. En los paises desarrollados, muchas
mujeres han sido y siguen siendo tratadas con terapia hormonal sustitutiva para paliar los
sintomas que acarrea la aparicién de la menopausia, lo que hace que aumente el riesgo de
estas mujeres de padecer cancer de mama'’. Gracias a estos estudios, actualmente, la terapia

hormonal sustitutiva ha entrado en declive y se usa cada vez menos.

Ademas del componente hormonal, la aparicién del cancer de mama tiene un cierto
componente genético que hace mas susceptible a ciertas personas frente a la accion de
agentes mutagénicos o de factores de crecimiento, que pueden iniciar o contribuir a la

. .y . 2
aparicién del cancer®.

Entre los factores de riesgo que pueden aumentar la incidencia del cancer de mama

estan: obesidad®, alcohol® o la exposicién a radiaciones ionizantes®>,
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La obesidad es causa de la aparicién de cancer de mama sobretodo en mujeres post-
menopadusicas. En estas mujeres, hay un incremento de la actividad de la aromatasa en el
tejido adiposo y un descenso en los niveles de globulina de unién a hormonas sexuales®, lo
gue provoca que haya mas estrégeno libre. El riesgo de padecer cancer de mama aumenta en
mujeres premenopausicas un 16 % y en un 31 % en mujeres post-menopausicas por cada

incremento del indice de masa corporal de 5 Kg/m* .

El consumo frecuente de alcohol puede producir un incremento del riesgo de aparicién
de cdncer de mama de entre un 6 a un 10 %. Los mecanismos de accién propuestos son por un
incremento en los niveles hormonales, un efecto carcinogénico de los metabolitos del alcohol

o un efecto antagonista sobre la absorcién y metabolismo del folato®.

La aparicién de la menarquia a edades tempranas, el no haber tenido descendencia p
poca descendencia o tenerla a una edad avanzada son factores que también estan asociados
con un incremento en el riesgo de aparicién de cancer de mama®’. La altura es otro factor de
riesgo, aunque no la altura en si misma, sino la exposicién a factores hormonales de
crecimiento o factor de crecimiento parecido a la insulina durante la adolescencia que

determinaran la altura de esa persona.

Por el contrario, un importante factor que contribuye a la disminucién del riesgo de
padecer cancer de mama es la practica regular de ejercicio fisico®. Esto puede deberse a la
reduccion de la grasa corporal, efectos sobre los niveles hormonales o mejora de la actividad
del sistema inmune®. En la tabla 2 se resumen los principales factores de riesgo que

determinan la aparicidn de cancer de mama.

Tabla 2. Resumen de los factores de riesgo que intervienen en la aparicidon de cancer de

mama.

Factores de riesgo

Edad
Raza
Peso
Xenoestrégenos y contaminantes ambientales

Radiaciones ionizantes
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Tabaco

Alcohol

Dieta

Ejercicio

Historia ginecolégica
Patologia mamaria benigna
Historia familiar

Patron mamogrdfico
Anticonceptivos orales

Terapia hormonal sustitutiva

2.1.3. TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA

Hay 3 elementos fundamentales que componen el protocolo de actuacién en el
tratamiento frente al cdncer de mama, que son: cirugia, radioterapia y quimioterapia junto con

terapia hormonal y bioldgica.

Cirugia

Las técnicas quirdrgicas mas comunes son:

1. Mastectomia conservadora

Consiste en la extraccion del tumor sin extirpar completamente la mama. Se quita el
tumor cogiendo parte del tejido circundante sano para asegurar la eliminacién del tejido
tumoral. Después de haber extirpado el tumor, se puede aplicar radioterapia o quimioterapia
para asegurar la total eliminacién de las células tumorales que hayan quedado en la zona

después de la operacion®.

El empleo de esta técnica depende del tamafo del tumor, localizacién, tamafio de la
mama, estética tras la intervencion...etc., y se valorard su empleo entre el cirujano y la

paciente.
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2. Mastectomia conservadora del pezén

En determinadas ocasiones en las que las condiciones del tumor lo permitan, se puede
optar por realizar una cirugia conservadora del pezén de la mama, con una finalidad estética

para mayor satisfaccion de la paciente®.

3. Mastectomia contralateral preventiva

Consiste en la extirpacion de la mama no afectada por el tumor como medida
preventiva frente a la aparicion de un nuevo tumor en esa mama. Se usa solamente cuando
existen factores de riesgo que predispongan a la paciente a poder desarrollar un nuevo tumor
en la mama no afectada. Estos factores son principalmente mutaciones en el gen BRCA1 o

BRCA2 en la paciente junto con su historial familiar de cdncer de mama®'.

4. Linfadenectomia axilar

Consiste en la extirpacion de los ganglios linfaticos axilares. Se hace para evitar que
células tumorales que hayan invadido los ganglios linfaticos axilares, y que por tanto tienen la

capacidad de producir metdstasis, sean capaces de diseminarse a otros lugares del organismo.

4.1. Ganglio centinela

Es una técnica que permite identificar el primer ganglio sobre el que drena el tumor. Si
este ganglio no esta afectado, podemos dar por seguro que no hay afectacién de los demas
ganglios y por lo tanto no hara falta extirparlos. Si por el contrario, el ganglio centinela esta
afectado, serad necesario extirpar el paquete ganglionar axilar (figura 6), ya que no sabremos

con certeza si los demas ganglios estaran afectados.
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Ganglio
v e O—O—O—O

sano

Ganglio
B) centinela
afectado

Extirpacion del paquete ganglionar
completo

Figura 6. Esquema de la técnica del ganglio centinela. A) Ganglio centinela sano. El ganglio centinela esta sano,
esto significa que los demas ganglios también lo estan. B) Ganglio centinela afectado. El ganglio centinela se
encuentra afectado por células tumorales de la mama. Esto significa que el tumor se ha expandido y no sabemos
si solamente esta afectado el ganglio centinela o los demas ganglios posteriores, asi que por seguridad, se
extirpard todo el paquete ganglionar.

Aunque la determinacién del ganglio centinela es una técnica que se ha usado y se
sigue usando comunmente en el tratamiento del cdncer de mama, estudios muy recientes en
los que a grupos de pacientes se les extirpaba completamente el paquete ganglionar axilary a
otro grupo de pacientes Unicamente se les extirpaba el ganglio centinela afectado, han
demostrado que la extraccidn Unicamente del ganglio centinela afectado frente a la
eliminacion completa del paquete ganglionar presenta las mismas tasas de supervivencia en
un plazo de 5 afios para ambos grupos, algo que actualmente estd provocando que se
replantee entre la comunidad cientifico/médica la necesidad de realizar la linfadenectomia

axilar®® 3,

Lo que si es necesario es realizarle al tumor extraido un estudio anatomopatoldgico
para descartar que pueda haber micrometastasis en casos en los que el estudio convencional
sea negativo. La terapia adyuvante se debe administrar se extraiga o no el paquete ganglionar

completo porque aumenta la supervivencia de la paciente®.

Y como todas las cirugias, la linfadenectomia axilar presenta una serie de efectos
secundarios que no tienen por qué aparecer obligatoriamente como por ejemplo dolor,

seroma, inflamacién o linfedema
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Radioterapia

La radioterapia emplea un haz de rayos X sobre la zona tratada quirdrgicamente para
tratar de eliminar los posibles restos de células cancerosas que no se hayan podido extirpar o
que hayan quedado inevitablemente tras la intervencidon quirdrgica. La aplicacién de

radioterapia después de la cirugia reduce hasta en un 52 % la tasa de recurrencia del cancer.

La aplicacidon de radioterapia puede ser externa o interna, siendo la externa la mas
frecuente, irradiando la zona a tratar con un emisor de rayos X desde fuera mientras el
paciente permanece en la zona de irradiacion mientras dura el tratamiento, que suele ser de
pocos segundos al dia durante 2 a 7 semanas y descansando generalmente 2 dias a la semana.
El paciente debe acudir todos los dias a recibir el tratamiento, ya que debe dosificarse la dosis

para no producir daifos graves a los tejidos sanos.

Al afectar la radiacion también a los tejidos sanos circundantes a la zona de
tratamiento, ésta puede producir una serie de efectos secundarios que variaran dependiendo
de cada paciente como: cansancio, eritema, caida del pelo, linfedema o modificaciones en el

tamanio y consistencia de la mama.

Quimioterapia

La quimioterapia consiste en la administracion de farmacos, generalmente por via
intravenosa, dirigidos a la destruccion del tumor. Estos farmacos normalmente afectan a la
division celular, bloqueandola y produciendo la muerte tanto de las células tumorales como de
las células sanas. Es muy probable que el tratamiento consista en una combinacién de varios

de estos medicamentos para conseguir una mayor eficacia en la eliminacién del tumor™.

Las terapias farmacolégicas mas usadas se muestran en la siguiente tabla (tabla 3):
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Tabla 3. Terapias mas usadas en el tratamiento del cancer de mama.

Terapia Quimioterdpico
Combinaciones de quimioterdpicos Ciclofosfamida, Doxorubicina, 5-
fluorouracilo.

Ciclofosfamida, Doxorubicina.
Ciclofosfamida, Epirubicina.
Ciclofosfamida, Doxorubicina, Docetaxel.
Ciclofosfamida, Doxorubicina, Paclitaxel o
Docetaxel.
Ciclofosfamida, Epirubicina, 5-fluorouracilo
con o sin Docetaxel.
Ciclofosfamida, Docetaxel.
Gemcitabina, Paclitaxel.

Otros agentes quimioterdpicos Carboplatina.
Cisplatina.
Vinorelbina.

Capecitabina.

La tendencia actual en el tratamiento de un paciente es elaborar una terapia
individualizada, ya que cada individuo responde de manera diferente al proceso y cada tipo de
cancer es distinto. Hasta hace poco, se tenia en cuenta a la hora de elegir el tratamiento
factores como el tamafio del tumor, tiempo desde su aparicidn, afectacién de ganglios
linfaticos y grado histolégico, pero ahora y gracias al avance de nuevas técnicas de diagndstico
y andlisis que permiten obtener mayor informacién acerca del tumor, la aplicacion del
tratamiento es aun mas especifica, con lo que se consigue una mayor eficacia y un menor
riesgo para la salud del paciente. Para ello, se toman muestras del tumor y se analizan sus
propiedades, como su histologia, actividad proliferativa o expresién de receptores hormonales

o receptores de factor de crecimiento epidérmico (HER2).

El tratamiento quimioterapico puede administrarse antes de la cirugia (neoadyuvancia)

para prevenir posibles metastasis o para reducir el volumen del tumor si fuese demasiado
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grande o después de la cirugia (adyuvancia) para terminar de eliminar las células tumorales

remanentes en la zona.

Al igual que con la cirugia y la radioterapia, la quimioterapia presenta una serie de
efectos secundarios que pueden variar de un paciente a otro como pueden ser: sintomas
gastrointestinales, cansancio, caida del pelo, alteraciones dermatoldgicas y de la médula ésea

e incluso otros efectos que dependeran del medicamento administrado.

Hormonoterapia

La hormonoterapia se utiliza para tratar tumores positivos para el receptor de
estrégenos. Existen diversos farmacos, como por ejemplo el Tamoxifeno, que bloquean la
accion de los estrogenos sobre estos receptores para evitar que llegue la sefial de proliferacion
a la célula cancerosa. Son los antagonistas estrogénicos. El uso de tamoxifeno como adyuvante
después de la cirugia reduce hasta en un 32 % el riesgo de reaparicion del tumor®. Esta
probabilidad se suma al 52 % de reduccidn que aportaba la radioterapia, con lo cual el riesgo
de volver a desarrollar cancer se reduce drasticamente. El principal problema que tienen estos
medicamentos es que también antagonizan estrégenos en el endometrio, y esto aumenta el

riesgo de sufrir cdncer de endometrio.

Otro tipo de farmaco que actia de manera parecida son los inhibidores de la
aromatasa. La aromatasa es una enzima que participa en la sintesis de estrégenos, con lo cual,
al estar inhibida, se disminuira la sintesis de estrégenos. Ejemplos de estos farmacos son:
Anastrozol, Letrozol o Examestano. Los inhibidores de la aromatasa estan desbancando a los
antagonistas de estrogenos como farmacos de primera eleccién frente a un cancer de mama

positivo para receptores de estrégenos.

Terapia bioldgica

Este tipo de tratamiento se utiliza para tumores HER2 positivos. Consiste en el bloqueo
de los receptores HER2, para evitar que los factores de crecimiento que actuan sobre ellos
puedan llegar e inducir a la division celular. Los farmacos empleados son anticuerpos

monoclonales frente a este receptor, como el Trastuzumab o Herceptin®’.
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Taxanos

Son un tipo de farmaco usado en la actualidad, normalmente en combinacién con
otras antraciclinas, en el tratamiento de la metastasis en cancer de mama®®. Su mecanismo de
accion consiste en la unidn a la sub unidad  del heterodimero de tubulina, produciendo una
polimerizacidn de la tubulina, e impidiendo que los microtubulos celulares se despolimericen.
Esto provoca que se detenga el ciclo celular y que posteriormente la célula entre en apoptosis.
Los taxanos mas comunmente usados en la actualidad para el tratamiento del cdncer de mama

son el Paclitaxel y el Docetaxel®.

Mostazas nitrogenadas

En este grupo tenemos a la Ciclofosfamida, cuyo mecanismo de accién es mediante la
unién al ADN, alquilandolo y por lo tanto, inhibiendo su replicacion, produciendo la muerte

celular finalmente® **,

Antimetabolitos

El 5-Fluorouracilo es uno de los mas importantes antimetabolitos que se han empleado
en los Ultimos 20 afos en la terapia contra el cancer. Su mecanismo de accién consiste en la
inhibicidn de la enzima timidilato sintasa, evitando que se sinteticen nucleétidos de timina. La

falta de timina en el ADN evitara que éste se pueda replicar, provocando la muerte celular®.

También encontramos en este grupo al Metotrexato. Su mecanismo de accién es
parecido al del 5-Fluorouracilo, pero inhibiendo a la dihidrofolato reductasa, que cataliza la
reaccién de conversién de dihidrofolato a tetrahidrofolato. Esto hard que se detenga la sintesis
de purinas, ya que el tetrahidrofolato participa en la sintesis de éstas (figura 7). Las

consecuencias seran la entrada en apoptosis de la célula® *.
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5-Fluorouracilo

Timidina
monofosfato

Uridina
monofosfato

Timidilato

sintasa
N5,N10-metilen- 7,8-dihidrofolato
folato
Serina Dihidrofolato

hidroximetil reductasa NADPH + H*
transferasa

Folato Metotrexato

Figura 7. Mecanismo de accion de los antimetabolitos 5-Fluorouracilo y Metotrexato.

Antraciclinas

Las antraciclinas son las sustancias mas utilizadas para el tratamiento del cancer de

mama por su elevada efectividad. Su mecanismo de acciéon conlleva la unién a la

topoisomerasa Il, enzima encargada de enrollar o desenrollar el ADN para permitir la sintesis

de proteinas y la replicacion del material genético. Al unirse a la topoisomerasa I, se inhibe su

accion y la célula entra en apoptosis. Las primeras antraciclinas aisladas fueron la Doxorubicina

y la Daunorubicina, y mas tarde se sintetizaron nuevas moléculas derivadas de estas como la

Idarubicina, Epirubicina o Mitozantrona. A pesar de su buena capacidad antitumoral, las

antraciclinas presentan un grave problema, y es la aparicién en la paciente de cardiotoxicidad

dosis dependiente®.
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2.2. DOXORUBICINA.

La doxorubicina (figura 8), o 14-hidroxidaunorubicina, es un antibiético antraciclinico
producido por el hongo Streptomycespeucetius var.caesius. Es una sustancia muy utilizada en
el tratamiento de diferentes tipos de canceres como el de mama, ovario, vejiga, pulmdn o
broncogénico, tiroides, gdastrico, osteosarcomas y tejidos blandos, neuroblastoma, tumor de
Wilms linfoma maligno tanto de Hodgkin y no Hodgkin, leucemia mieloblastica aguda,
leucemia linfoblastica aguda y sarcoma de Kaposi producido por sindrome de
inmunodeficiencia adquirida. A pesar de su gran eficacia frente al tumor, su uso conlleva

graves problemas asociados a la elevada toxicidad que origina.

O OH o)

CCHOH
OH

OCH; O OH H
e

CHa
HO

027H29N011 * HCI NH2 M.W.=579.99

 HCI

Figura 8. Formula quimica del 14-hidroxidaunorubicina o doxorubicina.

En términos generales, esta molécula actua, inhibiendo la replicacion de las células,
mediante la accion sobre el ADN para evitar su duplicacion. Como todos los antineoplasicos,
son sustancias que no discriminan entre células sanas y células tumorales, de ahi la elevada

toxicidad asociada a estos agentes.
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2.2.1. MECANISMO DE ACCION DE LA DOXORUBICINA

Realmente, existe cierta controversia en relaciéon al mecanismo de accidon de la
Doxorubicina. No hay un Unico mecanismo de accién, sino que probablemente se dé una

combinacion de los siguientes procesos que vamos a explicar:

Inhibicion de la topoisomerasa | y Il mediante intercalado de la porcion antraciclinica

de la doxorubicina en el ADN.

Su accidn sobre las topoisomerasas se basa en la estabilizacién de un complejo
intermediario antraciclina-ADN-topoisomerasa |l que evita la accidon de desenrollado de la
doble hélice de ADN (Figura 9). Esto lleva a una parada del ciclo celular en las fases G, y G, y
conlleva una muerte celular programada al no poderse replicar el material genético*®*’.
También es capaz de actuar sobre la topoisomerasa 1*®. Una evidencia clara que apoya esta
hipdtesis se basa en que las células tumorales resistentes a la doxorubicina tienen menor
concentracién y actividad de esta enzima, y por lo tanto, se produce un menor dafo sobre el

material genético™".

La activacion del gen TP53 también es un factor importante en el mecanismo de acciéon

de la Doxorubicina como veremos mas adelante.

ADHN Polimerasa

cadena adelantada

5
| T | | | |‘\
| | ; Topoisomerasa
L [ i k_
3 . ,
Helicasa \ H 4 | dl I f I
|.| -ll'..,:'l .|,| -|.| I|II
Lagging-strand cehador ) . 5
template [ r\\ a)
\\ & b)
| T .
o Doxorubicina

5
AV
| |
! fragmentos de

Okazaki
ADN Polimerasa

Figura 9. Mecanismo de actuacion de la doxorubicina. a) La doxorubicina se une a las hebras de ADN evitando la
actuacion de la topoisomerasa, que no serd capaz de desenrollar la doble hélice ante la presencia de la
doxorubicina. b) La doxorubicina también es capaz de actuar directamente sobre la topoisomerasa e inhibirla.
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Generacion de radicales libres que daian el material genético o producen

peroxidacion lipidica.

Doroshow y col. determinaron la induccién de dafio oxidativo sobre el ADN de células
mononucleares de sangre periférica en pacientes con cdncer de mama que recibian
tratamiento con doxorubicina. Después de la administracion, la oxidacién de bases aumenté 4
veces™. Esta oxidacién presumiblemente se produjo por la accién de ERO generadas tras ciclos
de oxidoreduccién de la doxorubicina®. Estas bases oxidadas son mutagénicas ya que
bloquean la replicacion del ADN vy la actividad de la ADN polimerasa permitiendo que se

produzcan dafios en el material genético’>.

Uniones cruzadas en el ADN.

Las antraciclinas son capaces de formar enlaces covalentes con el ADN, aunque la
concentracién que se requiere para que esto ocurra excede la cantidad administrada a un
paciente en tratamiento con antraciclinas®. A través de la generacién de ERO en presencia de
hierro, la doxorubicina es capaz de generar formaldehido. Se han detectado niveles elevados
de formaldehido en células cancerigenas sensibles a la doxorubicina pero no en células
resistentes que poseen una mayor capacidad antioxidante®. El formaldehido y la doxorubicina
interaccionan y se forma un conjugado capaz de unirse al ADN covalentemente y de ralentizar

el intercambio de hebras de ADN durante la meiosis hasta 640 veces>®*’.

Interferencias en la apertura de la hebra de ADN y sobre la enzima helicasa.

Dosis bajas de doxorubicina son capaces de interferir en la separacién de las hebras de
ADN en lineas celulares MCF-7*%. Las uniones cruzadas son capaces de provocar este efecto,
pero a dosis mayores, asi que este efecto puede estar provocado por la accion sobre las
helicasas. Esto lo demuestran varios trabajos en los que se comprueba la inhibiciéon de la
helicasa por accién de la doxorubicina®® ®. Esta inhibicién puede estar producida por la unién
de la doxorubicina al ADN, que imposibilitaria a la helicasa moverse a través de las hebras de

ADN para separarlas y permitir la replicacion® **.
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Peroxidacion lipidica.

Las antraciclinas, y por tanto la Doxorubicina, son capaces de favorecer el ataque del
malonil dialdehido (MDA) al ADN y de aumentar su produccién mediante la generaciéon de ERO
que producen peroxidacion lipidica. EI MDA es un compuesto capaz de reaccionar con
nucleétidos de deoxiguanosina, deoxiadenosina y deoxicitidina, formando pirimidopurinona
(M,dG), que es mutagénico. La formacién de M;dG se acompania de inhibicidn de ciclinas Ey B

y por lo tanto de una detencién del ciclo celular®.

2.2.2. RESISTENCIA A LA DOXORUBICINA

Los agentes quimioterapicos como la Doxorubicina provocan la apariciéon de
resistencias a su accion por parte de las células tumorales. La eficacia del farmaco mejoraria
drasticamente si se pudiese evitar la aparicion de estas resistencias, ya que, ademas de
eliminar un mayor nimero de células tumorales, evitariamos tener que administrar mayores

dosis, lo que conlleva inevitablemente mayor toxicidad.

Hay 3 componentes fundamentales implicados en la resistencia, que son: cambios
producidos sobre la cantidad, actividad y estructura de la topoisomerasa; resistencia inducida

por el proteasoma y finalmente el papel de las células madre cancerigenas.

Topoisomerasa

Los factores que afectan a la topoisomerasa y que pueden producir resistencia son
diversos, entre ellos tenemos: la disminucién de su cantidad®, aumento de la actividad
catalitica mediante fosforilacion®, por mutaciones del gen codificante®o por una reduccién de
la susceptibilidad de formar complejos antraciclina-ADN-topoisomerasa debido a una
mutacion en la estructura de la topoisomerasa que consistia en una supresion de un residuo
de alanina y las hacia menos propensas a formar el complejo®. Este hecho ha sido demostrado
en un estudio en el que se incubaron lineas celulares de melanoma con etoposido e inhibidor
de glicoproteina P. Se observd que las lineas celulares resultantes presentaban niveles
moderados de resistencia a la Doxorubicina. Entonces, se secuencié el ADN ciclico de la

topoisomerasa presente en estas lineas celulares y se detecté la mutacion que las hacia mas
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resistentes. La prevalencia de esta topoisomerasa Il mutante resistente a antraciclinas era

mayor en las células cancerigenas que en las sanas®.

Uno de los componentes responsables de la resistencia a las antraciclinas es la enzima
Metnasa, ya que favorece la actuacién de la topoisomerasa |l frente a la inhibicidn producida
por doxorubicina. Se barajan 2 posibles mecanismos por los cuales podria actuar esta enzima.
El primero seria una unién directa y permanente a la topoisomerasa que evitaria la formacién
del complejo antraciclina-ADN-topoisomerasa. El segundo seria una unién transitoria que
aumentaria la actividad en la apertura de la hebra de ADN a pesar de la accidn inhibidora de la

doxorubicina, con lo cual el ciclo de divisién celular contintia en cualquiera de los casos®” .

Otro posible mecanismo de aparicién de resistencias a las antraciclinas reside en la
hipotesis de que la administracién también aumenta la cantidad de productos del gen p21
(WAF1/CIP1) que producen una detencidn del ciclo celular para permitir la reparacidon del ADN,

y esto compite por la apoptosis que se pretende provocar al administrar el farmaco.

Proteasoma

Los proteasomas también han sido investigados como posibles agentes causantes de
resistencia en el tratamiento con doxorubicina. Los proteasomas son estructuras celulares con
actividad proteasa presentes tanto en citoplasma como en el nucleo celular. El proteasoma de
26 Svedverg (S), compuestos por 3 subunidades (una subunidad nucleo de 20 S y 2
subunidades estructurales de 19 S), juega un importante papel en la degradacidn de proteinas
relacionadas con el crecimiento celular (ciclinas como la ciclina B1, inhibidores de quinasas
dependientes de ciclinas como p21 o p27, supresores tumorales como p53 o el factor de

transcripcion NF-kB)%.

En tejidos en division, el proteasoma se acumula en el nicleo”y se ha visto que en
condiciones tipicas de tumores, como bajos niveles de glucosa o hipoxia, esta acumulacion en
el nicleo es aun mayor’. Bajo estas condiciones de estrés, y debido a la acumulacién de
proteasoma en el nucleo, la topoisomerasa Il es degradada, por lo que forma menos complejos
doxorubicina-ADN-topoisomerasa, contribuyendo a una disminucién de la eficacia de la

doxorubicina. Este proceso es reversible si se administran inhibidores del proteasoma’?.

Otro posible mecanismo de accién de resistencia a la doxorubicina es el identificado

por Kiyomiya y col.”” En él, se describen 3 pasos. El primero es la entrada de la doxorubicina al
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citoplasma por difusién simple a través de la membrana y su unidn a la subunidad 20S del
proteasoma, formando un complejo doxorubicina-proteasoma. A continuacion el complejo se
transloca al nucleo a través de los poros nucleares mediante un proceso ATP dependiente. En
el tercer paso, la doxorubicina se disocia del complejo y se une al ADN porque tiene mayor
afinidad por él. En este caso, la disminucién de la cantidad de proteasoma en el citoplasma
provocard que haya un menor transporte de doxorubicina al nucleo y que por lo tanto ejerza

menor efecto el farmaco.

Ademas, parece ser que la doxorubicina es capaz de aumentar la actividad del
proteasoma, lo que aumentara también la degradacion de factores de transcripcion
relacionados con la supervivencia de la célula. Esto, trasladado al contexto de una célula

cardiaca, disminuira las posibilidades de supervivencia del cardiomiocito’ ’*.

Células madre tumorales

Por otro lado, las células madre tumorales son resistentes tanto a la radiacién como a
la quimioterapia. La resistencia a la quimioterapia se produce gracias a 2 mecanismos que

poseen las células tumorales para este caso.

El primero es la presencia en una elevada cantidad de transportadores casete de unién
a ATP (transportadores ABC), en concreto transportadores ABCG2 y transportadores multidrug
resistance 1(MDR1)”?, que se encargan de bombear las moléculas del quimioterapico al
exterior de la célula, previniendo asi el dafio a la célula y por tanto, la accién antitumoral del

medicamento administrado.

El segundo mecanismo es una elevada produccidon de enzimas antioxidantes que
previenen el dafio de las ERO sobre las células. Estas ERO se producen en los tratamientos de
radioterapia mediante la ionizacién de las células tumorales con rayos X y son capaces de
provocar la apoptosis de la célula. También son parte del mecanismo de accion de muchos
guimioterapicos, como la Doxorubicina, aparte de su capacidad de inhibir la topoisomerasa IlI.
Las células madre tumorales tienen la capacidad de reducir y atenuar la produccién de ERO
mediante la sintesis de enzimas antioxidantes como la glutation (GSH) y la activacién de rutas

como FOX0-17"7,

A partir del momento en el que las células madre tumorales han interaccionado con el

agente quimioterapico, adquieren resistencia a su efecto, y comienzan nuevamente a dividirse,
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produciendo una descendencia de células tumorales resistentes al farmaco. Estas células,

formaran nuevos tumores resistentes a los tratamientoss.

A pesar de su gran eficacia frente al tratamiento de determinados tipos de cancer, la
doxorubicina presenta graves inconvenientes como su toxicidad sobre tejidos sanos, sobre
todo por la producciéon de cardiomiopatias o por la resistencia que adquieren las células
tumorales al medicamento. Al evitar el desenmarafiamiento de la cromatina’®, evita también
que se pueda producir la replicacién del ADN. Por todo esto, las dosis acumulativas totales

suelen limitarse para no exceder los 500-600 mg/m?>.

La doxorubicina tiene otro mecanismo importante de produccién de dafio en células
del organismo ademas del de la inhibicion de la replicacion por interaccion directa con el ADN
o con su mecanismo de replicacion. Muchos de los problemas que se generan en el organismo

tras un tratamiento con doxorubicina estan producidos por la produccion de ERO.

2.2.3. ERO Y ESTRES OXIDATIVO

Las ERO son moléculas derivadas del oxigeno que poseen uno o mas electrones
desapareados en orbitales atémicos o moleculares. Esto hace que estas moléculas sean
especialmente reactivas y tiendan a interaccionar con otro tipo de moléculas. También existen
las especies reactivas de nitrdgeno (ERN), igual que las ERO pero derivadas de moléculas de
nitrégeno. El principal proceso de aparicion de ERO es mediante la adquisicién de un electrén
por parte de la forma molecular del oxigeno (O,) para formar anién superdxido (0,*’). Este
radical libre formado puede reaccionar con otras moléculas como la superéxidodismutasa
(SOD) generando peroéxido de hidrégeno (H,0,), a partir del cual se puede generar el radical
hidroxilo (OH*), muy reactivo y capaz de dafar el ADN, proteinas, lipidos, glicidos y otras
estructuras celulares. El anidn superéxido se genera en diferentes localizaciones, pero
principalmente en la mitocondria, donde el continuo flujo de electrones en la cadena de
transporte electrénica mitocondrial, sobretodo en los complejos | y Ill, hacen que algunos de
estos electrones reaccionen con el O,. El O,* generado asi no es capaz de atravesar la
membrana interna mitocondrial debido a la carga que posee, quedando atrapado dentro de la
matriz mitocondrial, donde interaccionara con los complejos de la cadena de transporte

electrénico, con la membrana interna, ADNm...etc, o se convertird en OH*, que también
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acabarad interaccionando con todos estos elementos. Otra ERO capaz de formarse a partir del
O,* es el radical peroxilo (ROO*), responsable de procesos de peroxidacién lipidica y
posiblemente implicado en la carcinogénesis, ya que los radicales lipoperoxidos (ROO*)

producen un reactivo final, el MDAL, que es mutagénico.

Las ERN también son especies de radicales libres capaces de reaccionar con otras
moléculas o estructuras celulares y dafarlas. La principal ERN es el dxido nitrico (NO*),
generado por la éxido nitrico sintasa (NOS) durante la reaccién que convierte arginina en
citrulina”. En situaciones en las gue se producen conjuntamente tanto NO* como O,* u O,,
estas moléculas pueden reaccionar entre ellas y producir una molécula con una mayor
capacidad oxidativa, el anién peroxinitrito (ONOO')¥. La toxicidad producida por este nuevo
radical es capaz de producir dafio suficiente en la célula como para hacerla entrar en

apoptosisSI’ 8

Las ERO también se generan en otros organulos celulares como los peroxisomas. En
ellos, se usa O, y H,0, para la oxidacidon de sustancias como 4acidos grasos, aminoacidos o
poliaminas. Normalmente, no se genera una elevada cantidad de O,* que pueda liberarse al
citosol y dafiar otras estructuras, pero cuando se producen situaciones de desequilibrio
enzimatico en las que fallen los mecanismos antioxidantes que evitan la formaciéon de O0,* o

OH*, éstas pueden liberarse al exterior del peroxisoma.

Las células fagociticas como los neutrdfilos también son productoras de ERO bajo
situaciones de inflamaciéon con un fin defensivo. La enzima encargada en este caso de la
produccién de O,* es la NAD(P)H oxidasa, aunque no sdélo actua en neutrodfilos, sino también
en otro tipo de células como fibroblastos, células musculares lisas del endotelio y/o

cardiomiocitos, generando ERO que actian como segundos mensajeros.

Visto esto, podriamos considerar que las ERO y ERN son moléculas perjudiciales que
deberiamos evitar a toda costa, pero realmente esto es asi sélo cuando hay un desequilibrio en

su concentracion.

Las ERO cumplen funciones fisioldgicas dentro del organismo como puede ser:

. Produccidn de NO por parte de la enzima dxido nitrico sintasa (NOs).

. Mecanismo de defensa frente a patdgenos en células fagociticas.
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. Sefializacién de cascadas de transduccidon de sefales en células no fagociticas.

o Participar en la formacién de GMP ciclico (GMPc), fundamental en procesos como la

regulacion del tono muscular en musculo liso o la inhibicion de la agregacion

plaquetaria.
. Determinacion de la concentracion de oxigeno en el organismo.
. Adhesidn celular.
. Apoptosis.

Y ademas participan en procesos de sefializacién celular como segundos mensajeros en

procesos en los que son activados:

o Receptores de citoquinas y factores de crecimiento.

o Receptores pertenecientes a la familia de las Src quinasas y Janus quinasa.

o Tirosin fosfatasas.

. Serintreonin quinasas.

o Factores de transcripcién nuclear como NF-kB, AP-1, p53, factor nuclear de células T

activadas (NFAT), factor inducible por hipoxia (HIF-1).

Por su parte, las ERN:

o Participan en procesos de neurotransmisién.
J Regulacion de la presidn sanguinea.

. Defensa del organismo.

J Relajacién del musculo liso.

. Regulacidn de la respuesta inmunitaria®.
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Para mantener el equilibrio, las células poseen sistemas antioxidantes que se
encargan de eliminar el exceso de ERO. Las defensas frente al dafio oxidativo son de diferente
naturaleza, como defensas fisicas (por ejemplo la cérnea en el ojo que protege frente a las ERO
producidas por la radiaciéon ultravioleta del sol)® defensas enzimdticas, mecanismos de

reparacion del daio producido y mecanismos de prevencion.

Los sistemas enzimaticos de reparacion comprenden enzimas como la SOD, glutation
peroxidasa (GPx) o catalasa. Los no enzimaticos comprenden sustancias como el acido
ascorbico (vit.C), a-tocoferol (vit.E), GSH, carotenoides, flavonoides, compuestos fendlicos,

determinados tipos de proteinas u otros antioxidantes®”.

2.2.4. DOXORUBICINAY ERO

La generacion de especies reactivas de oxigeno por parte de la doxorubicina hace que
se activen factores de transcripcidn que activan genes proapoptdticos, activando caspasas que
fragmentan el ADN y que producen apoptosis. También activan al gen p53, que actua sobre la
mitocondria produciendo la liberaciéon de citocromo ¢, AIF y una deficiencia de ATP, lo que
conllevara en los 2 primeros casos a una fragmentacidn del ADN y apoptosis y en el caso de la
deficiencia de ATP, a una necrosis de la célula. Por ultimo, también afectan a la homeostasis
celular del calcio, y provocaran una sobrecarga de calcio en la mitocondria, produciendo igual

gue en el caso anterior la apoptosis de la célula (Figura 10).
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Doxorubicina
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Figura 10. Consecuencias de la produccion de especies reactivas de oxigeno por parte de la doxorubicina.

Las antraciclinas son capaces de aceptar un electrén y formar semiquinonas, que
rapidamente se regeneran reduciendo oxigeno a ERO como 0,* o H,0, (figura 11). Este
proceso se produce por la accién de NAD(P)H oxidoreductasas como el citocromo p450, NADH
deshidrogenasa mitocondrial (complejo | de la cadena de transporte electronico mitocondrial),
xantina deshidrogenasa u 6xido nitrico sintasa endotelial®® #y de flavoproteinas que también

poseen capacidad oxidoreductora.
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Doxorubicina
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Doxorubicina semiquinona

Figura 11.Ciclo de oxidoreduccion de la doxorubicina. La doxorubicina se oxida aceptando un electron del
NADPH, pero rapidamente se reduce donando este electron a una molécula de oxigeno, lo que convierte a la

molécula de oxigeno en un aniénsuperoéxido.

La forma semiquinona de la Doxorubicina es capaz de intercalarse en las hebras de
ADN® 0 en membranas, debido a su caracter lipofilico, dafiando estructuras bioldgicas

potencialmente importa ntes® *°

. Por su parte, las ERO formadas durante la oxidoreduccion de
la Doxorubicina atacan rompiendo las hebras de ADN, modificando las bases, desoxirribosas o
el entrecruzamiento de ADN®'. Estos dafios producidos son aln mayores en presencia de
atomos de hierro, que son liberados por el O,* de la ferritina, donde se encuentran
almacenados, y que pueden formar un complejo con la doxorubicina en una relacién 3:1 y
catalizar las reacciones de Fenton y Haber-Weiss, que convierte al 0,* + H,0, en OH" y OH*¥’,
Las zonas de actuacién preferentes de las antraciclinas serdn cerca del lugar donde se

produzca el ciclo de oxidoreduccidn, esto es, alrededor del ntcleo, reticulo endoplasmatico, y

mitocondria.

El resultado final de esto, como consecuencia de las interacciones y dafios que
producen las ERO con el entorno, sera la apoptosis de la célula, aunque por varios mecanismos

posibles.
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Hay 3 grandes vias de actuacion para ello:

1. p53

A nivel de expresion genética, se sabe que la Doxorubicina es capaz de actuar sobre
genes implicados en la replicacién celular. Uno de los mas importantes en este aspecto es el
gen TP53, que codifica la proteina p53 y que se encuentra mutado en numerosos tipos de
cancer. Estas mutaciones en su mayoria son sustituciones de simplemente 1 nucleétido en la
secuencia gendmica de TP53%. Esto provoca que p53 no sea capaz de realizar su funcion, que
es detener el ciclo celular para permitir la reparacién del ADN y tampoco es capaz de inducir la
apoptosis de la célula, con lo cual las células con esta mutacién se siguen dividiendo y ademas,

van acumulando mutaciones en su material genético que no son reparadas.

Este gen es muy importante en la proteccién frente a la aparicién de numerosos tipos
de cancer, ya que las mutaciones en TP53 estdn presentes en el 50 - 55 % de los casos de
cancer. Las personas heterocigéticas para el gen TP53 (es decir, tienen un solo alelo con del
gen) tienen un 90 — 95 % de posibilidades de desarrollar un cancer®, ya que al tener sdlo una
copia de este gen, si resulta mutado, no habrd posibilidad de compensar con el otro alelo. Esto
nos puede servir como prueba diagndstica en el caso de que queramos conocer la posibilidad

de padecer un cancer en algun paciente.

En condiciones normales, p53 permanece inactivo debido a que la MDM2 lo bloquea y
ubiquitiniza, permitiendo el paso del nucleo al citoplasma para su posterior degradacién por el

proteasoma™.

En situaciones de estrés celular, hipoxia, dafo genético o activacién de rutas
oncogénicas que promueven la proliferacion celular, p53 se estabiliza y deja de degradarse,
acumuldndose y translocdndose al nucleo, donde actia como factor de transcripcién para
detener el ciclo celular en las fases G;/S o G,/M o provocar directamente la apoptosis de la
célula. El objetivo de detener el ciclo celular es el de reparar el dafio en el ADN o, en el caso de
que el dafio sea irreparable, producir la muerte de la célula para evitar que ese material

genético defectuoso se replique y pase a nuevas generaciones de células® *°.

p53 activa o inhibe mas de 150 genes aunque los principales son: MDM2 (ubiquitin
ligasa que se une a p53 para marcarlo y ser degradado), p21"VA™/“"* (codifica CDKN1A, una

proteina inhibidora de las quinasas CDK2 y CDK4, por lo que su funcidn serd la de inhibir el

32



Introduccion

ciclo celular), ciclina G, Bax (promueve la apoptosis), IGF-BP3 (bloquea sefiales proliferativas en

la célula) o GADDA45 (detiene el ciclo celular para permitir la reparacién del ADN)? °7 %,

La inhibicion de la topoisomerasa Il por parte de la Doxorubicina provocara la
activacion de p53 en respuesta a esta agresidon y su unién al ADN para activar genes implicados
en la reparacion y regulacién del ciclo celular. Es importante la concentracion del farmaco a
nivel celular, ya que se ha descrito que a bajas concentraciones, p53 activa a p21, que se
encarga como ya hemos visto antes de regular el ciclo celular. Pero a mayores
concentraciones, p53 activa a la proteina Bax, entre otras proteinas pro apoptéticas, que
seran las encargadas de provocar la apoptosis. Este es uno de los mecanismos mediante el cual
la doxorubicina consigue provocar la destruccién de la célula'®. La mutacién de TP53 por lo
tanto, puede significar un aumento de la resistencia al farmaco, ya que esta via dejaria de
funcionar correctamente. Aun asi, existen otras vias de actuacién que no necesitan de la
activacion de p53®. Estas otras vias e incluso la activacion de Bax o Bcl-2, también pueden ser
activadas por ERO producidas por la Doxorubicina, con lo cual no serd necesaria la activacion

del gen TP53 para producir apoptosis™™.

Hay estudios que demuestran en lineas celulares que aun en ausencia de p53, las

antraciclinas son capaces de detener el ciclo celular e incluso son mas efectivas'%%.

Actualmente existe controversia entre la relacién de las antraciclinas y p53, ya que hay
teorias que apuntan que son capaces de actuar sin necesidad de la formacién del complejo
antraciclina-ADN-topoisomerasa Il ni de la activacidn de p53. Algunos autores sugieren que a
altas concentraciones de antraciclinas se provoca una cascada de hidrélisis de esfingomielina
de las membranas celulares, lo que genera la formacién de ceramidas y la posterior activacion

de rutas de muerte celular que no requieren la actuacién de p53'%.

La funcion de la proteina p53 es la siguiente:

a) Detencion del ciclo celular:

Los productos derivados de la activacidon de p53, como pueden ser p21, son capaces de
unirse a complejos de ciclinas promotoras de la division celular (ciclina D1-Cdk4, ciclina E-Cdk2,
ciclina A-Cdk2 o ciclina A-Cdc2). Al hacer esto, inhiben a las ciclinas y por lo tanto la
proliferacién. También se une al antigeno nuclear de células en proliferacién (PCNA) e inhibe

su actividad polimerasa, pero no asi su actividad como proteina reparadora del ADN,
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facilitando una reparacidn del ADN sin provocar la replicacidén. Otros experimentos realizados
para comprobar la manera de actuaciéon de p53 demuestran que no solo es capaz de actuar
bloqueando la divisién en la fase G; del ciclo celular, sino que también actua sobre la fase
G,/M, evitando que una célula con material genético defectuoso pueda replicarse, o sobre la
fase Gy, cooperando con la proteina Gasl, que es capaz de detener el ciclo celular en esta fase

(figura 12), pero Ginicamente cuando se encuentra p53 en su estado normal, no mutado®.
b) Apoptosis:

p53 es capaz de producir la apoptosis de la célula si ésta no estd en condiciones de
replicarse adecuadamente. Las condiciones son: un dafio irreparable en el ADN, un ambiente
celular no apto para la viabilidad de la célula o la activacién de una ruta de replicacién
oncogénica. La manera de actuacion de p53 en este caso depende de las condiciones del
entorno y del tipo de célula. Puede actuar por medio de la transcripcién de otros factores o sin
la necesidad de ellos. 2 de los productos de la transcripcion de TP53 anteriormente
mencionados, Bax e IGF-BP3 son importantes intermediarios en la produccién de apoptosis

mediada por p53, ya que promueven la apoptosis™.

Q
'O\S‘ K\
N m GO

Figura 12. Ciclo celular y fases en las que interviene p53. a) p53 interviene evitando que la célula entre en fase S,
evitando asi la duplicacién del material genético para evitar la mitosis. b) p53 actua también entre la fase G2 y la
fase M, deteniendo el proceso de replicacion celular. c) p53 junto con Gasl promueven la entrada de la célula en
fase GO, durante la cual no se divide.
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Actualmente, una interesante teoria es la de la liberacion de citocromo c de la
mitocondria, produciendo apoptosis independientemente del estado de dafio del ADN o de

531 1% | 55 teorias mas actuales se centran en el transporte al nicleo celular de las

p
antraciclinas, el papel del daifo oxidativo al ADN y el ataque de las antraciclinas a los telémeros

del ADN.

p53 es activado también como ya hemos dicho por situaciones de estrés celular, como
puede ser una situacion de elevada generacién de ERO, en el caso que nos incumbe, por la
administracién de doxorrubicina'®. Una elevada generacién de ERO activard a TP53. La
proteina p53 activarad tanto caspasas como a Bax. Las caspasas promoverdn la apoptosis de la
célula mediante una cascada de activacién de caspasas, mientras que Bax actuard sobre la
mitocondria, disminuyendo su potencial de membrana y produciendo la liberacién de

citocromo c'?’.

La apoptosis mediada por citocromo ¢ no es un proceso que se tenga claro totalmente,
pero hay varias ideas. Una es que el citocromo c liberado al citosol se une a dATP, formando el
apoptosoma. Este complejo se une a caspasa 9, y entonces activan a caspasa 3, que es una de

las caspasas que finalmente producen apoptosis.

La otra idea es que el citocromo c se une a inositoltrifosfato (IP3), produciendo una

liberacién de calcio al citosol. El calcio activa calpaina (proteasa) y libera AIF*®.

Factor inductor de apoptosis (AIF)

AIF es una proteina de la familia de las NADH oxidasas producida como una proteina
de 67 kDa, cuya forma madura es una proteina de 57 kDa sintetizada en la mitocondria gracias
a una calpaina. La forma madura contiene un grupo flavin adenina dinucleotido (FAD). Esta
proteina posee 3 funciones totalmente diferentes que se resumen en la figura 13. Por un lado,
y como su nombre indica, es una proteina con capacidad de inducir una apoptosis
independiente de caspasas, pero por otro lado, tiene un papel clave en la formacién del
complejo | de la cadena de transporte electrénico mitocondrial y ademds, también actda como
antioxidante. De hecho, AIF tiene 2 dominios fundamentales en su estructura, uno de unién al

ADN (funcién apoptotica) y otro dominio con actividad oxidoreductora (funcién antioxidante).

La capacidad de producir apoptosis se produce una vez que AIF es liberado al

citoplasma. AIF es separada primero de su lugar de unién a la membrana interna mitocondrial
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por calpainas y catepsinas. Son activadas en funcion del pH del medio. Una vez liberado AlF, se
transloca al nucleo donde produce digestion y condensacidn de la cromatina en fragmentos de
aproximadamente 50 kilobases. Ademds, AIF actia sobre los poros mitocondriales,
abriéndolos y comprometiendo asi la viabilidad mitocondrial, tanto de la mitocondria desde

donde se libera AIF como de mitocondrias adyacentes'®.

AIF estd involucrada en multitud de procesos de apoptosis producidos por dafio en el
ADN (como en el caso de doxorubicina), activacién de receptores de apoptosis, dafo oxidativo,
episodios de hipoxia/isquemia, ceramidas, desarrollo fisiolégico animal, infeccion por agentes

patégenos, neuropatologias...etc.

El mecanismo de degradacion del ADN por parte de AIF se produce mediante unién de
AIF a ciclofilina A (CypA), una peptidil prolil-cis-transisomerasa. El complejo AIF-CypA se

transloca al nucleo, donde degradaran y fragmentaran el ADN.

Acerca de la accién oxidoreductora del AIF, se ha demostrado mediante ensayos con
ratones Harlequin, genéticamente modificados para expresar un 80 % menos de AlF, que estos
desarrollaban problemas en la retina y neurodegeneracién, acompanado de una elevacién en
los pardmetros indicadores de estrés oxidativo. Las neuronas y los cardiomiocitos son
especialmente sensibles a la accién proapoptética de las ERO, por lo que es absolutamente
necesario mantener unos niveles adecuados de AIF mitocondrial. Asi, como agente
oxidoreductor, permite mantener una adecuada integridad estructural y funcional dentro de la
mitocondria, evitando el dafo oxidativo producido por las ERO producidas en la cadena de

transporte electrénico mitocondrial.

Sin embargo, la accién mas importante que AIF ejerce dentro de la mitocondria es la
de participar en la sintesis del complejo | de la cadena de transporte electrénico mitocondrial y
en menor medida del complejo Ill. Ensayos realizados sobre ratones en los que se reducia la
expresion de AIF en musculo estriado daban como resultado cardiomiopatias, atrofia del

musculo esquelético y finalmente la muerte del animal a los 4 meses de edad.

Ensayos realizados en lineas celulares AIF” demostraron una pérdida de las
subunidades NDUFB6, NDUFS7, NDUFBS, NDUFA9'*° y Grim19, asi como una disminucién de la
expresion post transcripcional de complejo I. Para el complejo Ill, disminuia también la
cantidad de algunas subunidades como UQCRC1, UQCRC2 y UQCRFS1, pero no su expresion.
No hay ninguna otra alteraciéon en cuanto a los demas complejos mitocondriales, composicién

de membranas, concentraciéon y tipo de proteinas mitocondriales, expresion de ADN
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mitocondrial (ADNm)...en estas lineas deficientes en AIF. Esto sugiere un papel de AIF basado
en el ensamblado de las diversas subunidades principalmente del complejo | y en menor
medida del lll, pero sin formar parte de su estructura. Estas deficiencias de AIF provocan una
serie de sintomas clinicos como neurodegeneracién con ataxia o degeneracion retinal
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progresiva . Otros ensayos también concluyen lo mismo. Una disminucién de la expresién

de AIF conlleva una reduccion de la cantidad y funcién del complejo | de la cadena de
transporte electrénico mitocondrial sin que haya reduccién en los demas complejos'*® .
Estos estudios se realizan principalmente con lineas celulares AIF deficientes o que no
expresan la proteina en absoluto y con ratones Harlequin que presentan una reduccion de la
expresion de AIF. Una deficiencia total no se puede estudiar en seres vivos porque la falta de

AIF, y por lo tanto, la falta de complejo | y de funcionalidad de la cadena de transporte

electrénico mitocondrial, produce la muerte de cualquier embriéon™*.

Funciones de AIF

* Proapoptdtico cuando se libera al citosol,
translocandose al nucleo y degradando el ADN.

* Participa en la formacién del complejo | de la
cadena de transporte electronica mitocondrial.

* Antioxidante dentro de la mitocondria, ya
gue posee un dominio NADH oxidasa.

* Una deficiencia de complejo | es la causa de mas
del 30 % de las enfermedades mitocondriales.

Figura 13. Funciones de AIF.

2. Regulacion de la concentracion de calcio

La administracion de doxorubicina genera ERO, que son capaces de interaccionar con
los sistemas reguladores de calcio, como el reticulo endoplasmatico o los canales de calcio. El
calcio normalmente participa en procesos de sefalizacion celular, como segundo mensajero. El

problema viene cuando en situaciones de estrés oxidativo se produce una liberacion excesiva.
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Las mitocondrias de animales tratados con doxorubicina son mas sensibles a los estimulos que
provocan la liberacién del calcio almacenado en los orgdnulos celulares, principalmente en el
reticulo endoplasmatico, al citosol. Si se produce esta liberacion, conllevara un aumento de la
recaptacion de este idn por parte de la mitocondria. Esta sensibilidad puede deberse a la
accién de las ERO sobre el poro de transicién mitocondrial, que provocan su apertura. Pero las
ERO no solo actuan sobre el poro de transicion mitocondrial, sino que muchos canales de
calcio dependen del estado redox, por lo que se abriran ante la presencia de una elevada
concentracién de ERO, permitiendo la entrada del idn a la mitocondria. La sensibilidad del poro
de transicion mitocondrial al calcio viene determinada por varios factores como el pH, la

concentracién de fosfato, concentracién de ADP y estado redox de la célula.

La mitocondria, ante una sobrecarga de calcio, serd incapaz de funcionar

correctamente, produciéndose un descenso en los niveles de ATP'™

. Ademas, se generaran
aun mas ERO, que desgastaran los niveles de NADP (H) intracelular, aumentando la
vulnerabilidad de la célula frente al dafio oxidativo, ya que el NADP (H) actua como enzima
antioxidante. La elevada concentracién de calcio también aumentara la permeabilidad de la
membrana mitocondrial, aumentando la apertura del poro de transicion mitocondrial, lo que

producird la salida de citocromo c y AlF al citosol. Todos estos factores en conjunto provocaran

la entrada de la célula en apoptosis™*®.

3. Activacion de factores de transcripcion

Hay también factores de transcripcion que se activan cuando se administra
doxorubicina, como el caso de las protein quinasas activadas por mitégenos (p38 MAPK), entre

las cuales encontramos la quinasa N-terminal JNK™’

. p38 es necesario para la sobreexpresiéon
de otra molécula llamada atrogina-1 por parte de la doxorubicina. La atrogina-1 es la
encargada de activar a JNK. A través de la degradacién de la fosfatasa MAPK-1, que se encarga

de inactivar a JNK.

JNK tiene como dianas bioldgicas a otros factores de transcripcién encargados de la
regulacion del ciclo celular, como p53, c-Myc o AP-1, asi como moléculas que no son factores
de transcripcion pero que estan intimamente relacionadas con la replicacién celular, como las
proteinas de la familia Bcl-2. JNK se activa, entre otras, por la accién de ERO y parece ser que

inhibe mediante fosforilacion a proteinas antiapoptéticas de la familia de Bcl-2 y activa
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proteinas pro apoptdticas mitocondriales como Bax, activindose el proceso de apoptosis

celular'®®,

Se ha visto que durante episodios de isquemia-reperfusién, se incrementan los niveles
de atrogina-1 y JNK, produciendo una disminucién de la cantidad de la proteina anti-
apoptética Bcl-2 y un aumento de la pro-apoptdtica Bax, activacidon de caspasa 9 y caspasa 3,

resultando en la apoptosis del cardiomiocito™*.

Hay otros genes que se activan cuando se administra doxorubicina. Estos genes
codifican transportadores de membrana encargados de la eliminacion intracelular de agentes
téxicos como la doxorubicina. Son transportadores de la familia ABC. En concreto, el ABCB1, se
sobreexpresa cuando se administra doxorubicina. Como su funcién es la de transportar toxicos

fuera de la célula, esto repercutird en un aumento de la resistencia al farmaco™®.

Recientes estudios afirman que la doxorubicina ataca directamente a células
progenitoras cardiacas (CPC) mediante diversos mecanismos de actuacién como incremento

121

de la produccidon de ERO™", expresion del gen TP53, desgaste de telomerasas y apoptosis.
Estas CPC son las encargadas de regenerar el tejido cardiaco cuando hay una lesién, pero el
tratamiento con doxorubicina reduce drasticamente los niveles de estas células, ya que son
mas sensibles a dafios oxidativos y entran facilmente en procesos de muerte celular'?* **. Esto
hace que la lesidon que produce la doxorubicina en el tejido cardiaco sea ain mdas grave. El
conjunto de alteraciones que se producen sobre los miocitos, destruccion de las CPC,

alteracién de la contractilidad por disminucién de la actividad de los canales de Ca** pueden

ser las responsables del dafio en el corazén producido por doxorubicina®*.

2.2.5. DOXORUBICINA Y DANO CARDIACO

Las antraciclinas (doxorubicina, daunorubicina, epirubicina e idarubicina) son los
farmacos antineopldsicos mas efectivos. Desgraciadamente, a pesar de ser uno de los agentes
terapéuticos mas utilizados en el tratamiento de numerosos tipos de cancer, su uso esta
limitado por la aparicién de efectos secundarios tanto a dosis agudas como crénicas'®.Las
reacciones agudas aparecen minutos tras la administracidon del fdrmaco e incluyen nauseas,
vomitos, mielosupresién y arritmia. Las crénicas pueden desarrollarse entre semanas y meses
e incluso a los 10 afios después de haber terminado de tomar el tratamiento aparecen estos

problemas’*® produciendo dafios en corazdn, higado, cerebro o rifién. En el corazén y en el
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cerebro los dafios producidos son mayores, ya que tanto los cardiomiocitos como las neuronas
son células post mitéticas, y una vez destruidas no son reemplazadas. En corazén este daino es
especialmente grave, por la alta vulnerabilidad de este tejido frente al dafio inducido por
radicales libres debido a la alta tasa metabdlica y a la reducida capacidad antioxidante. Esta
cardiotoxicidad dosis dependiente puede causar cardiomiopatias, hipotensién, taquicardia,

dilatacion cardiaca, fallo ventricular e insuficiencia cardiaca™’ **®

.En el electrocardiograma de
un paciente que recibe tratamiento con doxorubicina podemos apreciar la aparicion de
taquicardias, achatamiento de la onda T, prolongacién del intervalo Q-T o disminucion de la
amplitud de la onda R.Las ecografias cardiacas revelan una disminucidon del volumen de
eyeccion del ventriculo izquierdo, que es dosis dependiente, lo que refleja un declive de la
funcién tanto sistdlica como diastdlica, acompafiado de un gran incremento en la presién
diastodlica final del ventriculo izquierdolzs. A nivel sérico, se ven incrementadas la enzima
glutamina oxalacetato transaminasa (GOT), lactato deshidrogenasa (LDH), y creatin fosfo
quinasa (CPK). A nivel ultraestructural, el dafo se refleja como pérdida de miofibrillas,
dilatacién del reticulo sarcoplasmico, vacuolizacién citoplasmatica, agrandamiento de la

mitocondria y un mayor nimero de lisosomas*** **,

Se conoce el mecanismo de accion de la doxorubicina. Esta molécula actla
principalmente inhibiendo la replicacidn de las células por la unién y formacion de un complejo
topoisomerasa-doxorubicina-ADN que inactiva a la topoisomerasa. La activacion de TP53

también es un factor que provoca apoptosis en la célula®®.

En cardiomiocitos, el dano
producido por doxorubicina provoca una acumulacion de p53 previa activacion de ATM
quinasa™". La ruta de sefializacion ERK/p53 es una de las principales vias por la cual actda p53.
Al activarse, los niveles de Bcl-2 (antiapoptodtica) disminuyen e incrementan los de Bax y p53
gue son proapoptoticos, caspasa 3, ruptura de la poli (ADP-ribosa) polimerasa y un colapso del
potencial de membrana mitocondrial, provocando como resultado final la apoptosis de la

célula™.

Aunque hay estudios que sugieren que el principal dafio a nivel de cardiomiocitos y
células no tumorales se produce por la sobreproducciéon de ERO y no por la expresién de p53,
mientras que la apoptosis de células tumorales se produce por la activacion de TP53 y no por
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la produccion de ERO™.

En el caso de las ERO, uno de los mecanismos de daio indirecto que ejercen sobre los
cardiomiocitos es la formacién de aductos de ADN. Los radicales libres promueven la

lipoperoxidacién y la formacién de MDAL, que reacciona con deoxiguanidina, deoxicitidina y
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deoxiadenosina. Estos productos son altamente mutagénicos, bloqueando la replicacidn del

ADN y aumentando la frecuencia de error de lectura de la ADN polimerasa®.

c)

5

La doxorubicina es capaz de generar ERO por varios mecanismos:

Produccidn de semiquinonas

La doxorubicina se transforma en una semiquinona inestable al aceptar
electrones de NAD(P)H reductasas en el complejo | de la cadena de transporte
electrénico mitocondrial. La semiquinona reacciona con O, para formar O, * y vuelve a
su estado original. Este proceso es ciclico, generandose grandes cantidades de O, *

que daran lugar a la formacién de otras ERO o ERN como H,0,, OH 0 ONOO 2> %3,

Activacion de NAD(P)H oxidasas
La activacion de estas NAD(P)H oxidasas provocara la generacion de ERO como
O,* que reaccionara con NO para formar ONOO". El ONOO" estd implicado en la

activacion de metaloproteinasas, relacionadas con el desarrollo de cardiotoxicidad*>.

Mecanismos no enzimaticos

La forma semiquinona de la doxorubicina, el O,* y H,0, son capaces de liberar
hierro desde la ferritina y aconitasa citoplasmatica. Este hierro reaccionara con la

doxorubicina para generar OH *> 13,

Productos del metabolismo de la doxorubicina

Al metabolizarse, la doxorubicina se convierte en doxorubicinol, capaz de
liberar hierro de la aconitasa citoplasmatica como la doxorubicina. Otro de los
productos generados es una aglicona lipofilica capaz de difundir a través de la
membrana mitocondrial y acumularse dentro. Este metabolito es capaz de activar
ciertas reacciones que daran como resultado la produccion de ERO y que provocaran el

. . , . . . 1
mal funcionamiento de la cadena de transporte electrénico mitocondrial™*.
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Estos mecanismos descritos para la doxorubicina participan tanto en la muerte de
células cancerosas como en la produccién de efectos téxicos sobre el cardiomiocito. La
doxorubicina tiene la capacidad de modificar la composicidn quimica, estructura y funcién de
las membranas bioldgicas, sobretodo la mitocondrial, debido a la peroxidacién que es capaz de

producir por la produccién de ERO?***®

. La doxorubicina tiene gran afinidad por un fosfolipido
muy presente en la membrana interna de la mitocondria, la cardiolipina. La unién de la
doxorubicina a la cardiolipina es lo que hace que el fdrmaco se acumule facilmente en la
mitocondria y genere ahi ERO, dafiando a las estructuras mitocondriales como a la cadena de

transporte electrénico, ADNm, membrana interna...etc***%°.

La produccidn de ERO conlleva también la activacion de otro agente importante, NF-
KB. NF-k3 es un complejo proteico encargado de controlar la transcripcién del ADN, y que estd
involucrado en la respuesta a diversos tipos de estimulos celulares, como la presencia de
citoquinas (interleucinas o factor de necrosis tumoral), antigenos bacterianos o virales,
radiacion ultravioleta, lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas o la presencia de ERO. NF-
KB es uno de los principales productores de ERO en el organismo, siempre y cuando aparezcan
los estimulos necesarios para activarlo. Estd demostrado que la doxorubicina activa a NF-kp. El
proceso consiste en que la produccién de ERO causada por la administracion de doxorubicina
es capaz de degradar a las proteinas inhibidoras de NF-kB (Ikf), con lo cual NF-kB queda libre y

activada, provocando apoptosis tanto de células endoteliales como de cardiomiocitos™” **°.

La liberacion de Ca®* también juega un papel importante en la cardiotoxicidad
producida por la doxorubicina. Se conoce que la administracion del farmaco induce una
liberaciéon de Ca®* intracelular que llega a alterar el proceso normal de transporte de este ion
en el tejido cardiaco. Esto provoca perturbaciones en la contraccién y relajacién del

musculo™.

La cardiomiopatia producida tras la administracidn crénica de doxorubicina
muestra una disminucién de la actividad de la protein quinasa Il ARNm calcio/calmodulina
dependiente, que se correlaciona con un fallo en la funcién cardiaca, expresién reducida de

, , ~ .. , 142
proteinas en el sarcémero y un mayor dafio en el tejido cardiaco®.

éPor qué afecta entonces la doxorubicina mas al tejido cardiaco que a otros tejidos
como higado o rifidn? las caracteristicas especiales del corazén con respecto a los demas
organos marcan la diferencia en este aspecto (figura 14). Por ejemplo, en el reticulo
endoplasmatico de las células hepaticas hay una elevada concentracidon de citocromo p450
que protege frente a la produccién de ERO porque provocan que el ciclo de oxidoreduccidn de

la Doxorubicina se produzca cerca del reticulo endoplasmatico. En el tejido cardiaco, la
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expresion y actividad de p450 en el reticulo es menor, asi que el ciclo de oxidoreduccion se

dara en su mayor parte en la mitocondria®.

Otro factor es que el tejido cardiaco estd sujeto a una tasa metabdlica mucho mas
elevada que el resto de los tejidos, y es capaz de generar mas energia mediante fosforilacion
oxidativa gracias a que la densidad mitocondrial en corazén es de alrededor de un 25 % por
célula. La cadena de transporte electrénico mitocondrial es una importante fuente de ERO, ya
qgue un pequefio porcentaje de los electrones que circulan a través de la cadena escapan de los
complejos (principalmente del complejo |) y son capaces de interaccionar con el O, para
formar O,*. La elevada cantidad de mitocondrias sirven como fuente de ERO y diana de la
Doxorubicina para producir aun mas ERO, ya que, como veremos mds adelante, esta
antraciclina tiende a acumularse en la membrana interna mitocondrial. Cuanto mayor sea el
numero de mitocondrias, mayor serd la acumulacidn de Doxorubicina y la generacién de
ERO™. Si ademas de esto, tenemos en cuenta que el corazén posee una menor capacidad
antioxidante caracterizada por una expresiéon 150 veces menor de catalasa y 4 veces menor de
SOD que otros érganos como el higado y que la Doxorubicina es capaz de inducir una
disminucién de la actividad de la glutation peroxidasa. Esta disminucién puede estar
provocada por varios factores, como la oxidacidn de la molécula de selenocisteina responsable
de la acciéon reductora de la glutation peroxidasa que provocaria la pérdida de la capacidad
antioxidante de la enzima o por la produccién de MDAL que igualmente seria capaz de oxidar

145, 146 .
. Asi,

el sitio activo de la enzima o de formar enlaces cruzados con la enzima e inactivarla
nos queda un tejido con una alta susceptibilidad de sufrir la accidon de cualquier tipo de radical

libre, siendo el dafio producido mucho mayor.

43



Introduccion

Causas de susceptibilidad del tejido cardiaco
frente a DOX

* Baja concentracion de p450 que
protege frente a la DOX.

* Tasa metabdlica mayor en el
corazon.

* Mayor densidad mitocondrial y
produccién de ROS.

* Menor capacidad antioxidante.

Figura 14. Causas de la mayor susceptibilidad del tejido cardiaco frente al dafio oxidativo producido por la
doxorubicina.

Por lo tanto, la union de estos factores como relativamente poca abundancia de
reticulo endoplasmatico y oxidoreductasas nucleares, junto con la elevada cantidad de
mitocondrias, hacen que la reduccion de la doxorubicina se produzca con muy alta

probabilidad en la mitocondria’.

Papel de los antioxidantes

Teniendo en cuenta que la principal causa de daiio por parte de la doxorubicina parece
ser la produccién excesiva de dafio oxidativo, mediante la generacidn excesiva de ERO, es
l6gico pensar que la disminucion de la produccion de EROs dara lugar a un menor dafo en las
células afectadas. No podemos disminuir la cantidad de ERO que genera la doxorubicina
(exceptuando futuras modificaciones en la forma farmacéutica o en su estructura quimica), asi
que la manera que tenemos de disminuir la cantidad de estas sustancias es mediante el
empleo de antioxidantes. De hecho, hay numerosos estudios en los que se prueban diferentes
sustancias con poder antioxidante con el objetivo de eliminar estas ERO, como la coenzima
Qm(COQ10)148, extractos de semillas de uvas'®, antioxidantes presentes en la dieta como las
vitaminas E, C, A, flavonoides, selenio o los componentes con accidn antioxidante del aceite de

|150

oliva®®® farmacos como el Carvedilo y principios activos como el Dexrazosano™. La
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alimentacién es una fuente importante de antioxidantes, y es importante conocer las

caracteristicas de cada componente presente en los alimentos.

La vitamina E juega un papel muy importante a la hora de proteger tejidos y células
frente al dafio oxidativo y de evitar la peroxidacién lipidica y proteica. Ratas pretratadas con
vitamina E antes de la administraciéon de doxorubicina presentaron un electrocardiograma
normal, asi como menores niveles de fosfocreatin quinasa y lactato deshidrogenasa™. Sin
embargo, esta capacidad es muy limitada y la vitamina E no es capaz de prevenir la apertura

del poro de permeabilidad mitocondrial™® ni de prevenir la cardiotoxicidad crénica* .

La vitamina A también ha demostrado tener buena capacidad antioxidante y
carioprotectora a nivel del miocito en ratas tratadas con doxorubicina, pero no consigue
prevenir la aparicion de problemas cardiacos provocados por la doxorubicina a largo plazo™*.

I'°. en el que se realizd un tratamiento con

Un estudio llevado a cabo por Atessahin y co
licopeno previo a la administracion de doxorubicina mostré una normalizacién de los niveles
de MDAL y una disminucidon de los niveles de GSH junto con una preservacién del tejido

cardiaco frente al dafio producido por doxorubicina.

Los flavonoides son otra de estas sustancias presentes en los alimentos que poseen
propiedades antioxidantes y capacidad de proteger frente a la cardiotoxicidad producida por la
doxorubicina. Son capaces de quelar moléculas de hierro y de neutralizar las ERO formadas por
la reaccidon de Fenton y Haber-Weiss™® ensayos realizados con un flavonoide semisintético, el
7-monohidroxietil rutosido (monoHER), han demostrado gran capacidad cardioprotectora para
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esta molécula gracias a su capacidad para reducir la peroxidacion lipidica, la produccién

13 Ademads, su accidn

de O, *, ferrocitocromo c y el uso de O, por parte de la doxorubicina
antiinflamatoria también protege el tejido cardiaco, ya que esta sustancia previene la
sobreexpresion de moléculas de adhesién vascular 1 (VCAM1) y E-selectina en neutréfilos'® y
provoca la disminucion de la produccion de N-g-(carboximetil) lisina, molécula que se acumula

. , ~ 161
en el tejido cardiaco cuando se produce un dafio™".

Los niveles de CoQo en la membrana mitocondrial, su biosintesis y la actividad de los
complejos de la cadena de transporte electronico mitocondrial que dependen de esta
molécula, se encuentran reducidos tras la administracion de doxorubicina®®. Estudios
preclinicos han demostrado que la suplementacién y tratamiento con CoQ,, antes de la
administraciéon de doxorubicina disminuyen los niveles de oxidacion lipidica y la
cardiotoxicidad sin interferir en la actividad antitumoral de la doxorubicina*®. Un estudio mas

reciente en el que se administra mitoquinona (un analogo de la CoQ,) intraperitonealmente a
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ratas junto con doxorubicina y sin doxorubicina, protege el tejido cardiaco mediante la

expresion de subunidades Il de citocromo c oxidasa y Va'®.

La ingesta de Selenio refuerza la capacidad antioxidante de los cardiomiocitos y

130

disminuye el dafio provocado por la doxorubicina en ellos™. Esto lo consigue incrementando

la concentracién de GSH y la actividad de la glutation peroxidasa y catalasa en corazdn'®.

En nuestro caso, sabemos que el aceite de oliva contiene numerosas sustancias con
poder antioxidante, asi que hemos estudiado en concreto la capacidad del hidroxitirosol, para
poder asi conocer mejor el mecanismo de accién de esta sustancia y su posible papel como
antioxidante, como sustancia protectora frente a este y otros muchos danos producidos por la

liberaciéon de ERO.

Hay otras sustancias no relacionadas con la dieta, sino que son sintéticas y que
mediante este efecto antioxidante, consiguen disminuir los efectos perjudiciales de la
doxorubicina sobre el tejido cardiaco. Actualmente, se sabe que el Carvedilol, con actividad
antagonista a-adrenérgico, posee una alta capacidad antioxidante, por lo que se ha estudiado
sus efectos sobre la produccion de ERO y el dafio asociado a los cardiomiocitos,

demostrandose su efecto cardioprotector'®™*’.

También tenemos al Dexrazosano, el Unico principio activo cardioprotector disponible
para uso clinico. Su aplicacidon es en casos de tratamientos de determinados tipos de cancer en
los que la medicacién produzca dafos a nivel cardiaco, como en el caso de los tratamientos
con antraciclinas como la doxorubicina. Su mecanismo de accidon es mediante la unién a
moléculas de hierro intracelular y mediante retirada de las moléculas de hierro unidas a

doxorubicina, lo que evita que este hierro acoplado a doxorubicina produzca ERO** %,

Estas 2 sustancias a pesar de tener un mecanismo de accién distinto, actuan de

manera antioxidante, evitando la produccion de ERO, poseyendo efecto cardioprotector.

2.2.6. MITOCONDRIA Y DOXORUBICINA

La mitocondria es una estructura fundamental en el estudio de numerosas patologias
causadas por una alteracién en su funcionamiento, como puede ser en el caso de la diabetes,
miopatias, encefalomiopatias, neuropatias, ataxias, retinitis pigmentosa u otras enfermedades

como la neuropatia de Leber o el sindrome de Leigh entre otros. Las alteraciones en su funcion
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pueden deberse a dafios en su estructura que provoquen una apertura de los canales que
regulan la homeostasis interna de la mitocondria, dafios en el ADNm que provoquen una
sintesis de moléculas defectuosas o dafios en los componentes de la cadena de transporte
electrénico. Gran parte de estos dafos estan causados por la generacién de una elevada

cantidad de ERO en el interior o exterior de la mitocondria.

En el corazdn, las mitocondrias constituyen sobre el 30 % del total del volumen del
cardiomiocito, y se alinean en filas entre las miofibrillas. Se situan cerca del reticulo
endoplasmatico y del nucleo. Esto hace que haya un correcto flujo de ATP y Ca** entre la

mitocondria y los demas organulos.

2.2.7. MITOCONDRIA. ESTRUCTURA Y COMPOSICION

La mitocondria es el lugar donde tiene lugar todo el proceso de produccién de ERO por

parte de la doxorubicina, y el organulo que va a sufrir el mayor dafio dentro de la célula.

La mitocondria es la fuente de energia de la célula, obteniendo ATP mediante el
proceso de fosforilacién oxidativa. Es tal su importancia que incluso posee su propio
ADNcuyaparticular estructura lo hace vulnerable frente al ataque de las ERO, y su dafio es un
proceso fundamental en la iniciacion de la apoptosis celular. Su estructura se divide en:

membrana externa, espacio intermembrana, membrana interna y matriz mitocondrial*®’.

e Membrana externa

La membrana externa es una bicapa lipidica con numerosos poros (porinas) y proteinas
transportadorasque permiten el paso de sustancias a través de ella. Su composicion es muy
parecida a la de la membrana citoplasmatica, es decir, proteinas, glicidos, fosfolipidos,

colesterol*®®.

e Espacio intermembrana

En el espacio intermembrana se acumulan los protones derivados del paso de
electrones a través de la cadena de transporte electrénico que posteriormente seran usados

por la ATP sintasa para producir ATP. Ademas, ciertas enzimas, como la creatin quinasa o la
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carnitina se encargan de transportar acidos grasos desde el citosol hasta la matriz mitocondrial

para degradarlos mediante la b-oxidacion™***"°.

e Membranainterna

La membrana interna esquiza la parte mds interesante de la mitocondria, ya que en
ella se encuentra la cadena de transporte electrénico mitocondrial, el complejo responsable de
la generacion de la energia en forma de ATP necesaria para los procesos vitales en las células.
La forma una membrana que forma pliegues dentro de la matriz mitocondrial llamados crestas
mitocondriales, lo que sirve para aumentar la superficie de la membrana y asi poder albergar
un mayor numero de enzimas. Es muy selectiva al paso de sustancias al interior de la matriz, ya
gue no contiene poros como en el caso de la membrana externa, sino que las sustancias que
pasan lo hacen mediante transportadores especificos. Las enzimas que se encuentran en la
membrana interna mitocondrial son las propias de la cadena de transporte electrénico NADH
deshidrogenasa (complejo 1), succinato deshidrogenasa (complejo 1), complejo citocromo bc;
(complejo 1ll), citocromo c oxidasa (complejo IV) y ATP sintasa, aunque también podemos
encontrar otras enzimas como el ya comentado AIF, succinato deshidrogenasa, PB-
hidroxibutiratodeshidrogenasa o carnitina acido graso aciltransferasa.Posee una elevada
concentracién de cardiolipina, factor clave en la produccion de ERO por parte de la

doxorubicina*®.

e Matriz mitocondrial

Aqui se encuentran las enzimas tipicas del ciclo de Krebs y del ciclo de oxidaciéon de los
acidos grasos, ya que es aqui donde se producen estas reacciones. También posee ribosomas y
enzimas relacionadas con la sintesis proteica, ya que los productos del ADNm son sintetizados
aqui. Ejemplos de estas enzimas son: fumarasa, aconitasa, citrato sintasa, enzimas de la B-

oxidacion...etc™®.

e ADN

El ADNm es un ADN distinto del nuclear, es mas pequefio y codifica diferentes

proteinas. Tiene una estructura bicatenaria y circular, cerrada, sin extremos, como los
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genomas bacterianos. En una mitocondria puede haber de 1 a 15°"" genomas mitocondriales y
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estan en constante replicacion. Contiene 16.569 pares de bases y codifica 37 genes, de los
cuales 2 son ARN ribosémicos, 22 son ARN de transferencia y 13 son proteinas de la cadena de
transporte electrénico. EIl ADNm no posee la misma estructura que el ADN nuclear, y por
ejemplo, no estd asociado a histonas, lo que lo deja en una situacién de verdadera
vulnerabilidad frente al ataque de ERO, a lo que hay que afiadir que sus sistemas de defensa y
reparacion son también menores que los del ADN nuclear, asi que la tasa de mutacién es 10

veces mayor que las del ADN nuclear™.

2.2.8. CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO MITOCONDRIAL

La cadena de transporte electrénico mitocondrial consta de 4 complejos proteicos
como ya hemos mencionado antes (complejos |, I, lll y IV), localizados en la membrana interna
mitocondrial (figura 15). La funcidon de cada uno de estos complejos es la de transportar
electrones desde un equivalente de NADH o flavin adenin dinucleétido (FADH,) hasta una
molécula de O,, produciendo una molécula de H,0. Durante este transporte de electrones, los
complejos bombeanH® desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembrana,
generando un gradiente de pH y electroquimico. En presencia de ADP, la ATP sintasa bombea
H* desde el espacio intermembrana hasta la matriz mitocondrial de nuevo y la energia
producida durante este proceso de bombeo se usa para formar ATP'®. El proceso detallado es

el siguiente:

e Complejol

El NADH es oxidado a NAD®, reduciendo flavin mononucleétido (FMN) a flavin
mononucledtido reducido (FMNH,). Los 2 electrones implicados en el proceso van a un
transportador de la cadena de transporte electrdnico, la ubiquinona, que difunde por la
membrana hacia el complejo lll para transportarle estos 2 electrones. En el proceso han

difundido 4 H* hasta el espacio intermembrana'®®*",

e Complejoll

El complejo Il no es una bomba de protones. Lo que hace es transferir electrones

desde el succinato a la ubiquinona®®® .
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e Complejo lll

El complejo Il recibe los 2 electrones de la ubiquinona y los transfiere a 2 moléculas de
citocromo ¢, que difundiran como antes hizo la ubiquinona hacia el complejo lll, pero ahora

hasta el complejo IV. En el proceso bombea 2 H* al espacio intermembrana™®® 7%,

e Complejo IV

El complejo IV recibe los 4 electrones desde los citocromos c y los transfiere a una
molécula de O, produciendo 2 moléculas de H,0. También bombea 4 H' al espacio

intermembrana®®® >,

e ATP sintasa

La ATP sintasa es el paso final en la cadena de transporte electrdnico. Utiliza el

gradiente generado de H* para conseguir energia y formar ATP a partir de ADP™** '7°,
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Espacio H+
intermembrana
+ o+ o+
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H*

Matriz mitocondrial

ADN
mitocondrial

Figura 15. Esquema de los diferentes componentes de la cadena de transporte electronico mitocondrialy de la
fosforilacion oxidativa. A medida que se transfieren electrones desde el complejo | y complejo Il hasta el
complejo Il y complejo 1V, se va produciendo un bombeo de H' desde la matriz mitocondrial hasta el espacio
intermembrana. El gradiente de pH y electroquimico creado en el espacio intermembrana sirve para que la ATP
sintasa use la energia que se produce del paso de los H* al volver a la matriz mitocondrial para producir ATP a
partir de ADP.

2.2.9. PAPEL DE LA DOXORUBICINA EN LA MITOCONDRIA

Como ya se ha mencionado antes, en la membrana interna de la mitocondria es donde
se encuentran los componentes de la cadena de transporte electrénico mitocondrial
(complejos I, 11, Ill, IV y ATP sintasa). La membrana interna es rica en cardiolipina, un fosfolipido
muy importante en la formacidn de los distintos complejos mitocondriales y de la membrana
interna de la mitocondria. Tiene gran afinidad por la doxorubicina, con la que forma

177-179

complejos , acumulandose de esta manera la doxorubicina en la mitocondria™®’ y ademas

provocando un posible colapso de la actividad de la cadena de transporte electrdnico

mitocondrial™.

Por lo tanto, la proximidad de la doxorubicina acumulada en la membrana interna al
complejo | de la cadena de transporte electrénico mitocondrial hace que sea muy probable
que se produzca el ciclo de oxidoreduccién de la doxorubicina. De este modo se producen ERO
que dafian proteinas, lipidos, carbohidratos, membrana mitocondrial, la propia cadena de
transporte electrénico y el ADNm. De hecho, se sabe que la cantidad de dafio en el ADNm es el

doble que el dafio del ADN nuclear (medido como residuos de 8-hidroxideoxiguanosina) en
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pacientes tratados con doxorubicina'®. Al parecer el tipo de dafio depende de la
concentracién, asi, a concentraciones bajas de doxorubicina, el dafio que se produce es de tipo
oxidativo, mientras que a elevadas concentraciones, el daifio es mediante unién a cardiolipina,
evitando asi la sintesis y/o correcta funcidon de los complejos de la cadena de transporte

electrénico mitocondrial™®.

Otro de los efectos que puede causar la doxorubicina sobre la mitocondria son
cambios en la estructura y permeabilidad de la membrana. En la membrana mitocondrial se
encuentran complejos proteicos que actlan como poros para el paso de sustancias, de entre

los cuales destaca el poro de transicién permeable mitocondrial (TPM)'*

.Este poro esta
formado por varias partes: translocador de adenina en la membrana interna, canal idnico
voltaje dependiente en la membrana externa y ciclofilina en la matriz. El poro participa en la
regulacién de Calcio™*, pH, potencial transmembrana y volumen mitocondrial. Son muchos los
estimulos que provocan la apertura del canal, como por ejemplo la concentracién de calcio
celular, activacion de p53, caspasas recombinantes, el producto del gen Bax (proteina pro

apoptédtica) y también ERO, como las provocadas por la presencia de doxorubicina en la

mitocondria.

Durante la apoptosis, el potencial transmembrana de la membrana interna
mitocondrial se altera, y posteriormente se activan caspasas y endonucleasas en el citoplasma,
que son las responsables finales de la apoptosis'®. Esta alteracién del potencial
transmembrana se puede evitar mediante el empleo de agentes inhibidores de este canal o
poro™®®. Este poro es un elemento clave en la apoptosis producida por la sobrecarga de calcio
en la mitocondria, ya que su apertura por los estimulos que genera la doxorubicina como ya
hemos visto antes, provoca que entre una cantidad de calcio desmesurada a la mitocondria y

gue empiece el proceso de apoptosis.

Bajo condiciones de estrés oxidativo como la que aparece con la administracién de
doxorubicina, aumenta la cantidad de este complejo proteico, por lo tanto, aumentando la
permeabilidad de la mitocondria, lo que alterard la homeostasis interna, provocando un
incorrecto funcionamiento de la mitocondria. Al aumentar la cantidad de poros abiertos, se
producird un aumento del volumen de la matriz mitocondrial y una alteracion del tamafio de la
membrana externa. Es mads, este poro se encarga del paso de citocromo c y otros factores
apoptéticos al citoplasma, produciendo la liberacién de citocromo ¢'® y AIF'® al citosol. La
liberacion de citocromo c alterara el funcionamiento de la cadena de transporte electrdnico

mitocondrial, produciéndose una elevada cantidad de ERO y disminuyendo la generacién de
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ATP, provocando la muerte de la célula sin necesidad de que actlen caspasas, aunque

normalmente su funcionamiento es mediante la activacién de caspasas.

Desde la mitocondria, al producirse la apertura del poro de transicién mitocondrial, se
liberan 2 grupos de enzimas. El citocromo c y la proteina smac/DIABLO pertenecen al primer
grupo en la clasificacién de proteinas liberadas por la mitocondria debido a la apertura del
poro de transicién mitocondrial. El modo de actuacién es: mediante liberacién de citocromo c,
se induce la oligomerizacién de la proteina Apaf-1, que activa a la caspasa 9. Se forma el
apoptosoma (formado por citocromo c, Apaf-1 y caspasa 9) que finalmente activa las caspasas
3, 6 y 7, las encargadas de producir la fragmentacién del ADN que daran lugar a la
apoptosis.Smac/DIABLO se une a unas proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) y las

desactiva, con lo cual ya no se inhibe la apoptosis y la célula muere®®.

El segundo grupo de proteinas que se liberan de la mitocondria son AIF y endonucleasa
G. Estas 2 proteinas se liberan cuando ya esta instaurado el proceso de apoptosis. AlF se
transloca al nucleo y promueve la fragmentaciéon del ADN. Tanto AIF como endonucleasa G
actuan de manera independiente a caspasas. La decisién de apoptosis se produce cuando todo
este proceso es ya irreversible’®. Las consecuencias de la produccién de ERO sobre la

mitocondria se resumen en la figura 16.

Consecuencias de la produccién de ERO sobre la mitocondria

* La produccion de ERO aumentara la
permeabilidad del TPM.

* Esto provocara la liberacién de citocromo c,
smac/DIABLO y AIF al citosol.

* Disminuird la produccion de ATP,
comprometiendo la viabilidad celular.

* Citocromo c activara caspasas 3y 7 que
fragmentaran el ADN.

* Smac/DIABLO desactiva proteinas inhibidoras
de apoptosis, produciendo apoptosis.

* AIF promueve la fragmentacion del ADN
independientemente de caspasas.

Figura 16. Consecuencias de la produccion de ROS sobre la mitocondria.
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Seria logico pensar que al retirar el tratamiento con doxorubicina, cesasen los efectos
adversos, pero no ocurre esto, y los efectos secundarios perduran incluso sin la presencia del
farmaco. Esto no se puede deber ya a la produccién de ERO por la doxorubicina ni a la sintesis
defectuosa de los complejos de la cadena de transporte electrénico mitocondrial debido a la
unién de doxorubicina a cardiolipina. La hipdtesis que se plantea es la presencia de un dafio
oxidativo en el ADNm debido a la accidén anterior de las ERO durante el tratamiento, sumado al
dafio ya producido sobre el global del tejido cardiaco durante el tratamiento. La produccién de
ERO y el dafio que ha producido la doxorubicina en el ADNm durante el tratamiento ha
producido mutaciones que ahora producen todo tipo de disfunciones en el funcionamiento de

la mitocondria.

Por lo tanto, el fallo mitocondrial supone un déficit en la produccion energética de la
mitocondria’®®, que compromete las funciones celulares, produciendo un fallo que da lugar a la
apoptosis del cardiomiocito, ya que ante la falta de ATP para realizar las funciones celulares, la

célula entra en apoptosis.

Cuando el problema comienza a darse en un nimero elevado de cardiomiocitos, se
empezaran a producir fallos de funcionamiento en el corazén y se puede llegar a padecer una

cardiomiopatia.
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2.3. ACEITE DE OLIVA E HIDROXITIROSOL

El aceite de oliva se extrae del fruto del olivo (Olea europea) mediante extraccion
mecdanica. Se compone de dos partes: fraccidn saponificable, que representa un 90-99% del
extracto, y fraccién insaponificable, que lo forma el 0,4-5% del extracto. El 70-80% de la
fraccion saponificable es acido oleico (18: 1n-9), alrededor de un 11,5 % es acido palmitico
(16:0), un 7,5 % es linoléico u omega-6 (18:2) y otros acidos en concentracion de trazas. Los
efectos beneficiosos del aceite de oliva no sélo se deben a su alta relacion entre acidos grasos
insaturados y saturados, sino que una parte fundamental son los compuestos fendlicos que se

encuentran en la fraccién insaponificable.

Hay 4 tipos de aceite de oliva para uso comercial, atendiendo a su grado de

refinamiento posterior a la extraccidn:

e Aceite de oliva virgen extra. Se extrae mediante prensado de la aceituna en frio, sin
tratamientos quimicos y con una acidez no superior al 0,8 %.

e Aceite de oliva virgen. Con un grado de acidez menor del 2 %.

e Aceite de oliva. Se trata de una mezcla de aceite de oliva virgen y aceite de oliva
refinado, con una acidez no superior al 1,5 %.

e Aceite de orujo de oliva. Se extrae del orujo (masa restante después de la molturacion
de la aceituna) usando disolventes quimicos y se mezcla con cierta cantidad de aceite

de oliva™.

Este estudio se basa en el empleo del hidroxitirosol, un compuesto de la fraccién
fendlica presente en el aceite de oliva virgen extra. Este aceite posee la mayor concentracién

de compuestos fendlicos (figura 17) de entre las 4 categorias de aceites de oliva.

El 4cido oléico, principal acido graso del aceite de oliva pero también se encuentra en
grasas animales (30 - 55 %) y en otros aceites de semillas (25 — 75 %). Ha sido objeto de
estudio durante afios, ya que es uno de los compuestos mas ingeridos en la dieta de los paises
Mediterraneos, donde la incidencia de cancer y enfermedades cardiovasculares es menor.
Durante mucho tiempo se le han atribuido las propiedades beneficiosas que posee el aceite de
oliva sobre la salud principalmente sobre estas 2 enfermedades: cdncer y enfermedad
cardiovascular'®®. Los efectos del acido oléico sobre los niveles de colesterol, LDL y
lipoproteinas de alta densidad (HDL) se han estudiado, existiendo controversia sobre si es
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capaz de disminuir el colesterol'®, disminuir las LDL'* y de aumentar la concentracién de HDL

en comparacion con otros tipos de grasas poliinsaturadaslgs.
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Actualmente, se sabe que en realidad los responsables de estas propiedades son los
compuestos minoritarios del aceite de oliva. Alrededor del 30 % de la fraccion insaponificable

la componen tirosol, hidroxitirosol y sus secoiridoides™®.

Estos compuestos poseen varias propiedades interesantes y a la vez importantes sobre
el desarrollo de ciertas patologias. Sus propiedades mas importantes son: antioxidantes,

antitumorales, antiinflamatorias, hipolipemiantes, antiagregantes y antimicrobianas™®’.

Entre los compuestos presentes en la fraccidn insaponificable del aceite de oliva

tenemoslgs’ 199:

e Fenoles acidos como acido gélico, vanilico, cinamico o caféico.
¢ Fenoles simples como hidroxitirosol o tirosol.

e Secoiridoides como oleuropeina o su forma aglicona, ligtrosidosy su forma aglicona.

En este grupo tenemos como compuesto mas representativo a la oleuropeina, un ester
del 2-(3,4-dihidroxifenil etanol) o hidroxitirosol. Es uno de los compuestos del aceite de oliva
mds estudiados por sus numerosas propiedades beneficiosas como antioxidante,
antiinflamatorio, antiaterogénico, anticancerigeno, antiviral, antimicrobial, antienvejecimiento
y protector dérmico. Estas propiedades son compartidas por el hidroxitirosol, ya que este

ultimo deriva de la hidrdlisis de la oleuropeina.

Su accién antioxidante se pone de manifiesto ya que inhibe fuertemente y de manera
dosis dependiente la oxidacién de las LDL. Ademads, es capaz de secuestrar moléculas de NO y

de incrementar la expresién de éxido nitrico sintasa inducible*®.

La capacidad antitumoral la consigue induciendo apoptosis en células tumorales. Las
lineas tumorales SKBR3 que sobreexpresaban HER2 fueron mds sensibles a esta accion

|201

antitumoral™-, aunque la inhibicién del ciclo celular en la fase G;-S y apoptosis también se

produjo en lineas celulares MCF-7 que no sobreexpresaban este receptor®®.

También es antiinflamatorio, como demuestran algunos estudios en los que la
oleuropeina era capaz de disminuir la produccién de interleucina 1B (IL-1B) in vitro®®u otros
estudios en los que se inhibia la 5-lipooxigenasa en leucocitos, encargada de producir

moléculas proinflamatorias como leucotrienos B,**".

e Lignanos como (+)-1-pinoresinol o (+)-1-acetoxipinoresinol.
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Los lignanos son fitoestrégenos, junto con los isoflavonoides y los cumestanos. Se

encuentran en la mayoria de los vegetales.

Su actividad antioxidante, 5 veces mayor que la de la vitamina E, se ha demostrado por
su capacidad para secuestrar radicales libres y por la inhibiciéon que produce de la peroxidacién

del cido linoléico®® ¢,

Su estructura molecular es muy parecida a la de los estrégenos y los estudios
realizados sobre ellos revelan que pueden ejercer un papel preventivo frente al cancer
mediante una serie de propiedades como antiestrogénicas, antiangiogénicas, antioxidantes y
proapoptéticas. Su accién sobre los estrégenos puede ocurrir de varias maneras como asi
apuntan diversos estudios. Una de estas maneras es la de antagonizar a los estrégenos en el
organismo debido a su parecido estructural, asi como inhibir enzimas involucradas en la
sintesis de esteroides como la aromatasa, 5-a-reductasa o la 17-B-hidroxisteroide
deshidrogenasa®”’. Ademas, podrian producir una disminucién de los niveles de estrégenos®®

o de la expresién de receptores estrogénicos ER-a y ER-B>*.

También tienen actividad proapoptdtica ya que son capaces de inhibir a Bcl-2 y activar
caspasas 3, 8 y a c-myc>'® en lineas celulares de céncer. En estudios in vivo, los lignanos fueron

capaces de disminuir el tamafio®"!, la multiplicidad del tumor y su tasa de crecimiento™? 2%,

e Flavonoides como apigenina o luteolina.

En general, estos compuestos poseen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes,

antialérgicas, hepatoprotector, antitrombatico, antiviral y anticarcinogénico

La capacidad antioxidante estd demostrada por su capacidad para inhibir la liberacién
de ERO desde los neutroéfilos, inhibir la peroxidacion lipidica tanto enzimatica como no

. sy . . 214,21
enzimatica, secuestrar radicales libres?'* 2>

Sus propiedades antiinflamatorias vienen dadas por la capacidad de actuar sobre
enzimas encargadas de la generacion de la respuesta inmune, como la tirosin o serin treonin

216, 21 . s e s , ~ . .7 . . . .
%217 ‘inhibicién de las vias de sefializacidén de NF-kB y la disminucién de la expresién

quinasas
de marcadores proinflamatorios como eicosanoides, NO, moléculas de adhesién o

citoquinasm.
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Sus propiedades antitumorales vienen determinadas por un mecanismo parecido al

qgue ya hemos comentado antes en los lignanos, la unidn a receptores ER tipo Il tanto

citosdlicos como nucleares™y la inhibicién de los receptores del factor de crecimiento

epidérmico®® ?'.

Principalescompuestos fendlicos del aceite de oliva

OH OH ofi OH
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Figura 17. Principales compuestos fendlicos del aceite de oliva.

La concentracion de los compuestos fendlicos del aceite de oliva es mayor en la hoja

que en el aceite®®*?*,
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Tabla 4. Concentracion de los principales compuestos fendlicos del aceite de oliva virgen

extra222—224

Componente fendlico en aceite Concentracion (mg/kg)
Hidroxitirosol 14,42 + 3.01
Oleuropeina 2,04 10,78
Oleuropeinaaglicona 14,42 + 3,01

Tirosol 27,45 + 4,05
Apigenina 15,80 + 4,51

Tabla 5. Concentracion de los principales compuestos fendlicos de la hoja del olivo**?*,

Componente fendlico en hoja Concentracion (mg/kg)
Hidroxitirosol 219+3

Oleuropeina 2231+ 52

Dimetil oleuropeina 984 + 47

Verbascosido 27,45 + 4,05

Rutina 15,80 + 4,51

Luteolina 7-o-glucosido 15,80 + 4,51

Evidentemente, la concentracidn de cada compuesto tanto en la hoja como en el
aceite varia dependiendo del tipo de aceituna, maduracién, condiciones de crecimiento y

cultivo...etc.

Otro importante compuesto del aceite de oliva es el escualeno. Aproximadamente el
0,7 % de la composicién del aceite de oliva es escualeno®, un hidrocarburo del grupo de los
triterpenos que contiene seis unidades de isopreno. Esta elevada concentracidon de escualeno
es Unica en el aceite de oliva, ya que la media en otros alimentos suele ser del rango de 0,002
% a 0,03 %°*°. Esta molécula es capaz e inhibir a la B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA reductasa
(HMG-CoA reductasa), una enzima clave en la sintesis del colesterol*”’. Ademés de reducir los

niveles de colesterol, se le atribuyen otros efectos antitumorales, ya que produciria una
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translocacion del oncogen ras, disminuyendo la probabilidad de padecer cancer de mama, de

colon y de pancreas®®.

2.3.1. ACEITE DE OLIVA, ATEROSCLEROSIS Y ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

La enfermedad cardiovascular se considera como un grupo de condiciones
multifactoriales asociadas con aterosclerosis, hipertensién y trombosis. Estas patologias
dependen de factores tanto genéticos como ambientales (dieta rica en grasa, tabaquismo y

falta de ejercicio).

La aterosclerosis es una enfermedad que se manifiesta clinicamente en las fases finales
de su desarrollo, y se produce por la repeticion de lesiones mediante agentes quimicos, fisicos
0 microbianos. Los mas importantes son el colesterol asociado a LDL, que se oxidan en la

superficie endotelial, produciendo LDL oxidadas®****'.

El proceso de aterosclerosis comienza con la acumulacion de LDL en el tejido sub
endotelial arterial®®. Esta acumulacién de LDL y el propio endotelio por reaccién frente a las
LDL van a activar una respuesta inflamatoria que conlleva la liberacidn de citoquinas como la
proteina quimiotactica monocitica 1 (MCP-1) y otras que provocaran la llegada de monocitos y
linfocitos T al lugar de la lesién®®. Para permitir la adhesién de los monocitos al endotelio, se
expresara VCAM-1 y moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1) y para ayudar a la motilidad
se segregaran interleucinas, factor de necrosis tumoral a (TNFa), factor estimulador de

colonias de macréfagos (M-CSF) y moléculas de adhesidn plaquetaria entre otras®** 3.

Una vez en el endotelio, los monocitos se transforman en macroéfagos y fagocitan las
LDL, convirtiéndose en células espumosas, cuya acumulacién produce estrias de grasa hasta
que se siguen acumulando para formar la placa de ateroma. Las células espumosas se forman
por un transtorno en el mecanismo que regula la ingesta, metabolismo y excrecién del

2 2 . . .
3 235 |as LDL oxidadas son mucho mds susceptibles de ser

colesterol en los macréfagos
fagocitadas por los macrdéfagos, ya que los receptores que poseen estas células en su
superficie, como el receptor SR-A, CD36 o el receptor scavenger para fosfatidil serina y LDL
oxidadas (SR-PSOX), reconocen con mayor afinidad a las LDL oxidadas. Lo que hace que los
macréfagos fagociten las LDL y se conviertan en células espumosas es la presencia de

determinadas citoquinas en el medio, liberadas por células T. El interferdn y (IFN-y) es una de
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estas citoquinas que aumenta la captacion de LDL oxidadas, la expresion de los receptores SR-

Ay SR-PSOX*” 28 reducen la excrecion de colesterol®® 2%

y promueve la acumulacién de
productos derivados del metabolismo del colesterol por parte de los macréfagos**. Otras
citoquinas que también promueven la formacién de células espumosas son la IL-13, TNF-q,
MIF, LIGHT, TWEAK y TL1A.El depdsito de estas células en la pared arterial, producira una
disminucién de la funcién endotelial, disminuyendo la produccién de oxido nitrico vy
provocando una pérdida de la capacidad vasorrelajante, seguido de la produccion de

sustancias protrombdticas, proinflamatorias, proliferativas y oxidantes**% 2%,

Las estrias formadas se iran recubriendo de células endoteliales, colageno y elastina®*.
Una vez que la placa estd formada, existe el riesgo de que se rompa y se produzca una
trombosis que bloquee el flujo sanguineo a través de la arteria, lo que provocara una isquemia
en los tejidos afectados, pudiendo producirse un infarto si se afecta al flujo sanguineo del

miocardio®* %%,

El aceite de oliva es uno de los principales componentes de la dieta de los paises
mediterraneos®*, y la principal fuente de grasa*"’. Histéricamente, los estudios, tanto de casos
control, como de cohortes, epidemioldgicos, con animales de experimentacion e in vitro, han
demostrado que la incidencia de cdancer, aterosclerosis, enfermedad cardiovascular y
enfermedades neurodegenerativas es menor que en el resto de Europa y Estados Unidos. Esta
menor tasa de aparicidn de estas enfermedades puede deberse al elevado consumo de aceite
de oliva que se produce en estos paises, debido a la especial composicidén del aceite de oliva,

rico en acidos grasos monoinsaturados®®, y a la actividad antioxidante de sus compuestos

I 197 I 249

fendlicos, los principales, oleuropeina e hidroxitirosol™".0choa y co describen la
importancia de las fracciones saponificables e insaponificables del aceite de oliva virgen sobre

la peroxidacion lipidica en mitocondrias de conejos.

Como excepcion a los paises del area mediterranea, Japdn es el pais con menor tasa de

mortalidad por enfermedades cardiovasculares®*°

. Esto puede deberse a la elevada cantidad
de aceite de pescado que se consume en Japdn, que es rico en acidos grasos omega-3, con

actividad protectora frente a enfermedades cardiovasculares.

Por lo visto anteriormente, una de las piezas clave en el desarrollo de la aterosclerosis
es la oxidacion de las LDL. Esta comprobado que la inclusion de una dieta rica en aceite de
oliva, como en la dieta mediterranea, reduce la susceptibilidad de las LDL a oxidarse, con lo
cual seran menos propensas a depositarse sobre el endotelio vascular y se evitara la formacion

251-253

de la placa de ateroma (figura 18). Los ensayos realizados con aceite de oliva frente a
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aceite de girasol mostraron una mayor resistencia a la oxidacion de las LDL por parte de los
animales alimentados con aceite de oliva®*. Entre los diferentes tipos de &cidos grasos
poliinsaturados (omega 3 o linolénico y omega 6 o linoléico) frente al acido oléico, se demostré
que la mayor susceptibilidad de las LDL a oxidarse se encontraba en el grupo omega 3*°.
También se produce una disminucidn de la cantidad de LDL, colesterol, triglicéridos y aumenta
la cantidad de lipoproteinas de alta densidad o HDL, que son las que se van a ir depositando

sobre el endotelio vascular para formar la placa de ateroma.

Incluso la actividad de enzimas antioxidantes también mejora con la ingesta de aceite
de oliva, como demostraron Fité y col®®. tras la administracidn de una dosis diaria de 25 ml de
aceite de oliva durante una semana, la actividad de la enzima glutation reductasa (GR)

aumentaba®’.

La mejora del estado del endotelio vascular también es importante a la hora de evitar
el desarrollo de la aterosclerosis, ya que en una situacién de dafio al endotelio como se ha
explicado anteriormente, se liberan factores pro-coagulantes y fibrinoliticos. La ingesta de

aceite de oliva también mejora el perfil hemostatico volviéndolo mucho menos trombogénico

258

Se ha visto como en estos estudios realizados con diferentes tipos de aceites, el aceite
de oliva reducia la susceptibilidad de las LDL a oxidarse. Histéricamente, se ha atribuido el
efecto cardioprotector del aceite de oliva a la cantidad de acido oleico que contiene. Si esto
fuese totalmente cierto, en paises como Estados Unidos en los que los niveles de consumo de
acido oleico son similares a los de Espafia, ya que el acido oleico también se encuentra en
otros alimentos como carnes de cerdo o pollo, no habria un indice de enfermedades
cardiovasculares tan alto. Es por eso que estos efectos beneficiosos se atribuyen actualmente

mas a los compuestos fendlicos que al acido oleico presente en el aceite de oliva'®® >,
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4

ceite de olivay aterosclerosis

* Laoxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) es clave para la formacion
de la placa de ateroma.

* Elaceite de oliva posee una alta
capacidad antioxidante, capaz de
disminuir la oxidacion de las LDL,
reduciendo asi el riesgo de desarrollar

\\aterosclerosis.

Figura 18. Aceite de oliva como antioxidante.

2.3.2. ACEITE DE OLIVAY ANTIOXIDANTES

La capacidad antioxidante del aceite de oliva es quiza la propiedad mds importante a la
hora de ejercer un papel cardioprotector, accidén antiinflamatoria o accién antiagregante.
Numerosos estudios verifican hoy en dia la capacidad antioxidante de los compuestos
minoritarios del aceite de oliva que componen la fraccidn insaponificable™® % 262 263 Ep
materia de accion antitumoral, los beneficios que se atribuyen al aceite de oliva vienen dados
por efectos sobre activacion o represion génica e interaccidn con las rutas de sefializacion
proliferativas de la célula que poseen los distintos componentes minoritarios del aceite de
oliva®®" *®>_ Esto no excluye a la capacidad antioxidante de producir beneficios en cuanto a la
accion antitumoral ni a la represion o activacidn génica en cuanto a la accién cardioprotectora,

antiinflamatoria o antiagregante”®.

Como ya se comentd anteriormente, las ERO que se producen como intermediarios en
los procesos de oxidacion-reducciéon del O, para formar H,0. Juegan un papel muy importante
en multitud de procesos bioldgicos, actuando tanto como segundos mensajeros como
moléculas capaces de daiar a las propias estructuras del organismo. La generacién de altas
tasas de ERO debido a un desequilibrio en el estado redox, es perjudicial, ya que se produciran
fallos en los procesos bioldgicos, alteraciones del funcionamiento de organulos como la
mitocondria, dafios en el material genético, aumento de la permeabilidad de membranas,

oxidacion de sustancias necesarias para determinados procesos y un largo etcétera que entra
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dentro del campo de estudio del estrés oxidativo (figura 19). Es por tanto primordial mantener
el equilibrio entre ERO y capacidad antioxidante para que no se produzcan fallos en todos
estos procesos. Entre las enzimas antioxidantes mas destacadas estan la SOD, GPx o catalasa.
Como moléculas antioxidantes no enzimaticas tenemos: el acido ascdrbico (vitamina C), a-

tocoferol (vitamina E), GSH, carotenoides, flavonoides y otros antioxidantes®?.

Aun asi, el factor nutricional es importante por el aporte de numerosos compuestos
antioxidantes a nuestro organismo, que de otra manera, no podriamos sintetizar
enddégenamente o producir en cantidad suficiente. Como ejemplos de alimentos que nos
ayudan a conseguir un correcto aporte de antioxidantes tenemos los polifenoles del té, café,
soja, chocolate, vino tinto; vitamina C y carotenoides de frutas y vegetales o la vitamina E de

aceites vegetales.

Es muy importante evitar la aparicidon de estados de estrés oxidativo producidos por un
mayor aumento de ERO o una disminucién de sustancias o enzimas antioxidantes. Los
compuestos fendlicos del aceite de oliva son capaces de restaurar el equilibrio redox mediante
la inactivacidon de radicales libres, preservando el contenido intracelular de GSH y también

267270 ks importante que, al neutralizar

disminuyendo la produccién de anidn superoxido
directamente a los radicales libres formados, se preserve la cantidad de enzimas antioxidantes
del organismo como el caso del GSH. Algunos estudios sugieren que prevenir la reduccién de
los niveles de GSH favorece la actividad de enzimas relacionadas como GPx y GR, ya que la GPx
es necesaria para la eliminacion e hidroperéxidos, pero se requiere la participacion de GSH que

necesita a la GR para regenerarsem.

Se ha comprobado que el aceite de oliva disminuye los niveles de dafio oxidativo en el

212 oxidacion del

organismo. Ciertos parametros perjudiciales como la oxidaciéon de LDL, MDA
ADNm, ERO o glutation oxidado (GSSG) disminuyen mientras que otros parametros
beneficiosos como HDL, GSH-Px y la capacidad antioxidante plasmatica aumentan con la

273

ingestién periddica de aceite de oliva®’. Esta capacidad antioxidante del aceite de oliva se

debe a que los compuestos fendlicos que posee son capaces de actuar como agentes

quelantes, evitando la oxidacién producida por especies metalicas o por ERO?’* 2%,

Numerosos estudios han determinado que los compuestos fendlicos del aceite de
oliva, como el hidroxitirosol, son capaces de disminuir la produccidon de ERO en células HepG2,
prevenir la reduccion de los niveles de GSH y el aumento de MDAL tras la induccién de una
situacién de estrés oxidativo en estas lineas celulares®’®. También se ha visto que el tirosol,

escualeno y B-xitosterol modulan la produccién de ERO, acido araquiddnico y eicosanoides en
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macréfagos en murinos. El escualeno y el tirosol son capaces de inhibir la produccion de 0,*" y
de H,0,, actuando preferentemente el tirosol sobre la produccién de O,* del sistema
xantina/xantina oxidasa. El B-xitosterol vy el tirosol también fueron capaces de evitar la
liberacién de acido araquiddnico conjuntamente con la reduccion de la produccién de ERO.
Este dato nos sefiala que la liberacién de acido araquiddnico tiene relacidén con la produccion
de ERO?®. En procesos inflamatorios, los neutréfilos segregan potentes sustancias oxidantes
como el acido hipocloroso (HOCI) ademas de ERO. El HOCI puede activar colagenasas, reducir
los niveles de vitaminas antioxidantes como el acido ascorbico, inactivar enzimas antioxidantes
u oxidar a las LDL. Tanto el hidroxitirosol como la oleuropeina fueron capaces de reducir su

produccidn y de proteger a la catalasa frente a la inhibicion producida por el HOCI*”’.

Ademads, se ha estudiado el aumento que se produce en la capacidad antioxidante del
plasma y el descenso de la produccion de tromboxano B,(TxB,) y leucotrieno B, (LTB,) después
de consumir aceite de oliva, esto ultimo reduce la activaciéon de agregacidon plaquetaria,
previniendo asi la formacién de trombos®’.El dafio en el ADN también se reduce gracias a la

accion antioxidante de los compuestos fendlicos®”> *”°.

Los eritrocitos también se ven beneficiados por la accién antioxidante de los
compuestos fendlicos del aceite de oliva. En un estudio llevado a cabo por Manna y col*®., la
incubacién de eritrocitos con H,0, produjo una notable hemolisis de estas células. Al realizar
un pre-tratamiento con hidroxitirosol y posteriormente afiadir H,0,, se redujo la hemolisis de
una manera dosis dependiente. Lo mismo ocurria con la lipoperoxidacién de las membranas

eritrocitarias y con los transportadores de membrana para glucosa y aminodcidos.

La accion antioxidante también repercute en la longevidad de los seres vivos. Estudios
epidemioldgicos asi lo demuestran, con la esperanza de vida de los paises mediterraneos

mayor que la de los demas paises®'.
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Hidroxitirosol como antioxidante

La capacidad antioxidante del
hidroxitirosol puede prevenir la accion de
los radicales libres sobre el material
genético o sobre importantes
componentes celulares como la

\\mitocondria. /

Figura 19. Hidroxitirosol como antioxidante.

2.3.3. ACEITE DE OLIVA Y CANCER

Un factor estrechamente ligado a la aparicién de cancer es la presencia o no de estrés
oxidativo. El dafo en proteinas, lipidos o ADN por la accién de radicales libres es un proceso

clave que contribuye a la aparicién de esta enfermedad.

Como anteriormente se describid, el aceite de oliva posee compuestos, entre los que
destacan los de la fraccidn fendlica, con una potente accion antioxidante, capaces de prevenir
la accién o formacién de radicales libres que puedan dafiar tanto a la célula como a su material
genético®™. Hay pocos estudios sobre los efectos del hidroxitirosol sobre el cancer, y menos
aun in vivo, pero se sabe de su capacidad protectora frente al dafio producido por peréxido de
hidrogeno a células o ADN. Sobre hidroxitirosol y cancer de mama hay solamente 12 articulos
publicados, aunque nuestro estudio es el primero que relaciona los efectos del hidroxitirosol

con el cancer de mama en animales vivos tratados con doxorubicina®®.

Estudios in vitro sobre células MCF-7 (linea celular de células mamarias tumorigénicas)
demuestran que el hidroxitirosol a unas dosis determinadas es capaz de inhibir el crecimiento
de estas células, deteniendo el ciclo de proliferacién celular en la fase G,/M mediante la
reduccion de la expresion de Pinl y ciclina D1, enzimas encargadas de la promocion del ciclo

284

celular, provocando la apoptosis de las células®™’. Ademas, sobre este mismo tipo de linea

celular, se observd una inhibicion del estradiol y de la activacién de ERK1/2 que regulan el

.. . .. . .y . 283 2
crecimiento, proliferacion celular y la transicion Go/G; a S del ciclo celular 83,285
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La modulacion de la expresion de diferentes genes es un factor importante en la
relacion aceite de oliva- cdncer, como ya se ha comentado anteriormente. Estudios sobre la
capacidad de los compuestos minoritarios del aceite de oliva para activar o reprimir genes o
rutas de transcripcion dan como resultado estudios como el de Della Ragione y col?®®., usando
lineas celulares HL-60 (lineas celulares de leucemia) e incubandolas con hidroxitirosol,
comprobaron que aumentaba la expresidon de determinados genes implicados en la regulacidn

del proceso de proliferacién celular (egri, c-jun, GADD45, RAB2, TGFB y Fast kinase).

En estudios realizados por nuestro grupo de investigacion, ademds, comprobamos que
en animales con cancer de mama, el hidroxitirosol era capaz de afectar al desarrollo de los
tumores. Se usaron 4 grupos de ratas distintos en el experimento. A todos se les indujo cancer
de mama mediante una dosis intragdstrica de DMBA. Los grupos se dividieron en: un grupo
control sin tratamiento, un grupo al que se le administrd hidroxitirosol, un grupo al que se le
administré doxorubicina y otro al que se le administré conjuntamente hidroxitirosol y
doxorubicina. Los resultados mostraron que tanto la multiplicidad tumoral como la capacidad
proliferativa disminuyeron y el volumen de los tumores fue menor en el grupo de
hidroxitirosol con una eficacia similar a la de la doxorubicina®®’. Algunos de los genes
sobreexpresados en este estudio fueron CDKN2A, CRYAB, CABC1 y sobretodo SFRP4. Este
ultimo es muy importante a la hora de evitar la activacion de la ruta de proliferacién celular

Wnt283

También la oleuropeina tiene estas propiedades antitumorales, algo esperado ya que
comparte estructura molecular con el hidroxitirosol. Su efecto sobre lineas celulares de cancer
de préstata dio como resultado una reduccidn en la viabilidad celular y necrosis de estas lineas
de manera dosis dependiente®®. Sobre lineas MCF-7, la oleuropeina fue capaz de inhibir al

igual que hizo el hidroxitirosol al estradiol y la activacidon de ERK1/2%%°.

Otro estudio desarrollado por Hamdi y Castellon, revelaron una eliminacién de los
tumores de ratas tratadas Unicamente con oleuropeina, asi como posibles mecanismos de
accion sobre las células tumorales como inhibicién de la migracién, invasividad y alteracién de

los filamentos de actina celulares®®.

Parece que en el aceite de oliva hay varias sustancias que podrian tener efecto
antitumoral ademds del hidroxitirosol o la oleuropeina. Anteriormente comentdbamos la
presencia del escualeno en una alta concentracién en el aceite de oliva. Hay estudios que han

determinado un posible efecto antitumoral del escualeno. Van Duuren y Goldschmidt al aplicar
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escualeno tépicamente a ratones de experimentacion, demostraron que era capaz de inhibir el

efecto tumoral en la piel del benzo(a)pireno®®.

En otro estudio llevado a cabo por Murakoshi y col., el escualeno aplicado tépicamente
fue capaz de inhibir el efecto promotor de cancer de piel del 12-O-tetradecanoilforbol-13-

acetato en ratones tratados con DMBA®.

También en cdncer de colon y recto parece ser que es capaz de inhibir la aparicion de

22 3 ratas alimentadas en su dieta con

tumores. En el estudio llevado a cabo por Newmark HL
un 1 % de escualeno durante 5 dias, el escualeno en plasma aumentd 20 veces. Esto provocé
una inhibicidn del 80 % de la actividad de la enzima HMG-CoA reductasa en los microsomas
hepaticos. Al ser la HMG-CoA reductasa una enzima clave en la produccion del colesterol, y al
haberse reducido su actividad, también se reduce la cantidad de metabolitos intermediarios
que hay en el proceso de produccion de colesterol, como el mevalonato, geranil pirofosfato o
farnesil pirofosfato (FPP). Este ultimo compuesto es importante, ya que es capaz de donar un

grupo farnesol a oncoproteinas como ras para que se activen®® **

. A este proceso se le
conoce como prenilacidn, y si no se produce, la oncoproteina ras no es capaz de translocarse a
la membrana y actuar, con lo cual se esta interviniendo en el proceso de replicacién celular,

evitando la division.

Los lignanos también poseen propiedades antitumorales. Son capaces de inhibir la
proliferaciéon en lineas celulares MCF-7 de manera dosis-dependiente. Los lignanos actudan
como sustratos de enzimas altamente expresadas en células tumorales (CYP 1A1 y CYP 1B1),

?%52% Esto lo hacen sin interferir en las rutas

cuyos metabolitos inhiben la proliferacién celular
estrogénicas®’, pero actuando también sobre la ruta Wnt/B-catenina, disminuyendo los
niveles de B-catenina mediante un incremento en su fosforilacion y también de ciclina D1 al

ser el gen que codifica esta quinasa uno de los objetivos transcripcionales de la B-catenina®*®.

2.3.4. HIDROXITIROSOL

El 3,4-dihidroxifeniletanol o hidroxitirosol (figura 20) es uno de los compuestos
fendlicos mas importantes presentes en el aceite de oliva. A él se le atribuyen numerosas de
las propiedades que posee el aceite de oliva. Se han realizado estudios tanto en cultivos
celulares como en animales de experimentacidén, aunque el nimero de estos es aun,

relativamente bajo.
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Figura 20. Estructura molecular del 3,4-dihidroxifeniletanol o hidroxitirosol.

El hidroxitirosol proviene de la hidrolisis de la oleuropeina, que se origina durante la
maduracién de las aceitunas en el arbol, almacenamiento del aceite o preparacion de las
aceitunas de mesa. Estos procesos producen oleuropeina aglicona, hidroxitirosol y acido
elenoico, siendo estos los responsables en parte de los distintos y variados aromas y sabores
del aceite y de la aceituna'®.El aceite de oliva virgen extra es el que mayor cantidad de estos
compuestos fendlicos posee, ya que no se somete a procesos de refinado como los demas

tipos de aceite.

Al ser un compuesto fenélico hidrofilico, se absorbe de manera dosis dependiente en
el intestino delgado y colon rapidamente mediante difusiéon pasiva bidireccional. Sufre un
fuerte fendmeno de primer paso en el intestino e higado, ya que aproximadamente el 98 % del
hidroxitirosol presente en plasma se encuentra en su forma conjugada, principalmente como
glucuronoconjugado. Esto hace pensar que posiblemente el efecto antioxidante del

hidroxitirosol sea gracias a sus metabolitos conjugados®®°.

Su tiempo de semivida plasmatico es de 1-2 minutos y a los 5 minutos de su
administracién intravenosa, la mayor parte se encuentra en rifiones. A las 5 horas, sdlo
permanece un 0.1 % de la dosis de hidroxitirosol tras una administracién intravenosa. Es un
compuesto que se metaboliza rdpidamente, ya que 5 minutos después de su administracién ya
podemos encontrar derivados suyos en plasma. El metabolismo se lleva a cabo primero por los

300
l.

enterocitos del intestino y luego en el higado. Autores como D’Angelo y co proponen 3

rutas metabdlicas por las cuales se metaboliza el hidroxitirosol:

1) Oxidacion: mediante la alcohol deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa,
produciendo acido dihidroxifenil acético.
2) Metilacién: mediante la enzima catecol-O-metiltransferasa, produciendo alcohol

homovanilico.
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3) Metilacién-oxidacion: formandose como consecuencia acido homovanilico®®.

Ademads, numerosos conjugados con acido glucurénico y sulfato se pueden detectar en

plasmay orina.

Hay que tener en cuenta que el organismo también es capaz de sintetizar
endégenamente el hidroxitirosol a partir del acido dihidroxifenil acético o de la dopamina
aunque no de llegar a los niveles plasmaticos que se alcanzan ingiriendo aceite de oliva. Esto

puede ser la razén de por qué el hidroxitirosol tiende a acumularse en la orina.

La excrecion del hidroxitirosol depende del vehiculo usado al administrar el
hidroxitirosol. Asi, la excrecién de hidroxitirosol es mayor en orina cuando se administra el
hidroxitirosol en aceite de oliva que cuando se administra en un yogur bajo en grasas o que

cuando el aceite se enriquece con compuestos fenélicos™.

Los estudios de toxicidad que se han llevado a cabo muestran que el hidroxitirosol es
practicamente inocuo cuando se administra en grandes cantidades, ya que hay estudios en los
que se les administro a ratas durante un mes una dosis diaria de extracto de pulpa de aceituna
(contiene un 50 % - 70 % de hidroxitirosol) de 5 g/Kg de peso y no aparecieron efectos

adversos>® 3%,

Propiedades del hidroxitirosol

Este compuesto posee numerosas propiedades beneficiosas. El estudio que se
presenta en esta tesis doctoral va a determinar la capacidad antioxidante del hidroxitirosol,

por ser posiblemente la propiedad mas relevante relativa a la cardioproteccion:

1) Antioxidante

Esta propiedad la ponen de manifiesto diversos estudios. El hidroxitirosol es capaz de
prevenir la accidon perjudicial de las ERO gracias a su capacidad para aceptar electrones
desapareados, evitando asi la formacién de ERO. Actla secuestrando especies moleculares
como 0,*, H,0, o HOCI e impidiendo su produccion por parte de iones metalicos como el
hierro. También es capaz de inhibir la accién de NF-kB, uno de los principales productores de
ERO en el organismo™®, y de mejorar la capacidad antioxidante enzimatica del organismo®®.

Esto podria jugar un papel importante también en la enfermedad de Alzheimer, porque la
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produccién de amiloide B en las células neuronales es una caracteristica de esta enfermedad.

El amiloide B induce una disminucién de GSH y la activacion de NF-kp>*.

En cultivos de células mononucleares de sangre periférica, el hidroxitirosol ejercié un
papel importante protegiendo a estas células frente al dafo oxidativo que se les indujo
guimicamente mediante la normalizaciéon de los niveles de enzimas antioxidantes y la
disminucién de los niveles de productos derivados de la lipoperoxidacion o de la oxidacion

proteica®®.

2) Antitumoral

Posee efecto antiproliferativo sobre las células tumorales gracias a la capacidad para
detener el ciclo celular en la fase Go/G;*®, G,/M y provocando apoptosis en células en fase
s Efecto proapoptético porque activa vias de apoptosis como JNK**°0 a p21WAF/GPL y np 7KiPL

(inhibidores del ciclo celular), citocromo c o caspasa 3.

Efecto preventivo frente a la aparicion de cancer porque inhibe la expresidon de los
receptores HER2 en células tumorales. Estos receptores son responsables de activar rutas de

308

proliferacién celular activadas por factores de crecimiento epidérmicos™". Ademas, la propia

actividad antioxidante previene la aparicién de cancer porque evita que se produzcan dafios en

el material genético provocado por ERO'®,

3) Antimicrobial

Se han realizado ensayos en los que se ha determinado que el hidroxitirosol posee
capacidad bactericida frente a Helicobacter pylori, aunque los resultados se han obtenido de
experimentos “in vitro” y la conclusién fue que el hidroxitirosol mas que eliminar al H.pylori,
inhibia su crecimiento, por lo que es mas plausible usar esta sustancia como preventivo para la

aparicion de H.pylorique como antibidtico®®.

También posee efecto contra: Escherichia coli, Candida albicans,
Kluyveromycesmarxianus, Clostridiumperfringens,  Streptococcusmutans, Shigellasonnei,
Salmonella entérica, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Salmonella typhi,
Haemophilusinfluenzae, Staphylococcusaureus, Moraxellacatarrhalis y

Mycoplasmapneumoniae®*® '3,
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4) Artritis reumatoide

La disminucion de la cantidad de ERO por la accién del hidroxitirosol parece ser la
causa de la mejora en los sintomas de los pacientes que padecen esta enfermedad. Se mejoran
el dolor, la rigidez de las articulaciones por la mafana y la valoracién general del estado de la

enfermedad por parte del paciente.

Al ser una enfermedad autoinmune, constantemente se liberan moléculas pro
inflamatorias en el organismo. Estas moléculas como IL-1B o TNFa estdn involucradas
directamente en la produccién de ERO y ERN por parte de fagocitos, condrocitos,
sinviocitos...etc. Son capaces de aumentar la actividad de la 6xido nitrico sintasa y la
produccién de ERO a través de la activacidon de NF-kB y xantina oxidasa. El NO* producido, se
une al O,* y produce ONOQ’, especie radicalaria muy reactiva. El OH" es capaz de causar dafios

313, 314

sobre moléculas de acido hialurdnico , proteoglucanos’®, coldgeno®'® e inhibidores de

proteinasas®”’. El O,* puede alterar la estructura e integridad del colageno®'* 3318,

El hidroxitirosol tiene la capacidad antioxidante necesaria para neutralizar estas ERO y
ERN, asi como para inhibir la activacion de NF-kf y xantina oxidasa, disminuyendo asi el dafo

198
d

causado por estos radicales libres en esta enfermedad ™. Varios estudios asi lo demuestran,

donde el aceite de olive fue capaz de disminuir el riesgo de aparicién de artritis reumatoide®”
y de mejorar los sintomas asociados a esta enfermedad en combinaciéon con aceite de

pescado’”’.

5) Antiinflamatorio

La elevada capacidad antioxidante del hidroxitirosol es la responsable de la actividad
antiinflamatoria. Disminuye la cantidad de IL-1B y de TNFa. También previene la activacion
deNF-kB, factor regulador de interferdn 1 (IRF1) y del transductor y activador del transcrito 1a
(STAT-1a). La inhibicién de estas moléculas y de enzimas productoras de radicales libres como
la oxido nitrico sintasa (iNOS) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2) producird un descenso en la
generacion de ERO y ERN, disminuyendo la intensidad del proceso inflamatorio®”. La
capacidad antioxidante también protege frente al dafio oxidativo causado en el ADN*** a
glébulos blancos y rojos por ERO como H,0,, permitiendo un correcto funcionamiento del

sistema inmune®® 3%,
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6) Antitrombético

Disminuye la sintesis de TxB, en modelos in vitro con plasma rico en plaquetas,
probablemente por la disminucién de la produccién de eicosanoides derivados del acido
araquidénico®®*. Otros autores como Gonzalez-Correa y col. Encontraron una disminucién de la
sintesis de tromboxano A,, medido por la reduccién de su metabolito el TxB,. Este autor
sugiere que la disminucion se debe a una inhibicion de la actividad de la ciclooxigenasa®”. La
sintesis de LTB, en leucocitos también disminuyd debido a la inhibicion de la sintesis

273,326
. La

eicosanoides por inhibicién de sus enzimas productoras, la 5 y 12-lipooxigenasa
expresion de VCAM1 y de ICAM1 también se redujo con la administracién de hidroxitirosol en
diferentes estudios. Estas moléculas son responsables de la adhesién de diferentes tipos de

células del sistema inmune al endotelio vascular'®®3%"3%,

7) Antiaterogénico

Anteriormente hemos visto como la oxidacién de las LDL era un factor fundamental a
la hora de la produccion de la placa de ateroma. Al reducir la oxidacion de las LDL debido a su
elevada capacidad antioxidante, se reduce la posibilidad de que estas LDL oxidadas se
depositen en la placa de ateroma®’” **> **°. Ademas, un factor importante en la aparicién de
esta enfermedad es el perfil lipidico en sangre. La administracion de hidroxitirosol mejora este
perfil, produciendo tras un periodo de ingesta, una reduccién de los niveles de triglicéridos y
colesterol y un aumento de las HDL, todos ellos factores de riesgo involucrados en la aparicién

de enfermedades cardiovasculares, entre ellos, la aterogénesiszeg' 381

Lo anteriormente comentado acerca de la propiedad antitrombdtica del hidroxitirosol
también es importante a la hora de evitar el desarrollo de la placa de ateroma. El descenso de
la produccion de VCAM1 e ICAMI1, relacionado con la inactivacion de NF-kB, proteina
activadora-1, GATA (factor de transcripcion que regula la diferenciacién y maduracion de
linfocitos) y NAD(P)H oxidasa, previene la acumulacién de macroéfagos en el lugar de formacién

198, 327, 332, 333
de la placa™ 7" 7> 7,

8) Antiviral
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Poco estudios hay sobre la capacidad antiviral del hidroxitirosol. Se sabe que es capaz
de unirse a la proteina gp41 de la capsula viral del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-

1), inhibiendo la fusién de la capsula viral con las células del huésped®**.

También es capaz de desestabilizar las membranas de algunas cepas del virus influenza
A, como las HIN1, H3N2, H5N1 y HIN2, y de disminuir su concentracion de manera dosis-
dependiente. Se comprobé el efecto del hidroxitirosol en otros virus no encapsulados y se
observé que el hidroxitirosol no tuvo ninguin efecto sobre ellos. Esto Refleja que el mecanismo
de accidn es sobre la envoltura del virus, modificindola y perturbandola de manera que el

virus no sea capaz de unirse e introducirse correctamente en la célula®®>.

9) Hipolipidémico

El hidroxitirosol reduce los niveles de triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL y
aumenta las HDL. La reduccion de las LDL puede estar provocada por una disminucion de la
absorcién intestinal de colesterol, de su sintesis hepatica o un aumento de su excrecién. El
aumento de HDL también es importante pues transportan colesterol hasta el higado para ser
degradado y excretado. Mantener un adecuado perfil lipidico es crucial para evitar la aparicion
de aterogénesis, ya que elevados niveles de lipidos en sangre estan relacionados con altos
niveles de peroxidacion lipidica, produccién de ERO y disminucién de enzimas antioxidantes
como SOD y catalasa, que contribuyen a un desequilibrio en el estado redox del organismo,

contribuyendo a la aparicién de la placa de ateroma por oxidacién de las LDL*®27% 331,

10) Hipoglucémico

Este efecto hipoglucémico®*®puede deberse a varias acciones ejercidas por el

hidroxitirosol:

a) Proteccidon de las células B pancreaticas frente al dafio producido por estrés

oxidativo y/o aumento de su regeneracion®*’.

b) Estimulacién de la liberacién de insulina gracias al cierre de canales K'-ATP

dependientes e incremento de la actividad de los canales de Ca*"%’.

c) Incremento de la captacién de glucosa por parte tejidos periféricos®*.
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d) Actuando como antioxidante ya que la generacion de ERO en la diabetes puede

provocar dafios en higado v rifidn, agravando el estado de la enfermedad.**” 3%,

11) Quelante de hierro

El hidroxitirosol es capaz de formar complejos con el hierro y evitar asi que se
produzca la reaccién de Fenton y Haber-Weiss, que daria lugar a la generacién de radicales

libres por parte del hierro®®.

2.3.5. HIDROXITIROSOL Y CARDIOPROTECCION

Ramirez-Tortosa y col.>** encontraron que el acido oleico no es el Unico componente
del aceite de oliva con accion antioxidante que protege frente a la formacién de la placa de
ateroma, uno de los principales factores de riesgo en la aparicion de la enfermedad
cardiovascular. Mas estudios revelan la importancia de los compuestos fendlicos del aceite de
oliva virgen como los principales responsables del efecto cardioprotector. En ellos, se
demuestra la capacidad de los compuestos fendlicos del aceite de oliva para disminuir la

cantidad de LDL y aumentar la cantidad de HDL?®% 3*%3%,

El hidroxitirosol es capaz de disminuir los niveles de estrés oxidativo en plasma y por
ello, evita que se oxiden las LDL, claves en la formacion de la placa de ateroma. Su capacidad
para inhibir la agregacion plaquetaria es muy beneficiosa a la hora de evitar la formacién de
trombos, tanto en el torrente sanguineo como en las placas de ateroma. Esto se produce por

una inhibicién de la liberacién de TxB, y LTB,*%" *** 3%

. Pero ademds, el hidroxitirosol produce
una disminucién de la expresidon de VCAM1 y ICAM1, mediante la inhibicidn de la activacién de
NF-kB, de la proteina activadora-1, factor de transcripcion GATA y de la NADPH oxidasa. Todas
estas moléculas son responsables de la produccion de radicales libres. Al ser inhibidas, habrd
menor cantidad de ERO que puedan reaccionar con las LDL y oxidarlas. La disminucién de ERO

también prevendra que se produzca un dafio directo sobre los cardiomiocitos?* (figura 21).

El hidroxitirosol es una sustancia que se sabe que ademas de captar radicales libres, ya
qgue es antioxidante, también es capaz de interaccionar con el hierro evitando que el hierro
reaccione con otras moléculas y forme radicales libres. Esta elevada capacidad antioxidante no

solo es importante a la hora de prevenir la aparicién de enfermedades cardiovasculares. El
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equilibrio redox del organismo es un factor determinante a la hora de evitar que aparezcan
multitud de enfermedades, ya que una situaciéon prolongada de estrés oxidativo puede
provocar o favorecer la aparicion de muchas otras enfermedades como obesidad, diabetes,
enfermedades neurodegenerativas, artrosis...etc. Por ello, una ingesta regular y normal de

aceite de oliva es muy beneficiosa para mantener un buen estado de salud™® **.

El conocimiento que se tiene sobre la cardioproteccién del hidroxitirosol frente al dafio
producido por la doxorubicina actualmente se basa en datos extraidos de estudios en los que
se emplea o bien hidroxitirosol o bien doxorubicina, pero no hay ninguno donde coincidan
ambas sustancias, asi que este es el primero que se realiza empleando hidroxitirosol y
doxorubicina para comprobar la capacidad cardioprotectora del hidroxitirosol de manera

directa.

Mecanismos de proteccidon del HT frente a enfermedad cardiovascular

* Elhidroxitirosol es antioxidante, porlo que
disminuiralacantidad de ERO por si mismo.

* Es capaz de interaccionar con el hierro y otros
metales, evitando la formacién de mas ERO.

* Inhibe moléculas productorasde ERO como:

moléculasde adhesion vascular-1 (VCAM-1)
moléculasde adhesién intercelular-1 (IAM-1)
factor nuclear kB (NF- kPB)

proteina activadora-1

factor de transcripcion GATA

NADPH oxidasa

ounswNE

Figura 21. Mecanismos mediante los cuales el hidroxitirosol puede evitar la formacién de ERO.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. APARATOS DE USO GENERAL

e Agitador de microplacasShaker PSU2T Plus. Boeco (Alemania).

e Agitador magnético con calefactor AGIMATIC-E. JP-SELECTA, S.A (Barcelona, Espafia).

e Balanza digital GRAM PRECISION (Gram Precisidn, SL. Barcelona, Espafia).

e Balanza electronica de precision SARTORIUS BP110S (Sartorius AG, Gotingen,
Alemania).

e Bafio seco digital (LABNET INTERNATIONAL, Inc. Woodbridge, NJ, EEUU).

e Camara HITACHI (Standard Video withMeteor ).

e Centrifuga refrigerada de mesa BECKMAN mod GS-6R (BeckmanCoulter, Inc. Fullerton,
CA, EEUU).

e Congelador de -20°C LIEBHER (LIEBHER, Biberach, Alemania).

e Congelador de -80°C REVCO (REVCO, Asheville, NC, EUU).

e Estufa MEMMERT (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Alemania).

e Fuente de alimentacién CONSORT E802 (300V-2000mA) (Bélgica).

e Homogeneizador de vidrio borosilicatado Wheaton.

e Lector de microplacas SYNERGY HT, MultidetectionMicroplate Reader, BIO-TEK (BioTek
Instruments, Inc. Higland Park, Vermont, EEUU).

e Magquinaproductora de hielo SCOTSMAN AF-10 (Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, IL,
EEUU).

e Microcentrifugaparaeppendorfs HETTICH EBA12 ZENTRIFUGEN (HettichLab GmbH
&Co. KG, Tuttlingen, Alemania).

e Micropipetaselectrénicas EPPENDORF RESEARCH’ PRO. EPPENDORF AG (Hamburgo,
Alemania).

e pH-metro GLP21, CRISON (Barcelona, Espaia).

e Pipetas automaticas NICHIPET EX (Nichiryo, Tokio, Japon).

e Vortex VWR (VWR International Eurolab S.L. Barcelona, Espafia).

e Unidad capturadora de imagenes LAS-4000 Mini (Fujifilm. Tokio, Japdn).
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3.1.2

Lector de dipsticks Immunochromato reader MS1000 (Mitosciences Inc. Oregon,

EEUU).

MATERIAL PARA EL ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Agua destilada estéril (FreseniusKabi AG, Sevres, Francia).

Bafio histoldgico para inclusidn en parafina Termofin (JP Selecta, Barcelona, Espafia).
Cuchillas para micrétomo de 250 um de grosor (Feather Safety Razor Co, Ltd, Osaka,
Japédn).

Equipo de inmunotincidon automatica Autostainer Plus Link (DakoDenmark A/S,
Dinamarca).

Equipo de recuperacidn antigénica PT Link (DakoDenmark A/S, Dinamarca).

Equipo de tincidon automatica LeicaAutostainer XL (Leica, Wetzlar, Alemania).

Estufa Incubat (JP Selecta, Barcelona, Espaiia).

Etanol 100 % (Etanol absoluto parcialmente desnaturalizado QP, PanreacQuimica SA,
Barcelona, Espafia).

Hematoxilina para tinciéon
inmunohistoquimicaDakoAutomationHematoxilinHistologicalStainingReagent
(DakoDenmark A/S, Dinamarca).

Isoparafina H (Isoparafina H —Sustituto de Xileno- DC, PanreacQuimica SA, Barcelona,
Espafia).

Medio de montaje (Medio de Montaje para sustitutos de xileno DC, PanreacQuimica
SA, Barcelona, Espafia).

Microscopio dptico ECLIPSE E600 (Nikon Co., Tokio, Japdn).

Microtomoleica RM2235 (Leica, Wetzlar, Alemania).

Montador automaticolLeica CV5030 (Leica, Wetzlar, Alemania).

Placa fria Leica EG1150C (Leica, Wetzlar, Alemania).

Portaobjetos para inmunohistoquimicaDako REALTM Capillary Gap MicroscopeSlides
(DakoDenmark A/S, Dinamarca).

Sistema de deteccion inmunohistoquimicaDakoRealTMEnVisionSystem,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (DakoDenmark A/S, Dinamarca).

Software para el equipo de inmunotincion automatica Dakolink, versién 1.5.2.1

(System Dynamics, New Jersey, USA).
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e Solucién bloqueante de peroxidasaDakoCytomationPeroxidaseBlockingReagent
(DakoDenmark A/S, Dinamarca).

e Solucién de lavado DakoWash Buffer 10X (DakoDenmark A/S, Dinamarca).

e Tampdn de desenmascaramiento antigénico Dako Target RetrievalSolution, pH 9

(DakoDenmark A/S, Dinamarca).

3.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se adquirieron 36 hembras de rata Sprague-Dawley (170+20 g) de la empresa
HarlanInterfauna Ibérica S.L. (Barcelona, Espafia). Se alojaron 4 animales por jaula con un
medio controlado a 22 + 2°C con un ciclo dia/noche de 12:12 horas. Se les dio acceso libre a
comida de roedor y agua desionizada. Todos los experimentos fueron llevados a cabo segln
los principios de la declaracién de Helsinki y la normativa espafiola de bienestar animal y el

comité ético de la Universidad de Granada.

Las ratas tipo Sprague-Dawley son una de las especies mas susceptibles de sufrir
alteraciones en las glandulas mamarias por la acciéon de un agente carcinégeno quimico. El

agente inductor de carcinogénesis usado en este estudio ha sido el DMBA.

3.3. MODELO DE INDUCCION DE CANCER DE MAMA

Aunque existen varios métodos por los cuales provocar la aparicién de cancer, como
por ejemplo el empleo de hormonas sexuales o virus oncogénicos, presentan una clara
desventaja, y es su elevado tiempo desde la aplicacién del tratamiento hasta que aparecen los
tumores. Por eso, se escogié un modelo de induccion de cancer de mama mediante un agente

carcinégeno quimico, el DMBA.

Los modelos de administracion de DMBA presentan una elevada eficacia en cuanto al
numero de ratas que presentaron tumores después de la dosis inicial de DMBA y en cuanto al
tiempo al cual aparecieron los tumores. Las lesiones fueron multifocales, adenocarcinomas,

13 tras la

que no presentaron metdstasis. En el estudio realizado por Barros y co
administracién de 20 mg de DMBA disuelto en 1 ml de aceite de soja intragastrica a 20 ratas
Sprague-Dawley, a las 8 semanas de la administracion, 16 de las 20 ratas presentaban tumores

de mama, con una media de 3 tumores por animal. A las 13 semanas después de la
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administracion, todas las ratas presentaban tumores de mama con una media de 4.9 tumores

por animal (figura 22).

Modelo de induccion quimica de cancer de mama con 7,12- Dimetil benz (o) antraceno

Inicio del tratamiento Aparicion de tumores Aparicion de tumores

20 mg de DMBA/
1 ml de aceite de oliva

16/20 ratas 20/20 ratas
+3 tumores por animal +4,9 tumores por animal
| Tiempo 0 8 semanas 13 semanas |

Figura 22. Modelo de inducciéon quimica de cancer de mama con DMBA. El tratamiento se inicia con la
administracion de 20 mg de DMBA disuelto en 1 ml de aceite de oliva a todas las ratas del experimento. A las 8
semanas, 16 de las 20 ratas desarrollan una media de 3 tumores por animal. A las 13 semanas, todas las ratas han
desarrollado tumores, a una media de 4,9 tumores por animal.

Numerosos estudios con DMBA demuestran la validez de este modelo, facilmente
reproducible. Las ratas administradas con dosis intragastricas de 2,5 mg a 20 mg de DMBA
desarrollan tumores entre las 8 y 21 semanas en un 100 % de los casos**. Es un modelo bien
conocido, estudiado y ampliamente usado en investigacién para la generacion de tumores a

varios niveles (por ejemplo cancer de mama o pulmonar)*/>**,

Administracion de DMBA

Tras recibir los animales de experimentacidn, se dejaron una semana para que se
adaptasen a sus nuevas condiciones de vida en el nuevo ambiente. Tras esta semana, y con 8
semanas de edad los animales y un peso de 170+20 gr, se procedié a la administracion del

DMBA. El tratamiento se realizd6 administrando una Unica dosis de 100 mg/kg de peso
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intragastrica mediante gavage®*3*®, disuelto el DMBA en 1 ml de aceite de oliva virgen

extra®?3%2,

La administracion del carcinégeno se llevd a cabo por via oral (gavage) empleando para
ello unas agujas especiales estériles, de acero y con punta de silicona, con un tamafio de 15Gx3
(Animal Feeding Needles. Popper and Sons, Inc. NY, EEUU). Existen varios tipos de agujas para
gavage: rigidas de acero y desechables con punta de silicona, rigidas de acero autoclavables
con punta terminada en bolita de acero, y flexibles de plastico; las agujas de acero pueden ser
a su vez rectas, curvas, o maleables (Figura 23). Estas, penetran facilmente a través del eséfago
y hasta el estdmago del roedor, asegurando que la sustancia llega a su destino gastrico, como
nos muestra la imagen del cuerpo radiografiado de una rata con una aguja de gavage

introducida, y en la que vemos que dicha aguja llega completamente al estdmago (Figura 24).

=&

Figura 23. Diferentes modelos de agujas de gavage Figura 24. Radiografia de una rata
con una aguja de gavage introducida
hasta el estomago.
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3.4. DISENO EXPERIMENTAL

Se indujo cancer de mama en 36 ratas hembra Sprague-Dawley de 8 semanas de edad,

con una dosis intragastrica de 100 mg/kg de peso de DMBA disuelto en 1 ml de aceite de oliva.
Se dividieron aleatoriamente los animales en 4 grupos:

1) DMBA (n=10): grupo control de cadncer de mama sin tratamiento.

2) Hidroxitirosol (HT) (n=10): la dosis administrada fue de 0.5 mg/kg de peso, 5
dias a la semana durante 6 semanas.

3) Doxorubicina (DOX) (n=8): se administré una dosis de 1 mg/Kg de peso, 1 vez a
la semana durante 6 semanas.

4) Doxorubicina + hidroxitirosol (DOX + HT) (n=8): las ratas recibieron una terapia
combinada de doxorubicina e hidroxitirosol en la misma dosis y periodos

anteriores.

Desarrollo tumoral

En los modelos de induccion de cdncer mediante el empleo de DMBA, los tumores
aparecen sobre las 8 semanas después de la administracion, pero nosotros palpamos a los
animales en busca de tumores a partir de las 4 semanas para asegurarnos que detectadbamos
todos los tumores que se formaban. El objetivo de detectar los tumores era el de comenzar los
tratamientos con la existencia de tumores en el animal. La exploracidn de los animales se hacia
2 veces por semana a cada animal, empezando por la zona del cuello hasta la zona inguinal, y

registrando la posicién, momento de la aparicién y volumen de cada tumor.

Cuando los tumores alcanzaron un tamafio suficiente, se midieron con un calibre

electrénico digital de pie de rey (Afora, S.A. Barcelona, Espafia). El tamafio que debieron tener
. . . . 3 . ..

los tumores para incluir al animal en el estudio fue de 2 cm®. Para la determinacién de los

volumenes tumorales se siguieron dos férmulas matematicas diferentes en funcidn de que la

morfologia del tumor permitiese la toma de dos o tres medidas. Dichas férmulas son las que

siguen:

V = 4/3n (dy/2) x (d,/2)?
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Donde d; y d, son los dos didmetros del tumor (d;>d,) (para aquellos tumores en los
que resulta imposible tomar una tercera medida); cuando exista la posibilidad de tomar una

tercera medida, la férmula a usar serd la siguiente:
V = (dy/2) x (d2/2) x (d3/2)

Donde d; y d, son los dos didmetros del tumor y d; se corresponde con el grosor

(d1>d2>d3)363-

La insercion de un microchip permitié el establecimiento de un modelo secuencial de
ingreso de los animales en sus grupos experimentales justo en el momento adecuado desde el
punto de vista del tumor, pero sin los problemas derivados de una mala identificacion.

Previa anestesia del animal con KetaminaHCl + Clorbutol o Clorobutanol
(Imalgene 1000) a una dosis de 150mg/kgi.p., se procedié a la implantacién subcuténea de un
microchip (MUSICC Chip“IdentificationSystem. AVID IdentificationSystems, Inc. CA, EEUU). La
insercidn se realizd en la zona media dorsal y entre las escdpulas del animal usando unas
agujas y jeringas especiales (AVID® SUDS Monoject. AVID®Identification5ystems, Inc. CA, EEUU),
con el fin de tenerlo identificado en todo momento mediante un lector (MINITRACKER II.
AVID®IdentiﬁcationSystems, Inc. CA, EEUU).

Tanto las agujas, como los microchips se desinfectaron previa aplicacion y después de
la misma con una solucién bactericida, fungicida y virucida de uso clinico (LIMOSEPTIC

Concentrado. José Collado, SA. Barcelona, Espafia) (Figura 25).

[ N

LIQUIDO BACTERICIDA

TAMBOR CON CHIPS

CODIGO DE CHIP

Figura 25. Sistema de implantacion y lectura de microchips.
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Una vez terminada la implantacidn, la herida se desinfecté con povidona yodada y fue
cerrada la herida usando apdsito liquido (Compeed® Liquid Bandage”. Johnson&Johnson, Inc.

NJ, EEUU). El uso de este apdsito facilitaba el proceso debido a una serie de caracteristicas:

1) Hace las veces de sutura quimica.

2) Facilita la cicatrizacion rapida, disminuyendo la probabilidad de infecciones.
3) Tiene acciodn calmante.

4) Mantiene la herida seca.

5) Se desprende por si mismo a los pocos dias de la aplicacion

3.5. TRATAMIENTO CON DOXORUBICINA Y/O HIDROXITIROSOL

Doxorubicina

Con el fin de asemejar lo maximo posible nuestro estudio a la administracién real de
quimioterapia que se da a las mujeres afectadas de carcinogénesis mamaria, se siguié el
protocolo clinico de dosis para este citostatico. En concreto, se utilizd una dosis de 1Img/kg de
doxorubicina (Farmiblastina® Pharmacia. Solucién inyectable, 50mg/25ml) por via intravenosa,
que a pesar de la dificultad, y tras discutir las diferentes posibilidades (vena iliaca, de la cola,

yugular, etc.), se haria a través de la vena lateral de la cola®**>*°.

A la luz de los hallazgos bibliograficos, se disefié un protocolo basado en la
administracion de una dosis de 1 mg/kg de doxorubicina durante 7 semanas (Dosis Acumulada
(DA): 7mg/kg)**” **8. En un experimento previo al comienzo del estudio que se expone en la
presente memoria de tesis, se concluydé que dicho protocolo no sélo es efectivo sino que en la
sexta semana el volumen de los tumores disminuia de forma sustancial. Razén por la cual se
modificd el calendario de tratamiento antitumoral, quedando resumido de la siguiente
manera: administracion de 1 mg/kg/semana durante 6 semanas de doxorubicina a través de la

vena lateral de la cola (DA: 6 mg/kg).

Hidroxitirosol

Las ratas pertenecientes a este grupo de tratamiento recibieron por via intragastrica

mediante gavage cinco dosis semanales de HT de 0.5 mg/kg/dia (3,4-Dihidroxifenil Etanol
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50mg suministrado en 1ml de etanol. Cayman Chemical Company), durante 6 semanas en
solucion acuosa.

Al no existir en la literatura trabajos con HT y ratas se administré una dosis de HT cinco
veces superior a la ingesta estimada de un consumidor medio de 70 kg de peso corporal a

través del aceite de oliva virgen (figura 26).

Tiempo en dias
I mediante savage

T mediante gavage

T mediante gavage

T mediante gavage

0.5 mg kg de HT mediante zavage

Figura 26. Esquema simplificado del tratamiento semanal con hidroxitirosol. Cada dia de la semana se administré una
dosis de 0,5 mg/Kg de hidroxitirosol a cada rata excepto el sabado y el domingo. Este patrén se repitié durante 6
semanas.

7,12-Dimetil benz(a)antraceno

Los animales correspondientes al grupo DMBA siguieron el mismo protocolo llevado a
cabo para los grupos DOX y HT, la Unica diferencia es que no fueron sometidos a ningun tipo
de tratamiento, solamente se les administré suero salino intravenoso. Los animales se
sacrificaron al mismo tiempo que en el resto de los grupos, y se tomaron las pertinentes

muestras para el estudio.
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Doxorubicina e hidroxitirosol

En este grupo se les administro conjuntamente doxorubicina e hidroxitirosol a las
mismas concentraciones de ambas sustancias, durante 6 semanas.

Al igual que en los anteriores grupos, una semana después de finalizar el tratamiento,
o cuando el tumor alcanzé un volumen de 10 cm?(por motivos éticos), se procedié al sacrificio
de los animales mediante sangrado adrtico, siguiendo el protocolo del comité ético de la
Universidad de Granada para ensayos en animales de experimentacion, previa anestesia con
KetaminaHC| + Clorbutol o Clorobutanol a una dosis de 150mg/kg i.p., y se tomaron las
muestras necesarias para el estudio.Toda la sangre se recogio en tubos con EDTA y el plasma
fue aislado. Los corazones se extrajeron inmediatamente y se pesaron. La mitad se congeld en
nitrégeno liquido y la otra mitad se fijé en formalina tamponada al 4%. Una pequefa porcion

se utilizé también para microscopia electrénica.

3.6. EXTRACCION DE MUESTRAS

3.6.1. SANGRE Y PLASMA

a) SANGRE.

La recoleccion de la sangre del animal se obtuvo mediante la canulacidn de la arteria
aorta abdominal y siguiendo el protocolo del comité ético de la Universidad de Granada para
ensayos en animales de experimentacion. Previa anestesia, se coloca el animal en posicion
decubito supino y tras laparotomia media (Figura 27. 1) se localiza la aorta abdominal, hasta la
bifurcacion en las arterias iliacas (Figura 27. 2). Con extremo cuidado se procede a la
separacion de la aorta y la vena cava usando un utensilio curvo y romo que no desgarre a
ninguno de estos vasos y se pasa un hilo por el extremo inferior del vaso anuddndose préximo
a las arterias iliacas (Figura 27. 3). Se introduce un segundo hilo a cierta distancia del primero
(sin anudar por el momento), con objeto de dejar suficiente espacio para introducir la canula
posteriormente (Figura 27. 4). Se interrumpe la circulacion a través de la aorta con la ayuda de
una pinza atraumatica bulldog DeBakey, colocandolo por encima del segundo hilo, aun sin
anudar (Figura 27. 5) y a continuacién se efectlia una pequefia incisién en el vaso, por debajo
de la pinza, evitando la seccion completa de la arteria (Figura 27. 6). Se introduce la canula

(previamente tratada con anticoagulante) en la aorta a través de la incisidn realizada con
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anterioridad (Figura 27. 7), intentando introducirla al maximo, para evitar su expulsion tras el
restablecimiento de la circulacidn y se anuda el extremo de la canula introducido en el vaso,
usando el hilo que quedaba sin anudar préximo a la pinza (Figura 27. 8). Por ultimo, se retira la
pinza cuidadosamente (Figura 27. 9) con el fin de restablecer la circulacidn y se procede a la
recoleccion de la sangre en tubos previamente tratados con EDTA Na, (BD Vacutainer™. K3E

15%, 0.12ml. BD Vacutainer Systems, Preanalytical Solutions. Plymouth, ReinoUnido).

Figura 27. Secuencia de imagenes de la canulacidn de la arteria aorta abdominal.

b) PLASMA.
La sangre se centrifugd a 700xg durante 15 minutos y a una temperatura de 4°C,
usando una centrifuga refrigerada de mesa (BECKMAN GS-6R). Acabada la centrifugacion se
recogid el plasma y se alicuotd en tubos de congelacién de 2 ml estériles con tapdn de rosca

(Microtube 2ml, PP. SARSTEDT. Aktlengesellschaft& Co. Alemania).
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3.7. BIOQUIMICA PLASMATICA

Todas las determinaciones bioquimicas realizadas en las muestras de plasma, se
llevaron a cabo mediante kits comerciales SPINREACT (SPINREACT, S.A., Girona, Espafia);
adaptados para la aplicacion de un lector de microplacas SYNERGY HT, Multi-
DetectionMicroplate Reader, (BIO-TEK® Instruments Inc. Vermont, EEUU), utilizando
microplacas estandares de 96 pocillos de fondo plano (Figura 28). Tanto las muestras, como los

patrones y blancos, se prepararon por duplicado.

Figura 28. Microplaca estandar de 96 pocillos.

Glucosa

La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacién de glucosa a acido glucénico. El perdxido
de hidrégeno (H,0,) producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno,
fenol-ampirona en presencia de peroxidasa (POD). La intensidad de color formado es

proporcional a la concentracién de glucosa de la muestra.

GOD
B-D-Glucosa + O, + H,0 ===}  Acido Glucénico + H,0,

POD
H,0, + Fenol + Ampirona =sss=====) Quinona + H,0
Protocolo experimental

Se anadieron 5ul de plasma en cada pocillo de una microplaca, y se mezclaron con
100ul de reactivo (Tris 92 mM, Fenol 0.3 mM, GOD 15000 U/L, POD 1000 U/L y 4-

Aminofenazona 2.6 mM); el mismo proceso se siguié con el patrén primario acuoso (Glucosa
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100mg/dl). A continuacidn, se agitd y se incubo durante 10 minutos a 379C, tras el cual se leyé

la absorbancia o densidad dptica (DO) del patrén y de la muestra frente al blanco a 505 nm.

Proteinas totales

En medio alcalino, las proteinas dan un intenso color violeta azulado en presencia de
sales de cobre. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de proteina

total presente en la muestra.

. Medio alcalino .
. . Sales de cobre . .

Proteinas Proteinas

Protocolo experimental

Para esta determinacidn, se pipeted 5ul de muestra en cada uno de los pocillos de la
placa, acto seguido se adicionaron 200ul de reactivo Biuret (Potasio sodio tartrato 15 mM,
Yoduro sédico 100 mM, Yoduro de potasio 5 mM y Sulfato de cobre (Il) 5 mM); del mismo
modo se procedid con el patréon primario de albumina bovina (7 g/dl). La mezcla obtenida fue
agitada vigorosamente y se incubé durante 5 minutos a una temperatura de 372C, transcurrido
éste, se procedid a la lectura de DO del patrén y la muestra frente al blanco (Biuret) a una

longitud de onda de 540 nm.

Lactato deshidrogenasa

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la reduccidn del piruvato por el NADH,

seguln la siguiente reaccion:

Lactato
deshidrogenasa

Piruvato + NADH + HY =) L-lactato + NAD*
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La velocidad de disminucion de la concentracién de NADH es proporcional a la

concentracién catalitica de LDH en la muestra ensayada.

Protocolo experimental

Se pipetearon en una microplaca 2.5ul de plasma y 150ul de reactivo (Fosfato 50 mM
pH 7.8, Piruvato 0.6 mM y NADH 0.18 mM). Todo se agitd e incubd durante un minuto a 379C,
transcurrido el cual se procedid a la lectura de la DO (340nm) de la muestra al inicio y cada

minuto durante 3 minutos y a una temperatura constante de 372C.

La LDH posee varias isoformas: LDH-1 (predominante en miocardio y eritrocitos, LDH-2
(predominante en el sistema mononuclear fagocitico), LDH-3 (predominante en las células
pulmonares), LDH-4 (predominante en rifiones, placenta y pancreas) y LDH-5 (predominante
en higado y musculo estriado). Cuando hay una destruccién de algun tipo de tejido, se libera
LDH al torrente sanguineo. Si detectamos un aumento de la concentracién de alguna de estas
isoformas, podremos conocer en que tejido se estd produciendo el dafio, siempre teniendo en
cuenta los demds parametros indicadores de dafio tisular que se deberan medir antes de llegar

a una conclusion.

Creatina quinasa

La creatina quinasa (CQ) cataliza la transferencia reversible de un grupo fosfato de la
fosfocreatina al ADP. Esta reaccidn se acopla con otras catalizadas por la hexoquinasa (HQ) y
por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH). La velocidad de formacion de NADPH es

proporcional a la concentracién catalitica de CQ en la muestra problema.
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Creatina quinasa
Fosfocreatina + ADP =) Creatina + ATP

Hexoquinasa
ATP + Glucosa E— ADP + Glucosa-6-fosfato

Glucosa-6-Fosfato
deshidrogenasa

(Niklsgfa's":“fato ¥ s 6-Fosfogluconato + NADPH + H*

Protocolo experimental

Se afiadieron a la placa 5ul de plasma junto con 100l de reactivo (Imidazol 100 mM
pH 7, Glucosa 20 mM, Acetato de magnesio 10 mM, EDTA 2 mM, ADP 2 mM, AMP 5 mM, di-
Adenosina-5.pentafosfato 10 mM, NADPH+ 2 mM, Hexoquinasa 2500 U/L, Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa 1500 U/L, N-acetilcisteina 20 mM y Fosfato de creatina 30 mM). Tras la
correspondiente agitacion, se incubd a 37°C durante 2 minutos, y se leyé la absorbancia de la
muestra al inicio y cada minuto durante 3 minutos (temperatura de la lectura de 372C) a una

longitud de onda de 340nm.

Se midié la cantidad de esta enzima porque es un indicador de dafio muscular. Cuando
hay un dafo en las miofibrillas, se libera creatina quinasa al torrente sanguineo. Unos niveles
especialmente elevados nos indican que puede haber una destruccion de tejido muscular o
cerebral por causas andmalas. Esta enzima posee varias isoformas: CK-1 (predomina en
cerebro), CK-2 (es un 40 % del total de creatina quinasa del miocardio), CK-3 (predomina en
musculo), Mi,-CK (creatin quinasa mitocondrial especifica del musculo estriado) y Mi,-CK
(creatin quinasa ubicua)®®. La determinacién clinica de estas isoenzimas junto con la ayuda de
otros métodos diagndsticos como el electrocardiograma y la determinacion de otras moléculas
implicadas en la destruccion de musculo cardiaco es una herramienta ampliamente utilizada

para la deteccion de problemas cardiacos.
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Alanina amino transferasa

La alaninaaminotransferasa (ALT), inicialmente llamada transaminasa glutdmico
pirdvica (GPT), cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al a-
cetoglutarato con formacién de glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido a
lactato en presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADPH. La velocidad de disminucién de
la concentracién de NADH en el medio es proporcional a la concentraciéon catalitica de ALT en

la muestra.

Alanina amino
transferasa

Alanina + a-cetoglutarato =) Glutamato + piruvato

Lactato
deshidrogenasa

Piruvato + NADH + H* E— Lactato + NAD*

Protocolo experimental

Se pipetearon 10ul de muestra junto con 100ul de reactivo (TRIS 100 mM pH 7.8, L-
Alanina 500 mM, NADH 0.18 mM, Lactato deshidrogenasa 1200 U/L y a-Cetoglutarato 15 mM);
la mezcla se agitd e incubd (37°C) durante 1 minuto, transcurrido el cual se leyé la DO (340nm)

de la muestra al inicio y cada minuto durante 3 minutos (37°C).

La ALT es una enzima que se encuentra en mayor cantidad en el higado, y niveles
elevados en sangre pueden ser indicativos de un problema hepatico. Pero ademas, se
encuentra en otros tejidos como miocardico, aumentando sus niveles también cuando hay
algun tipo de problema cardiaco. Es por eso que la ALT constituye uno de los pardmetros a
medir, en una bateria de determinaciones junto con los demas pardmetros que estamos

viendo, si queremos conocer con certeza que se estd produciendo un fallo en el miocardio.

94



Material y métodos

Aspartato amino transferasa

La aspartatoaminotransferasa (AST), inicialmente llamada transaminasa glutamato
oxaloacética (GOT), cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato al a-
cetoglutarato con formacién de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es reducido
a malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) y NADH. La velocidad de disminucion
de la concentracidon de NADH en el medio, es proporcional a la concentracién catalitica de AST

en la muestra problema.

Aspartato amino
transferasa

Aspartato + a-cetoglutarato =)  Glutamato + oxalacetato

Malato
deshidrogenasa

Oxalacetato + NADH + H* =) [Malato + NAD*

Protocolo experimental

Se afiadieron a la placa 10ul de muestra y 100ul de reactivo (TRIS 80 mM pH7.8, L-
Aspartato 200 mM, NADH 0.18 mM, Lactato deshidrogenasa 800 U/L, Malato deshidrogenasa
600 U/L y a-Cetoglutarato 12 mM). Acto seguido se agité e incubd durante 1 minuto (37°C), y
luego se procedio a la lectura de la absorbancia (340nm) inicial de la muestra y cada minuto

durante 3 minutos.

Esta enzima también posee varias isoformas: cAST (predominante en el citosol de
eritrocitos y cardiomiocitos) y mAST (predominante en mitocondria de hepatocitos). La
determinacidn de la relacién entre ALT y AST es un parametro diagndstico de fallo cardiaco o
hepatico muy importante. Esto es asi porque una concentracion elevada de ALT podria indicar
fallo hepatico, mientras que si encontramos a la vez que hay una alta concentracion de AST,
nos inclinariamos mas por el fallo cardiaco (ya que la AST es masespecifica del musculo
cardiaco). Aun asi, esta es sélo una de las determinaciones necesarias para determinar que se

estd produciendo un fallo en el miocardio, ya que una elevacion de AST también puede
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indicarnos otras patologias como pancreatitis aguda, anemia hemolitica aguda, enfermedad

renal...etc.

3.8. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE HIDROXITIROSOL Y SU
METABOLITO ALCOHOL HOMOVANILICO

La cuantificacidn de los niveles de HT y su metabolito alcohol homovanilico se realizé
siguiendo el método descrito por Miro-Casas y colaboradores en muestras plasmaticas, usando
para ello el tdndem cromatografia gaseosa-espectrometria de masas (CG/EM)**. Estas
determinaciones fueron llevadas a cabo en la unidad de lipidos y epidemiologia cardiovascular
del Instituto Municipal de Investigacion Médica (IMIM) (Barcelona, Espafia) por la Doctora

Maria Isabel Covas.

Reactivos
- 3-(4-hidroxifenil)-propanol (SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU).

- 4-hidroxi-3-metoxifeniletanol (alcohol homovanilico) (SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St.

Louis, EEUU).
- 4-metilcatecol (SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU).
- Acetato de etilo (SCHARLAU. Scharlau Chemie, SA. Barcelona, Espafia).
- Acetonitrilo, grado HPLC (SCHARLAU. Scharlau Chemie, SA. Barcelona, Espafia).
- Acido clorhidrico 0.5 M (MERCK. Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)
- Acido perclérico 700g/L (SCHARLAU. Scharlau Chemie, SA. Barcelona, Espafia).
- Hidréxido sédico 1 M (MERCK. Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).
- Hidroxitirosol (3,4-hidroxifeniletanol).
- Metabisulfito sédico 1 M (SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU).

- Metanol (SCHARLAU. Scharlau Chemie, SA. Barcelona, Espafia).
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- N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) (MACHEREY-NAGEL. Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, Alemania).

- Yoduro de amonio (NH41) (MERCK. Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

Curvas de calibraciéon y muestras control

Se prepararon las soluciones de trabajo de hidroxitirosol (HT) (1.4pg/ml) y alcohol

homovanilico (AH) (1pg/ml) en metanol.

Para la elaboracion de las curvas de calibracion se anadié a 1ml de plasma (libres de las
sustancias de referencia) la cantidad adecuada de cada una de las soluciones de trabajo de HT
y AH, asi como 15ng de estandar interno (solucion metandlica de 10ug/ml de 3-(4-
hidroxifenil)-propanol), quedando la curva de calibrado para el HT en el rango de
concentraciones 2.1-42ng/ml y 1.5-30ng/ml para el AH. Las muestras control se prepararon en

concentraciones 10.5, 21 y 35ng/ml para el HT, y 7, 15y 25ng/ml para AH.

Hidrdlisis acida, extraccidn y derivatizacion del plasma

Para llevar a cabo la hidrdlisis 4cida se adicionaron 15ng de estandar interno y 100ul
de una soluciéon 1M de metabisulfito sédico a 1ml de plasma, 60ug de 4-metilcatecol para
prevenir la union de los compuestos fendlicos a las proteinas y acido clorhidrico 0.5 M vy se
incubd la mezcla durante 20 minutos en una bafio seco a 100°C. Una vez a temperatura
ambiente, se afiadieron 75ul de acido perclérico a una concentracién de 700 g/L con el fin de
precipitar las proteinas, momento tras el cual se ajustd el pH de la mezcla entre 3 y 3.5 con
hidréxido sdédico 1 M. Se centrifugd a 300xg durante 5 minutos, siendo transferido el
sobrenadante a tubos de cristal para su posterior extraccién liquido-liquido con 4ml de una
mezcla de acetonitrilo/acetato de etilo (proporcién volumétrica 1:4). Una vez agitado durante
30 minutos y centrifugado a 300xg (5 minutos), la fase orgdnica se evapord y los residuos
fueron derivatizados con 75ul de una mezcla de MSTFA/ NH4I/2-mercaptoetanol (2g de NH4l y

6ml de 2-mercaptoetanol por litro de MSTFA) durante 60 minutos a 60°C.
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Analisis cromatografico

La cuantificacidon de HT y AH se realizé en 2ul de la muestra derivatizada mediante un
cromatégrafo de gases Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, EEUU) acoplado a un espectrémetro de
masas (CG/EM), equipado con un cromatégrafo de gases HP5980, un detector masa-selectivo
HP5973 y un inyector HP7683 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU). La separacion de
los compuestos fue realizada con una columna capilar de fenilmetil silicona entrecruzada al 5%
HP Ultra 2 (12.5m de longitud x 0.2mm de diametro interno y 0.33um de grosor de capa)
(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EEUU).

Las condiciones del sistema fueron las que siguen:
- Gas portador (Fase mavil): 1ml/min de helio a 180°C.

- Horno del CG: programado de 80 a 200°C (15°C/min) y de 200 a 280°C (25°C/min),

siendo en este ultimo el que se mantuvo durante 3 minutos.
- Tiempo total de paso 15 minutos.

- Las muestras plasmaticas se inyectaron casi al completo (modo splitless) de modo que
los analitos se acumularan en la cabeza de la columna, debido a la baja concentracion

de los analitos.

- Detector: accionado en modo deteccidn idn-simple, los compuestos fueron ionizados

por impacto de electrones.

Para las determinaciones cuantitativas se identificaron los iones del estandar interno,
HT y AH en las m/z (razén masa/carga) 206, 370 y 312 respectivamente, tanto de las muestras

como de la curva de calibraciéon, expresandose los resultados como ng/ml.

3.9. ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Se realizd el analisis histopatoldgico y se tifieron las muestras con hematoxilina-eosina
para poder posteriormente evaluar el estado del tejido. El nivel de dafo en el tejido cardiaco
se evalué mediante el grado de Billingham®”°, segun el siguiente criterio: 0.0: sin lesién, 0.5:
tejido anormal pero sin lesién debido a la doxorubicina, 1.0: <5%, 1.5: 6-15 %, 2.0: 16-25 %,

2.5:26-35 %, 3.0: > 35 % de las células con dafio producido por doxorubicina.
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Tincién con hematoxilina-eosina
Tanto las muestras biopsiadas como los tumores extirpados tras el sacrificio fueron
procesadas para su inclusién en bloques de parafina. Para ello, se incluyeron en el procesador

de tejidos Leica ASP 300 (Leica, Wetzlar, Alemania) mediante el siguiente protocolo:

1.- Formaldehido 3,9-4% (2 horas).

2.- Etanol al 70% (2 horas).

3.- Etanol al 96% (2 horas).

4.- Etanol absoluto (3 pases de 1 hora: total 3 horas) (Panreac, Barcelona, Espaia).

5.- Sustituto del Xileno (3 pases de 1 hora: total 3 horas) (Neoclear:lsoparafina H, Panreac,
Barcelona, Espafia).

6.- Parafina liquida (3 pases, los dos primeros de 1 hora y el Gltimo de 2 horas) (Histosec

Pastillas, Merck. Damstadt, Alemania).

Seguidamente los bloques fueron montados utilizando el montador (Tissue-Tek,
Sakura, Torrance, USA), depositados sobre la placa fria e incubados 20 minutos a 4°C con el
objetivo de enfriar la superficie del bloque para facilitar el corte. A continuacidn, se ensambld
cada bloque en el microtomo y se cortd su superficie hasta que ésta quedd igualada para
obtener un corte representativo de la muestra. Tras programar el espesor del corte a 3 um, se
llevaron a cabo varios cortes seriados del bloque que, con ayuda de una aguja histoldgica, se
depositaron en una bafio de agua suplementado con etanol absoluto para extender los cortes
y evitar pliegues. Una vez extendidos, se recogieron los cortes con un portaobjetos limpio y se
dejaron secar portaobjetos de 76x26mm (Menzel-Glaser®, Braunschweig, Alemania) en una
estufa a 37°C durante 1 hora. Acto seguido se tifieron mediante el uso de la técnica de
hematoxilina y eosina mediante tefidor automatico (Autostainer XL, LEICA. Wetzlar, Alemania)

aplicando el siguiente protocolo:

1.- Desparafinar mediante microondas durante 5 minutos, dos pases de 5 minutos con
Neoclear e hidratar con alcoholes decrecientes hasta agua.

2.- Teiiir con hematoxilina de Harris (Hx 747515, Merck, Damstadt, Alemania) durante 5
minutos.

3.- Lavado con agua corriente.

4.- Diferenciar en agua amoniacal (5%) durante varios segundos.
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5.- Azular con agua corriente durante 3 minutos.

6.- Colorear con eosina (Eosina de Etilo, Carlo ErbaReagentiSpA. Rodano, Italia).

7.- Deshidratar mediante alcoholes crecientes de 70% (2 minutos), 96% (2 minutos) y
absoluto (2 minutos) y aclarar en neoclear durante dos segundos.

9.- Montaje con cubre de 24x60mm (HirschmannlLaborgerdte. Eberstadt, Alemania)

mediante montador automatico CV 5030 (Leica, Wetzlar, Alemania).

Tras esta tincion se procedié al estudio histopatolégico de las muestras llevado a cabo
por un patdlogo experto siguiendo los criterios histopatolégicos de malignidad que se detallan

a continuacion:

a) Gradacién de Bloom-Richardson en tres grados: | (3-5); Il (6-7); Ill (8-9) segun la
siguiente baremacion:
- Atipia nuclear (1 a 3) en base al tamafio y forma de los nucleos, su cromatina y la
presencia de nucleolos.
- Patrén arquitectural. Porcentaje de area sélida. 1= <25%; 2= 25-75%; 3 = >75%.
- Nimero de mitosis. 1= 0-9/10CGA; 2= 10-19/10CGA; 3= >19/10CGA.
b) Patron arquitectural:
- Cribiforme (>70% de este patrdn).
- Mixto (30-70% del patron cribiforme y el resto del papilar).
- Papilar (< 30% de patrdn cribiforme).

- Otros: Sdlido, tubular.

3.10. ANALISIS MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS
MITOCONDRIAS DEL MUSCULO CARDIACO

Las muestras de musculo cardiaco se prefijaron en formaldehido al 1.5 % en tampdn
cacodilato al 1 %, pH 7.4 durante 2 horas a 4°C. Después de 3 lavados en tampdn cacodilato, se
fijaron las muestras en tetréxido de osmio al 1 % durante 60 minutos a 0-4°C. Las muestras se
deshidrataron en etanol absoluto y fueron embebidas en resina Epon. Después de incubacion
toda la noche a 65°C, se cortaron secciones ultrafinas (70 nm) con un cuchillo de diamante
usando un ultrakut S ultramicrotomo, y se pusieron en una red de malla de cobre. Todas las
secciones se tifieron con uranilacetato, y se vieron en un microscopio electrénico Carl Zeiss

EM10C (Oberkochen, Alemania) a 40.000 X en el Centro de Instrumentacién Cientifica de la
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Universidad de Granada. Se hizo un andlisis de la morfologia mitocondrial, el area y porcentaje

de mitocondrias alteradas. Para esto se usé el programa NIH ImageJ®’.

3.11. MARCADORES DE DANO PROTEICO POR OXIDACION MEDIDO
MEDIANTE CROMATOGRAFIA/ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC/MS)

Las proteinas carbonilo glutdmicas (GSA),semialdehidosaminoadipicos(AASA),
carboximetil lisina (CML), carboxietil lisina (CEL) y MDAL se determinaron como derivados
metilester del acido trifluoroacético en muestras de proteinas mitocondriales reducidas,
hidrolizadas en medio acido y deslipidadas por GC/MS usando un método de dilucién isotdpica

2y mediante un cromatégrafo de gases Serie Il 6890 | (Agilent,

previamente descrito
Barcelona, Espafia) con un detector selectivo de masas 5973A y un inyector automatico Serie
7683, una columna de 30m x 0.25 mm x 0.25 um HP-5MS y a la temperatura descrita por el
programa®’’.

La cuantificacién se hizo por estandarizacidén externa usando curvas patrén elaboradas
a partir de mezclas de patrones deuterados y no deuterados. Los analisis se realizaron por
monitorizacion de iones GC/MS (SIM-GC/MS). Los iones usados fueron: lisina y [*Hg]lisina, m/z
180 y 187 respectivamente, &cido 5-hidroxi-2-aminovalerico y [*Hs] &cido 5-hidroxi-2-
aminovalérico (derivados estables del GSA), m/z 280 y 285 respectivamente, acido 6-hidroxi-2-
aminocaproico y [*H,] acido 6-hidroxi-2-aminocaproico (derivados estables del AASA), m/z 294
y 298 respectivamente, CML y [2H,]CML, m/z 392 y 396 respectivamente; CEL y [2H,]CEL, m/z
379 y 383 respectivamente, y MDAL vy [*Hg]MDAL, m/z 474 y 482 respectivamente. Las
cantidades de producto se expresaron como la relacién umol de GSA, AASA, CML, CEL o MDAL

/ mol de lisina.

3.12. DETERMINACION DE PROTEINAS PARA EL ENSAYO DE ACTIVIDAD
DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES 1 Y IV

Previa a la determinacién de la actividad de los complejos, es necesario conocer la
cantidad de proteinas de cada muestra para poder cargar en cada pocillo. Hemos usado el kit
de determinaciéon de proteinas Pierce’ BCA ProteinAssay Kit (Pierce Biotechnology, 3747
N.Meridian Road, Rockford, IL 61105 USA).

Para ello, primero prepararemos una curva patrén, usando el estandar de albumina 2
mg/ml del que dispone el kit. En nuestro caso la determinacién la llevamos a cabo en

microplacas usando el protocolo estandar recomendado por el proveedor.

101



Material y métodos

Después de preparar la curva patrén (0-2000 pg/ml), ya podemos seguir con el protocolo:

1. Pipetear 25 pl de cada vial de la curva y de cada muestra en cada pocillo. Si es
necesario, diluir la muestra.

2. Afadir 200 ul de reactivo de trabajo a cada pocillo y agitar la placa durante 30
segundos. Preparar el reactivo de trabajo mezclando 50 partes del reactivo BCA A
(carbonato soédico, bicarbonato sddico, acido bicinchoninico, tartrato sodico en
hidréxido sédico 0.1 M) con 1 parte del reactivo BCA B (sulfato de cobre al 4%).

3. Cubrir la placa e incubar a 37°C durante 30 minutos.

4. Dejar enfriar la placa hasta que alcance temperatura ambiente.

5. Leer la absorbancia a 562 nm en un lector de microplacas.

3.13. ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES 1 Y IV

Se realizdé el ensayo usando un kit de actividad enzimatica dipstickMitoSciences
(MitoSciences Inc. Oregon, EEUU) y un lector de dipsticksimmunochromatoreader MS1000
(Mitosciences Inc. Oregon, EEUU). Los resultados fueron analizados con el programa de

determinacién MS1000 (ver.1.0.1.2).

Fundamento del ensayo en el complejo |

anti-Cl NADH +NBT

NBTH (precipitado

WD) coloreado)

Figura 29. Esquema de la reacciéon producida en la lamina. El anticuerpo presente en la lamina captura al
complejo I. Al aiadir al medio NADH y NBT, la oxidacién del NADH, sustrato natural del complejo I, produce una
reduccién del NBT, que es un compuesto coloreado que precipita y da color a la banda en la lamina. La intensidad
del color de la banda sera proporcional a la actividad del complejo I.

La técnica consiste en una laminade nitrocelulosa con un anticuerpo monoclonal anti
complejo | en la superficie de la ldmina. Este anticuerpo “captura” al complejo | de la muestra.
A continuacién se sumerge la ldmina en una solucién que contiene nicotinamidadinucleotido

(NADH) y nitrotetrazolio azul (NBT) como aceptor de electrones. El complejo | capturado oxida
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el NADH y el protdn (H") resultante reduce el NBT, produciendo un precipitado azul-morado en
la linea de la Idmina donde se encuentra el anticuerpo. La intensidad de la sefial corresponderd

a la actividad del complejo I (figuras 29, 30y 31).

Extremo grueso

Almohadilla de fieltro
(quitada durante el desarrollo de la
sefial)

- Membrana de nitrocelulosa

Senal del
complejo |

Direccion del flujo de la muestra

Extremo fino

Figura 30. Dibujo esquematico de la lamina donde se produce la reaccién entre el complejo | y el NADH, que
proporcionara la medida de la actividad del complejo I.

Protocolo experimental para el complejo |
Se pueden obtener extractos proteicos para la determinacion a partir de tejidos o a

partir de cultivos celulares. Las muestras deben almacenarse en frio.

El proceso consta de 2 partes: extraccidon de la muestra y determinacién de la actividad

del extracto:

a) Extraccidn de la muestra:

Pesar aproximadamente 50 mg de tejido.

Afadir entre 5y 10 volumenes de tampdn A en frio a la muestra.
Homogeneizar la muestra utilizando un potter de vidrio.

Mantener la muestra en hielo durante 20 minutos agitando cada 5 minutos la muestra.

A e

Centrifugar el extracto celular en una microcentrifuga a 13.000 — 16.000 r.p.m durante

20 minutos a 4°C.
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6. Recoger el sobrenadante y determinar la concentracion de proteinas del extracto
proteico de la muestra. La concentracidn de proteinas deberia ser mayor de 1 mg/ml.
7. Proceder a la determinacion de la actividad del complejo | usando para ello un lector

de dipsticksimmunochromatoreader MS1000 (Mitosciences Inc. Oregon, EEUU).

b) Determinacion de la actividad:

El siguiente paso es determinar la actividad del complejo | mitocondrial. Para ello
primero deberemos crear una curva patrén con concentraciones de muestra conocidas y
determinar qué cantidad de proteina es la adecuada para cargar en los pocillos de la
microplaca cuando determinemos las muestras. Cuando obtengamos una concentracién de la
curva patron en la que la sefial se satura, la cantidad de proteinas a cargar sera la
inmediatamente anterior a la concentracién de saturacién de la sefial. Los siguientes pasos se
deberan realizar tanto para la realizacién de la curva como para la determinacion de las

muestras:

1. Afadir la cantidad de proteina elegida en un pocillo de la microplaca.

2. Diluir la muestra afadida hasta 25 pl con tampdn A.

3. Mezclar los 25 pl de muestra en tampdn Ay 25 ul de tampdn B en el pocillo de la placa
y agitar.

4. Colocar la lamina de nitrocelulosa en el pocillo colocando el borde inferior en el fondo
del pocillo.

5. Dejar correr todo el volumen de muestra a través de la membrana. El proceso tarda
entre 15 y 45 minutos dependiendo de la viscosidad de la muestra.

6. Afadir 30 ul de tampdn C al pocillo con la membrana.

7. Dejar subir el tampdn a través de la membrana durante 10 minutos.

8. Preparar el tampdn de actividad mezclando los contenidos de los tubos 1, 2 y 3

siguiendo la tabla:
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Tabla 6. Proporciones de reactivos necesarias para elaborar el reactivo de trabajo para el

complejo I.
Volumen del tampdn Tubol(plL) Tubo2(uL) Tubo3
de actividad (mL)
5mL 100 50 4.85
10mL 200 100 9.7
9. Anadir 300 pul del tampdn de actividad en un pocillo nuevo.

10.
11.

12.

13.

14.

15.

Quitar la almohadilla de fieltro de la l[dmina.

Colocar la lamina en el pocillo con el tampdn de actividad. El anticuerpo frente al
complejo | estd localizado a unos 7 mm del borde inferior de la lamina.

Dejar actuar durante 30 a 45 minutos.

Afadir 300 ul de agua bidestilada a un nuevo pocillo.

Una vez pasados los 30 — 45 minutos, colocar las membranas en el pocillo con agua
durante 10 minutos.

Secar la lamina y determinar la intensidad de la sefial con un lector de
dipsticksimmunochromato reader MS1000 (Mitosciences Inc. Oregon, EEUU) o con

otro dispositivo de imagen adecuado.
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Figura 31. Esquema general de la reaccidon producida en la lamina. El anticuerpo captura al complejo, con
actividad enzimatica. Al anadir sustrato, se produce un compuesto coloreado que precipita en la lamina y da el
color cuya intensidad determinara la actividad del complejo.

Fundamento del ensayo en el complejo IV

J

Citocromo c (reducido)

Citocromo c (oxidado)
DAB
DAB (oxidado — precipitado
coloreado)

Citocromo c (reducido)

Figura 32. Esquema de la reaccion de determinacion de la actividad para el complejo IV de la cadena de
transporte electrénico mitocondrial. El anticuerpo presente en la lamina captura al complejo IV. Al anadir
citocromo c, sustrato del complejo IV, el complejo IV oxida al citocromo c. El citocromo ¢ oxidado se reduce
ahora, oxidando a un compuesto, el DAB, que en su forma oxidada forma un precipitado de color, que dara la
banda cuya intensidad mediremos para obtener el dato de la actividad del complejo IV.
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Para el complejo 1V, el proceso es similar al complejo I. En este caso, el complejo IV se
une al anticuerpo de la lamina. En el pocillo donde se va a producir la reaccidn hay citocromo c
reducido y di amino bencidina tetracloruro (DAB). El complejo IV oxida al citocromo ¢ reducido,
qgue al estar oxidado, oxida al DAB y produce un precipitado de un color rojizo en la ldmina

(figuras 32y 33).

Extremo grueso

Almohadilla de fieltro
(quitada durante el desarrollo de la
sefial)

- Membrana de nitrocelulosa

— <« Senal de COX

Direccion del flujo de la muestra

Extremo fino

Figura 33. Dibujo esquematico de la lamina donde se produce la reaccién entre el complejo IV y el citocromo c,
que proporcionara la medida de la actividad del complejo IV.

Protocolo experimental para el complejo IV
El procedimiento es exactamente igual que para el complejo |, exceptuando los

reactivos de los tubos 1y 2.

Al igual que para el complejo I, deberemos crear una curva patrén para determinar
qué cantidad de proteina hay que cargar en los pocillos al determinar las muestras. El
protocolo también se deberd seguir tanto para elaborar la curva patrén como para las

muestras:

1. Afadir la cantidad de proteina elegida en un pocillo de la microplaca.

2. Diluir la muestra afadida hasta 25 pl con tampdn A.

107



Material y métodos

3. Mezclar los 25 pl de muestra en tampdn Ay 25 ul de tampdn B en el pocillo de la placa
y agitar.
4. Colocar la [dmina de nitrocelulosa en el pocillo colocando el borde inferior en el fondo
del pocillo.
5. Dejar correr la todo el volumen de muestra a través de la membrana. El proceso tarda
entre 15 y 45 minutos dependiendo de la viscosidad de la muestra.
6. Afiadir 30 ul de tampdn C al pocillo con la membrana.
7. Dejar subir el tampdn a través de la membrana durante 10 minutos.
8. Preparar el tampdn de actividad mezclando los contenidos de los tubos 1, 2 y 3
siguiendo la tabla:
Tabla 7. Proporciones de reactivos necesarias para elaborar el reactivo de trabajo para el
complejo IV.
Volumen del tampédn Tubol(pl) Tubo2(uL) Tubo3
de actividad (mL)
5mL 50 250 4.7
10mL 100 500 9.4
9. Anadir 300 pl del tampdn de actividad en un pocillo nuevo.

10.
11.

12.

13.

14.

15.

Quitar la almohadilla de fieltro de la [dmina.

Colocar la lamina en el pocillo con el tampdn de actividad. El anticuerpo frente al
complejo IV esta localizado a unos 7 mm del borde inferior de la ldamina.

Dejar actuar durante 30 a 45 minutos.

Afadir 300 ul de agua bidestilada a un nuevo pocillo.

Una vez pasados los 30 — 45 minutos, colocar las membranas en el pocillo con agua
durante 10 minutos.

Secar la lamina y determinar la intensidad de la sefial con un lector de
dipsticksimmunochromatoreader MS1000 (Mitosciences Inc. Oregon, EEUU) o con

otro dispositivo de imagen adecuado.
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3.14. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS MEDIANTE GC/MS

Los grupos acilo de los lipidos mitocondriales del corazén fueron analizados como
derivados de metilester por GC/MS como se describié previamente®*. La separacion se realizé
en una columna capilar SP2330 (30 m x 0.25 mm 9 0.20 Im) en un cromatégrafo de gases
Hewlett Packard GC Serie Il (Agilent, Barcelona, Espafia). Se usé un espectrémetro de masas
Hewlett Packard 5973A como detector en el modo impacto electrdnico.

La identificacién de los metil esteres se hizo comparandolos con patrones y segun el
principio de la espectrometria de masas. Los perfiles de acidos grasos mitocondriales fueron
expresados como mol %. Los siguientes indices de acilos grasos fueron también calculados:
acidos grasos saturados (SFA), 4acidos grasos no saturados (UFA), acidos grasos
monoinsaturados (MUFA), acidos grasos poliinsaturados desde n-3 y n-6 (PUFANn-3 y PUFAN-6);
longitud media de la cadena (ACL)= [(2%Totall4 x 14) + (2%Total16x16) + (2%Total18x18) +
(2%Total20x20) + (3%Total22x22)]/100; indice de doble enlace (DBI)=[(1xZmol% monoenoico)
+ (2xIZmol% dienoico) + (3xImol% trienoico) + (4xImol% tetraenoico) + (5xZmol%
pentaenoico) + (6xImol% hexaenoico)], e indice de peroxibilidad (Pl)= [( 0.025xImol%
monoenoico) + (1xZmol% dienoico) + (2xImol% trienoico) + (4xImol% tetraenoico) +

(6xZmol% pentaenoico) + (8xXmol% hexaenoico)].

3.15. DETECCION DE APOPTOSIS IN-SITU

Secciones de tejido cardiaco se tifieron usando el ensayo TUNEL (terminal
deoxynucleotidyltransferase (TdT) dUTP-nick-endlabeling), mediante un kit comercial de

deteccion de apoptosis (Genscript, New Jersey, USA).

Protocolo experimental

1. Eliminar la cera y rehidratar las secciones de tejido aplicando calor durante 30
minutos a 60°C.

2. Rehidratar lavando 2 veces en xileno durante 5 minutos y luego en etanol variando la
concentraciéon gradualmente (primero etanol 100%, luego al 95%, 90%, 80% y 70%)
durante 5 minutos cada lavado.

3.  Incubar los tejidos con 200 ml de tampodn citrato 0,1 M (pH 6) en un recipiente de

plastico. Irradiar a 750w durante un minuto.
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4.  Afadir 80 ml de agua bidestilada al recipiente de plastico y dejar atemperar hasta
temperatura ambiente, una vez la temperatura del agua se haya estabilizado,
transferir las secciones de tejido a otro recipiente de plastico con PBS.

5. Incubar con tampdén de bloqueo Il durante 30 minutos a 15-25°C.

6. Enjuagar las secciones de tejido 2 veces durante 5 minutos con PBS. Mantener los
alrededores de las muestras secos.

7.  Afadir 50 pl de mezcla de reaccién TUNEL a las muestras. Colocar un cubreobjetos
sobre las muestras e incubar durante 60 minutos a 37°C en humedad y oscuridad.

8.  Lavar las muestras 3 veces durante 5 minutos con PBS. Volver a mantener la zona
circundante de las muestras seca.

9.  Afadir 50 ul de solucidn Estreptavidina-HRP a las muestras. Incubar durante 30
minutos a 37°C en humedad y oscuridad.

10. Lavar las muestras 3 veces durante 5 minutos con PBS.

11. Anadir 50 pl de solucion DAB e incubar durante un minimo de 30 segundos y un
maximo de 5 minutos a 15-25°C.

12. Lavar las muestras 3 veces durante 5 minutos con PBS.

13. Colocar un cubreobjetos sobre el portaobjetos de las muestras y analizarlas
empleando un microscopio éptico.

Reactivos

Tampon de bloqueo Il (pH 7,5)
Tris-HCI 0,1 M.

BSA 3 %.

Suero bovino fetal 20 %.
Mezcla de reacciéon TUNEL

45 pl de tampodn equilibrador.
1 pul de biotin-11-dUTP.

4 pl de TdT pH 7,2 (150 mMKCI, 1mM 2-mercaptoetanol y 50 % glicerol en 60 mM
de KPB).

Solucion de estreptavidina

0,5 ul estreptavidina-HRP.

99,5 ul PBS.

Solucion de trabajo DAB

110



Material y métodos

2,5 ul de DAB-A en 50 ul de agua bidestilada.
2,5 ul de DAB-B.
2,5 ul de DAB-C.

Los tejidos los evalud un patdlogo. En los casos en los que fue posible, se contaron al
menos 1000 células cardiacas y el indice apoptdtico se obtuvo calculando el porcentaje de

células apoptéticas positivas.

3.16. WESTERN BLOTTING

Fundamento

La técnica de western blotting consiste en la realizacién de una electroforesis a las
muestras que se van a analizar sobre un gel de acrilamida que sirve de soporte para el avance
de las proteinas durante el proceso. Con esto, pretendemos separar las diferentes proteinas
gue se encuentran en la muestra para poder detectar la proteina de interés. Posteriormente,
y para facilitar el manejo de las muestras, se realiza una transferencia aplicando una corriente
eléctrica de las proteinas desde el gel a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF).
Una vez hecho esto, se incuba la membrana con un anticuerpo primario frente a la proteina
que se desee detectar, un anticuerpo secundario que se une al primario y que se encuentra
unido a peroxidasa de rdbano, que va a reaccionar con el reactivo de quimioluminiscencia para

dar la imagen deseada.

Se les realizd la técnica de western blotting a las muestras de tejido cardiaco para
determinar la expresidon de determinadas proteinas relacionadas con el estrés oxidativo y la

biogénesis mitocondrial.

Protocolo experimental
1. Preparacion de las muestras junto con tampdn reductor (XT reducing agent. Bio-Rad
Laboratories. Madrid, Espafia) y tampén de carga (XT Sample Buffer, 4x. Bio-Rad
Laboratories. Madrid, Espafia) para permitir la movilidad de las proteinas en el gel.
2. Carga de las muestras en el gel de acrilamida (Bio-Rad CriterionPrecastGel.Bio-Rad
Laboratories. Madrid, Espaia.) junto con tampdn de electroforesis.
3. Realizar la electroforesis en una cubeta de electroforesis(Bio Rad Criterion™ Cell. Bio-

Rad Laboratories. Madrid, Espafia.) a 200 V.
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10.

11.

12.

13.

Realizar la transferencia en una cubeta para transferencia (Bio Rad Criterion™ Blotter.
Bio-Rad Laboratories. Madrid, Espafia.) de las proteinas del gel a la membrana de PVDF
(Bio-Rad Criterion Gel BlottingPVDF.Bio-Rad Laboratories. Madrid, Espafia.) con
tampdn de transferencia,manteniendo constante un amperaje de 0,45 A.

Una vez terminada la transferencia, bloquear la membrana en tampdn de bloqueo a
4°C para evitar uniones inespecificas del anticuerpo a la membrana.

Tras el bloqueo, lavar la membrana con tampédn tris salino (TBS) para eliminar los
restos del tampdn de bloqueo.

Preparar el anticuerpo primario. Cada anticuerpo debera prepararse a una dilucion
determinada, segun el tipo de anticuerpo y las especificaciones de la casa comercial.
Insertar la membrana en una bolsa de plastico termosellable, afadir el anticuerpo y
sellar la bolsita para que el anticuerpo quede dentro.

Mantener en agitaciéon a 4°C el tiempo necesario segln las especificaciones del
anticuerpo, normalmente durante 24 horas.

Una vez terminada la unién al primer anticuerpo, abrir la bolsa y sacar la membrana.
Realizar 3 lavados de 5 minutos cada uno en tampon Tris salino Tween (TBS-T).
Preparar el anticuerpo secundario (BioRadlmmun-StarGoat Anti-Mouse-HRP
conjugate. Bio-Rad Laboratories. Madrid, Espafia.) a una dilucidon 1:40000 en TBS-T y
verterlo sobre la membrana en un recipiente, para permitir que el anticuerpo
secundario se una al primario. Mantener 60 minutos en agitacidn a temperatura
ambiente.

Transcurridos los 60 minutos, lavar la membrana 2 veces durante 5 minutos con TBS-T
y 1 vez con TBS durante 5 minutos para eliminar los restos de anticuerpo secundario
gue no se hayan unido al anticuerpo primario.

Anadir el reactivo de quimioluminiscencia (Immun-Star™ HRP Chemiluminescence Kits.
Bio-Rad Laboratories. Madrid, Espafia.) sobre la membrana durante 5 minutos,
transcurridos los cuales se procedera al revelado de la membrana en una unidad

capturadora de imagenesLAS-4000 Mini (Fujifilm. Tokio, Japdn).
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Reactivos

— Tampon de electroforesis
Tris base (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU.).
Glicina (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU.).
SDS (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU.).
— Tampon de transferencia pH 8,3
Metanol 20% (HPLC-gradiente PAI-ACS. Panreac®. Panreac Quimica S.L.U.
Barcelona, Espafia.).
Tris/glicina (Tris/glycine buffer, 25 mM Tris, 192 mM glycine. Bio-Rad
Laboratories. Madrid, Espaia.).
— Tampoén de bloqueo pH 7,6
Leche descremada (Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad Laboratories. Madrid,
Espafia.).
Tris base 0,02 M (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU.).
NaCl 0,137 M (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU.).
Tween 20 0,01 % (Bio Rad Laboratories. Madrid, Espafia.).
— Tampon Tris Salino (TBS) pH 7,6
Tris base 0,02 M (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU.).
NaCl 0,137 M (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU.).
— Tampodn Tris salino Tween (TBST) pH 7,6
Tris base 0,02 M (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU.).
NaCl 0,137 M (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU.).
Tween 20 0,01 % (Bio Rad Laboratories. Madrid, Espafia.).

Anticuerpos primarios

— Factor de transcripcién mitocondrial A (TFAM), raton monoclonal, dilucidn
1:200 (Santa Cruz Biotechnology®, inc. California, EEUU.).

— Factor nuclear 2 (derivado de eritrocito 2) (Nrf2), ratén monoclonal, diluciéon
1:1000 (Abcamplc. Cambridge, Reino Unido.).

— PB-actina, ratén monoclonal, dilucion 1:500 (Abcamplc. Cambridge, Reino

Unido.).
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3.16.1. ANALISIS DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES Y EL FACTOR
INDUCTOR DE APOPTOSIS (AIF)

La concentracidn de los complejos mitocondriales | a IV y AIF se estimé mediante la

373
I

técnica de Western Blot descrita por Caro y col.””” Los anticuerpos primarios usados fueron:

Anticuerpos primarios

— Anticuerpo monoclonal especifico para la subunidad (NDUFA9) de 39 KDa y la
subunidad (NDUFS3) de 30 KDa del complejo I, dilucién 1:1000 en ambos casos.
(Molecular Probes, Invitrogen Ltd, UK).

— Subunidad de 70 KDa del complejo Il (Flavoproteina), dilucion 1:500. (Molecular
Probes, Invitrogen Ltd, UK).

— Subunidad (Core Il) de 48 KDa y la subunidad 29 KDa (proteina Rieske hierro-
azufre) del complejo Ill, dilucion 1:1000 en ambos casos. (Molecular Probes,
Invitrogen Ltd, UK).

— Subunidad (COXI) del complejo IV, diluciéon 1:1000.(Molecular Probes, Invitrogen
Ltd, UK).

— Anticuerpo monoclonal especifico para C-terminus (aminodcidos 593-613) de AlF,
dilucién 1:1000 (Sigma, Madrid, Espafia).

— Anticuerpo para la porina, dilucién 1:5000 (Molecular Probes, Invitrogen Ltd, UK)
como control para la cantidad total de mitocondria se usdé también para
determinar las proporciones de complejo I, II, Ill, IV y AIF referidas a la masa

mitocondrial total.

También se usaron anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasasy sustrato

(Millipore, MA, USA) para la deteccion de los anticuerpos primarios.

La cuantificacidon de la sefial y la grabacién se hicieron con equipo ChemiDocBiorad
(Laboratorios Biorad, Inc. Barcelona, Espafia). La concentracion de proteinas se determiné por

el método Bradford (Pierce Biotechnology, 3747 N.Meridian Road, Rockford, IL 61105 USA).
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3.17. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados representan la media y el error estandar de la media. Antes de realizar
el andlisis estadistico, se comprobd la normalidad y homogeneidad de las variables usando los
test de Kolmogorov—Smirnoff y Levene. Cuando una variable no seguia una distribucidon
normal, se transformd y se volvié a analizar. Se buscaron diferencias significativas (P<0.05)
mediante un analisis de varianzas (ANOVA). Para evaluar las diferencias entre medias entre
grupos, se realizé un test de Bonferroni. Todas aquellas variables histopatoldgicas, actividades
de los complejos | y IV y las que no siguieron una normalidad se analizaron mediante el test no
paramétrico de Kruskall-Wallis y el test U-Mann-Whitney. Para realizar todo esto se uso el

programa informdtico SPSS (SPSS para Windows, 15.0, 2006; SPSS, Inc., Chicago, IL).

115






Resultados

4. RESULTADOS

4.1. APARICION DE TUMORES

El modelo de carcinogénesis mamaria inducida con DMBA muestra que todos los
animales con cdncer en el momento basal presentaron valores de multiplicidad tumoral
similares entre los grupos de experimentacion.El volumen de partida del tumor fue
practicamente el mismo (2c m?), de hecho, no hubo diferencias significativas entre grupos con

respecto a este parametro.

4.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE HIDROXITIROSOL Y SU
METABOLITO ALCOHOL HOMOVANILICO

Como queda reflejado en la Figura 34, el hidroxitirosol fue el compuesto hallado de
forma mayoritaria, seguido de alcohol homovanilico. El grupo HT es el que mas cantidad de
hidroxitirosol conservd, siendo significativa con respecto a DOX+HT. Por otra parte, no se
encontraron diferencias significativas entre los de tratamiento en relacién al alcohol

homovanilico.

OHT ODOX+HT

*

N R

Hidroxitirosol Alcohol homovanilico

Concentracion (ng/ml)
bd s on

L]

Figura 34. Niveles de hidroxitirosol y su metabolito alcohol homovanilico en plasma en los grupos tratados con
hidroxitirosol e hidroxitirosol con doxorubicina.

116



Resultados

4.3. PARAMETROS BIOQUIMICOS PLASMATICOS. PESO CORPORAL Y DEL
CORAZON Y RELACION ENTRE PESO DEL CORAZON/PESO CORPORAL

Respecto a los pesos corporales y de corazén, no hubo diferencias significativas en
ninguno de los grupos tratados con hidroxitirosol o doxorubicina. Para los indicadores de dafo
cardiaco (CK, LDH, ALT y AST), la CK se presentd elevada en los grupos DOX y DOX+HT, y
disminuida en el grupo HT, compardndolos con el grupo control, aunque sin diferencias

significativas. Los demas parametros tampoco presentaron diferencias relevantes (Tabla 8).

Tabla 8. Efectos de la doxorubicina, hidroxitirosol y su combinacién en los parametros
plasmaticos, peso corporal y del corazén.

Grupo Control HT DOX DOX+HT

Glucosa (mg/dl) 184+ 20 204+ 15 251+31 302452

Proteina total

4.4+ 0.4 4.3+0.3 8.7+t 2.6 18.0+ 6.7
(9/dl)
CK (U/L) 103.0+17 64.0+19 164.0+45 151.0+77
LDH (U/L) 376.0+66 323.0+68 304.0433 327.0491
ALT (U/L) 21.948.5 10.743.5 11.343.9 15.043.8
AST (U/L) 33.6#8.9 18.942.8 14.9+2.7 17.7+2.9
Peso corporal (g) 271.448.9 266.617.4 256.0+3.3 253.846.0
Peso del corazon (g) 1.04+0.039 1.0340.042 0.93+0.037 0.97+0.046
Relacion peso
corazén/corporal 3.88+0.2 3.88+0.1 3.63140.13 3.82+0.17

(mg/q)

Los valores estan expresados como la media + EEM. Las letras, cuando son diferentes, representan diferencias
significativas (P<0.05). Control: grupo control; HT: grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas
tratadas con doxorubicina; DOX+HT: grupo de ratas tratadas con doxorubicina e hidroxitirosol. CK: creatin
quinasa; LDH: lactato deshidrogenasa; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa.
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4.4. PERFIL LIPIDICO EN CORAZON

Los valores de acidos grasos de la membrana mitocondrial de las células cardiacas no
presentaron diferencias, ni tampoco con respecto al indice de peroxibilidad o al de doble

enlace (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de la doxorubicina, hidroxitirosol y su combinacién sobre la composicion (%)
de acidos grasos del total de lipidos en corazén.

Control HT Dox DOX+HT
14:0 1.18+0.12 1.10+0.07 1.22+0.13 1.12+0.19
16:0 21.38+1.18 22.0840.70 23.11+1.22 23.20+1.55
16:1n-7 0.86%0.0.07 0.74+0.04 0.96+0.10 0.97#0.0.16
18:0 27.61+1.08 29.97+0.36 27.25+0.80 28.9640.10
18:1n-9 14.34+0.45 14.3940.60 14.7610.75 12.79+0.84
18:2n-6 8.74+1.27 5.89+0.47 7.21+1.46 6.0440.69
18:3n-3 0.3640.06 0.44+0.07 0.45+0.08 0.34+0.05
18:4n-6 2.68+0.11 2.88+0.22 2.2840.17 2.71+0.26
20:0 1.15+0.07 1.14+40.07 0.97+0.08 1.0240.20
20:3n-6 0.26%0.03 0.2240.01 0.20+40.02 0.23#0.01
20:4n-6 8.18+1.21 6.68+1.09 7.64+1.12 7.7540.19
20:5n-3 0.8240.10 0.97+0.06 0.7340.04 0.6240.10
22:0 1.75+0.13 2.2340.18 1.64+40.13 1.7140.26
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22:4n-6

22:5n-6

22:5n-3

24:0

22:6n-3

24:5n-3

24:6n-3

ACL

SFA

UFA

MUFA

PUFA

PUFAn-3

PUFAn-6

DBI

PI

0.7140.12

0.9940.02

0.9940.08

0.31140.02

3.9440.50

1.2540.15

2.4340.22

18.2940.07

53.394+2.45

46.60+2.45

15.2040.48

31.4042.76

9.80+0.57

21.59+2.31

135.4049.21

132.1449.44

0.6710.08

1.2940.07

1.0940.10

0.34140.05

3.2440.51

1.5940.28

3.01+0.31

18.3240.04

56.8611.09

43.14+1.09

15.1440.61

28.00+1.36

10.3640.43

17.6441.45

127.9845.62

128.31145.46

0.7640.11

1.3540.15

0.9840.11

0.3940.06

4.4610.66

1.2340.13

2.3940.26

18.2740.09

54.5842.03

45.4242.03

15.7240.76

29.69+2.55

10.2540.91

19.4542.03

133.7249.75

132.20+11.71

0.6710.06

1.9940.28

0.9810.07

0.4740.08

4.1440.75

1.5440.30

2.7110.54

18.3340.15

56.4812.59

43.51+2.60

13.7640.99

29.75%43.517

10.3541.50

19.4142.11

135.85115.65

137.78+18.85

Valores expresados como + EEM. ACL: longitud de la cadena acilica; SFA: acidos grasos saturados, UFA acidos
grasos insaturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados; DBI: indice de
doble enlace; PI: indice de peroxibilidad. Control: grupo control; HT: grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol

DOX: grupo tratado con doxorubicina; DOX+HT: grupo de ratas tratadas con doxorubicina e hidroxitirosol.

4.5. DANO CARDIACO MEDIANTE ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Los resultados muestran que el tratamiento crdnico con bajas dosis de doxorubicina no

provocod dafos importantes en el corazén de las ratas. Ademas, no hay mejora de la

histopatologia del corazdn de las ratas después de haber usado hidroxitirosol en combinacién

con doxorubicina.

Las lesiones en los miocitos fueron leve vacuolizacion e infiltrado
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inflamatorio como se observa en la figura 35. Asi mismo, no hubo diferencias significativas en
cuanto al grado de Billingham entre los grupos DOX (0,75 + 0,163) y DOX+HT (0.938 + 0.147).
Los datos muestran en ambos grupos una histopatologia cardiaca algo anormal pero sin dafo
debido a DOX, y una afectacion de menos del 5% de los miocitos por dafio debido a DOX.
Tampoco se vio ningun dafio a nivel macroscépico en las ratas control o en las ratas tratadas

solamente con hidroxitirosol (valor 0 en la escala Billingham para ambos grupo) (figura 36).

Figura 35. Tincién hematoxilina-eosina de tejido cardiaco de rata tras un tratamiento crénico con doxorubicina.
Las flechas indican vacuolizacién citoplasmatica en el cardiomiocito (A), infiltrado inflamatorio (B), vacuolizacién
de neuronas del atrio, (C) aumento: 40x.
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Figura 36. Grado Billingham, indicadordel grado de daiio producido por la doxorubicina sobre los cardiomiocitos.
Los valores estan expresados como media £ EEM de un n=5 muestras por grupo.Control: grupo control; HT: grupo
de ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX+HT: grupo de ratas
tratadas con doxorubicina e hidroxitirosol.

4.6. ULTRAESTRUCTURA MITOCONDRIAL

A nivel ultraestructural, podemos ver el efecto pernicioso que ejerce la doxorubicina,
alterando la estructura mitocondrial®’. Mientras que en los grupos control e HT no se
observan alteraciones en la estructura mitocondrial, en los grupos DOX y DOX + HT si se
pueden apreciar (el cuadrado rojo indica alteraciones del volumen con vacuolizacién
mitocondrial producidos por la administracion de doxorubicinay la flecha blanca indica una
disminucién en el grado de alteracion de las mitocondrias cardiacas, con una menor
vacuolizacion, gracias al efecto de la combinacidn de hidroxitirosol con doxorubicina) (Figura
37A). En lo que se refiere al area mitocondrial (Figura 37B), los valores mas altos se
encontraron para el grupo DOX, pero no eran estadisticamente significativos frente al grupo
control ni HT. La administracidn conjunta de doxorubicina e hidroxitirosol produjo un descenso
significativo del drea mitocondrial frente al grupo de DOX. En relacién al porcentaje de
mitocondria alterada (Figura 37C), la doxorubicina indujo un aumento significativo en la
alteracion del nimero de mitocondrias en comparacion con el grupo control e HT. Cuando se
administraron conjuntamente hidroxitirosol y doxorubicina, se encontré una tendencia a la

reduccion en la cantidad demitocondrias alteradas, que no era significativa estadisticamente.
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Figura 37. Efecto de la doxorubicina, hidroxitirosol y su combinacion en la ultraestructura mitocondrial en
corazon (A), darea mitocondrial (B), porcentaje de mitocondria alterada (C). Aumento: 40.000X. Los valores se
expresan como media * EEM. Las letras, cuando son diferentes, representan diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05). Control: grupo control; HT: grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas
tratadas con doxorubicina; DOX+HT: grupo de ratas tratadas con doxorubicina e hidroxitirosol.

4.7. DANO DE MARCADORES PROTEICOS POR OXIDACION

Se investigd la existencia de oxidacidn en aminoacidos de proteinas, en particular,
proteinas carbonilo derivadas de oxidacién proteica catalizada por metales®”?, como el
semialdehido glutdmico (GSA), que deriva de la oxidacién catalizada por metales de la prolina 'y
la arginina, y el semialdehido aminoadipico (AASA), que proviene de la oxidacién de la lisina.
Las rutas quimicas que relacionan el incremento de flujo de radicales libres y la modificacion
estructural de proteinas también engloba terceras moléculas, que pueden dar lugar a un
incremento en la cantidad de carbonilos reactivas en proteinas®’. En particular, investigamos
la concentracién de aductos de Ne-(carboxietil)-lisina (CEL) y Ne-(carboximetil)-lisina (CML),
previamente descritos como productos finales derivados de la glicooxidacidn. Finalmente, el
dafio proteico derivado de la lipooxidacion fue determinado mediante GC/MS mediante el

estudio de MDA, Ne-malonildialdehido-lisina (MDA)*”.
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Los valores mas altos de proteinas carbonilo glutamicas (GSA) se encontraron en el
grupo DOX (3818.6 + 694.8 umol/mol de lisina), pero no fueron significativas comparadas con
el grupo control (2424.9 *+ 131.1 umol/mol de lisina) y el grupo HT (2697.6 + 141.8 umol/mol
de lisina). La menorcantidad de GSA se encontré en el grupo DOX+HT (2180.2 + 178.8

pumol/mol de lisina) con quien si mostro diferencias estadisticamente significativas (figura 38).
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Figura 38. Niveles de GSA en las ratas de experimentacion. Los valores se expresan como media + EEM. Las letras,
cuando son diferentes, representan diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). Control: grupo control;
HT: grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX+HT: grupo de
ratas tratadas con doxorubicina e hidroxitirosol.

La mayor cantidad de AASA se encontrd en el grupo DOX (444.5 + 53.0 umol/mol de
lisina), difiriendo significativamente del resto de los grupos. En los otros grupos, control (302.9
+ 10.8 pumol/mol de lisina), HT (260.5 + 7.8 umol/mol de lisina) y DOX + HT (325.0 *

6.5umol/mol de lisina), los valores no tuvieron diferencias significativas entre ellos (figura 39).
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Figura 39. Niveles de ASAA en las ratas de experimentacion. Los valores se expresan como media * EEM. Las
letras, cuando son diferentes, representan diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). Control: grupo
control; HT: grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX+HT:
grupo de ratas tratadas con doxorubicina e hidroxitirosol.

El grupo DOX también presentdé mayores niveles de CEL (521.3 + 39.8 umol/mol de
lisina), marcador de glicoxidacién, comparado con el grupo control (382.8 + 2.9 umol/mol de
lisina) y el HT (354.8 + 53.0 umol/mol de lisina), pero no fue significativo comparado con el
grupo DOX+HT (424.8 = 29.1 umol/mol de lisina), y éste a su vez no se diferencid

significativamente de los grupos control e HT (figura 40).
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Figura 40. Niveles de CEL en las ratas de experimentacion. Los valores se expresan como media + EEM. Las letras,
cuando son diferentes, representan diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). Control: grupo control;
HT: grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX+HT: grupo de
ratas tratadas con doxorubicina e hidroxitirosol.

Para CML, de nuevo encontramos mayor cantidaden el grupo DOX (1279.1 + 109.9
umol/mol de lisina), que volvié a diferenciarse significativamente del grupo DOX + HT (911.8 +
3.7 umol/mol de lisina). Los grupos control (949.4 + 10.4 umol/mol de lisina), HT (747.5 £+ 52.1

umol/mol de lisina) y DOX + HT no presentaron diferencias entre ellos (figura 41).
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Figura 41. Niveles de CML en las ratas de experimentacion. Los valores se expresan como media + EEM. Las letras,
cuando son diferentes, representan diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). Control: grupo control;
HT: grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX+HT: grupo de
ratas tratadas con doxorubicina e hidroxitirosol.

Finalmente, el producto de lipooxidacién MDA se obtuvo en mayor medida en el grupo
DOX (505.6 = 39.6 umol/mol de lisina) en comparacidon con los otros grupos. No hubo
diferencias entre los grupos control (305.1 + 13.0 umol/mol de lisina), HT (269.4 * 10.6
pumol/mol de lisina) y DOX+HT (346.4 = 17.7 umol/mol de lisina) para este Gltimo marcador
(figura 42).
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Figura 42. Niveles de MDA en las ratas de experimentacion. Los valores se expresan como media + EEM. Las
letras, cuando son diferentes, representan diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). Control: grupo
control; HT: grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX+HT:
grupo de ratas tratadas con doxorubicina e hidroxitirosol.

4.8. COMPLEJOS DE LA CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO
MITOCONDRIALY FACTOR INDUCTOR DE APOPTOSIS

El contenido de complejos de la cadena de transporte electrénico mitocondrial se
presenta en la figura 43. Los resultados muestran que no hubo diferencias significativas entre
los grupos con respecto a la cantidad de complejo I, aunque la menor cantidad se encontrd
para el grupo HT, observdandose una leve tendencia a la baja en el caso de la subunidad
NDUFA9 (figura 43A). La otra subunidad del complejo | determinada presentd una mayor
cantidad en el grupo DOX+HT con respecto a los demas grupos, siendo los valores del grupo
control, HT y DOX similares (figura 43B). En el caso del complejo Il, el grupo DOX+HT mostro la
mayor cantidad, seguido del grupo DOX, en contradiccién con el grupo control e HT, que
presentaron menor cantidad de este complejo (figura 43C). La mayor cantidad de sub-unidad
COREIIl del complejo Il se encontré en el grupo control, donde la menor cantidad fue para el
grupo HT, seguido por el grupo DOX y luego el DOX+HT (Figura 43D). Con respecto a la sub-
unidad Rieske, el grupo HT presenta el valor mas bajo, mientras que los grupos DOX y DOX+HT
no presentan diferencias frente al control (figura 43E). Para el ultimo complejo estudiado, el IV
(Figura 43F), encontramos menor contenido mitocondrial en todos los grupos tratados (HT,

DOX y DOX+HT) con respecto al grupo control, pero no hubo diferencias significativas entre los
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grupos tratados. El efecto de los diferentes tratamientos sobre AIF se muestra en la figura 44.
No se observan diferencias significativas entre el grupo control, el grupo DOX y el grupo
DOX+HT. El contenido de AIF fue estadisticamente menor en el grupo HT frente a los demas

grupos.
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Figura 43. Efectos de adriamicina, hidroxitirosol y su combinacion sobre la cantidad de complejo mitocondrial |
(Sub-unidad de 39 KDa, NDUFA9) (A), | (Sub-unidad de 30 KDa, NDUFS3) (B), Il (Sub-unidad de 70 KDa,
Flavoproteina) (C), lll (Sub-unidad de 48 KDa, COREIl) (D), Il (Sub-unidad de 29 KDa, Rieske) (E), IV (Sub-unidad
de 57 KDa, COXIl) (F) en corazon. Los valores estan expresados como media * EEM de un n=5 muestras por grupo.
Las barras con diferentes letras difieren significativamente entre grupos (P<0.05). Control: grupo control: HT:
grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX + HT: grupo de
ratas tratadas con doxorubicina e hidroxitirosol.
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Figura 44. Efecto de la adriamicina, hidroxitirosol y su combinacién en los niveles de AIF en corazén. Los valores
estan expresados como media + EEM de un n=5 muestras por grupo. Las barras con diferentes letras difieren
significativamente entre grupos (P<0.05). Control: grupo control: HT: grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol;
DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX + HT: grupo de ratas tratadas con hidroxitirosol y
doxorubicina.

4.9. ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES 1 Y IV

Los resultados de actividad del complejo | mitocondrial muestran una disminucién
significativa en todos los grupos respecto al control. El grupo HT, DOX y DOX+HT no
presentaban diferencias entre ellos (Figura 45).

Para el complejo IV, la actividad del grupo HT no disminuyd con respecto al control,
pero si que lo hicieron el grupo DOX y el DOX+HT, no habiendo diferencias significativas entre

estos 2 ultimos grupos.
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Figura 45. Efecto del hidroxitirosol, doxorubicina y su combinaciéon sobre la actividad del complejo | de la cadena
de transporte electrénico mitocondrial.Los valores estan expresados como media + EEM de un n=5 muestras por
grupo. (A) Efecto del hidroxitirosol, doxorubicina y su combinacidon sobre la actividad del complejo IV de la
cadena de transporte electrénico mitocondrial. (B) Control: grupo control: HT: grupo de ratas tratadas con
hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX + HT: grupo de ratas tratadas con
doxorubicina e hidroxitirosol.

4.10. DETECCION IN SITU DE APOPTOSIS

Uno de los mecanismos de toxicidad cardiaca atribuidos a la doxorubicina se apoya en
la teoria de los radicales libres, segun la cual, esta antraciclina genera una elevada cantidad de

198
|

ERO vy especies reactivas de nitrégeno (ERN) a nivel mitocondrial™. Como consecuencia de

este elevado nivel de estrés oxidativo, las células miocérdicas activan rutas de apoptosis>’®. En
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la mitocondria, las ERO y ERN tienen efectos daifinos sobre enzimas clave que aumentan los
niveles de radicales libres intracelulares. Este aumento en la generacién de radicales libres
lleva a una liberacion de factores apoptdticos como AIF, y por lo tanto a rutas

apoptdticascaspasa dependientes o independientes®”’.

Para determinar si dosis crénicas de hidroxitirosol, dosis crénicas y clinicamente
relevantes de doxorubicina, y su combinacién, producian miocitosapoptéticos, realizamos un

ensayo TUNEL en tejido cardiaco embebido en parafina.

Nuestros resultados mostraron que no hubo diferencias entre los niveles de apoptosis
de cardiomiocitos controlpositivos y ninguno de los grupos tratados con doxorubicina, por lo

cual, no se produjo apoptosis (figura 46).
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Figura 46. Imagenes de cardiomiocitos mediante el ensayo TUNEL para la deteccion de apoptosis. (A), control
positivo (B), control negativo (C), grupo DOX (D), grupo DOX + HT.
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4.11. WESTERN BLOT

TFAM

Los resultados de la produccién de la proteina TFAM muestran un aumento de la
sintesis de esta proteina en el grupo DOX con respecto a los grupos DMBA e HT y no se

encontraron diferencias de expresion entre el grupo DOX y el grupo DOX+HT (figura 47).

W Control OGrupoHT MW GrupoDOX [OGrupo DOX +HT
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140 -
120 - a
100 -

—
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60 -
40 -
20 -

—

TFAM/b-actina

Figura 47. Expresion de la proteina TFAM en muestras de tejido cardiaco. Los valores estan expresados como
media + EEM de un n=5 muestras por grupo.DMBA: Grupo de ratas control tratadas con DMBA; HT: grupo de
ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX + HT: grupo de ratas
tratadas con hidroxitirosol y doxorubicina.

Nrf2

La expresion de Nrf2 revela diferencias significativas entre el grupo DOX y DOX+HT,
siendo la expresion de Nrf2 mads elevada en el grupo DOX. No hay diferencias entre los grupos

DMBA, HT y DOX, ni entre los grupos HT y DOX+HT (figura 48).
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Figura 48. Expresion de la proteina Nrf2 en muestras de tejido cardiaco. Los valores estan expresados como
media + EEM de un n=5 muestras por grupo. DMBA: Grupo de ratas control tratadas con DMBA; HT: grupo de
ratas tratadas con hidroxitirosol; DOX: grupo de ratas tratadas con doxorubicina; DOX + HT: grupo de ratas
tratadas con hidroxitirosol y doxorubicina

134






Discusion

5. DISCUSION

El cdncer de mama es una de las enfermedades mds frecuentes en los paises
desarrollados, y constantemente se investigan nuevos métodos y farmacos para combatirlo.
Por desgracia, estos farmacos, como la doxorubicina, tienen numerosos efectos secundarios

gue afectan a la calidad de vida del paciente y por lo tanto, al progreso de la enfermedad.

La reduccién de la cardiotoxicidad producida por doxorubicina mediante Ia
administracién de hidroxitirosol seria una gran ventaja para mejorar la salud y evolucién de los

pacientes que reciban esta medicacion.

5.1. CUANTIFICACION PLASMATICA DE HIDROXITIROSOL Y ALCOHOL
HOMOVANILICO.

La mayor presencia de hidroxitirosol en el plasma de los animales pertenecientes al
grupo HT con respecto a los de DOX+HT, indica que la tasa de metabolizacién fue superior en
las ratas de este ultimo grupo. Esto podria deberse al aumento de los sistemas de
detoxificacion del organismo cémo consecuencia de la presencia de doxorubicina®®. Lo
anterior explicaria por qué los niveles de hidroxitirosol fueron inferiores en el grupo DOX+HT,
que tendrian elevados estos sistemas de eliminacidén de tdxicos, y por tanto se veria acelerado

el metabolismo del HT.

Si el metabolismo estd incrementado en el grupo DOX+HT, lo normal seria hallar
mayores niveles de metabolitos. Sin embargo, lo anterior no fue hallado en relacién al alcohol
homovanilico, cuya baja presencia podria explicarse teniendo en cuenta los resultados de
Miro-Casas y colaboradores. Estos autores describen que a las 8 horas tras la administraciéon
de 25ml de aceite de oliva, los niveles de este metabolito del hidroxitirosol alcanzan en

algunos casos concentraciones similares al limite de cuantificacion®®

Ademas de lo anterior, habria que tener en cuenta que la ultima administracién de
hidroxitirosol en nuestros animales se hizo como minimo 24 horas antes del sacrificio. Los
estudios de determinacion de hidroxitirosol y sus metabolitos, se llevan a cabo en plasma de
sangre recogida minutos después de la administracién del compuesto. La tesis doctoral
realizada por Gonzalez-Santiago muestra en un estudio de absorcién realizado en ratas con

25umoles de HT la presencia de este compuesto y sus derivados a los 5 minutos tras su
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administracion. La administracion de una solucién acuosa de 2.5mg/kg de hidroxitirosol a
humanos produjo un aumento de las concentraciones plasmaticas de hidroxitirosol y alcohol
homovanilico inmediatamente después de su consumo®”®. Esta razén podria explicar las bajas

cantidades encontradas para ambos compuestos en el plasma de nuestros animales.

5.2. PARAMETROS BIOQUIMICOS

Como se ha descrito en los resultados, la tabla 8 muestra los valores de los pardmetros
bioquimicos indicadores de dafio en el tejido cardiaco. No se pudo corroborar con otros
trabajos la eficacia del hidroxitirosol sobre la reduccién de los niveles de los marcadores de
dafio cardiaco frente a doxorubicina porque no existen estudios en los que se implique a estas
2 sustancias conjuntamente. No obstante, no se observan diferencias significativas entre los
grupos en ninguno de los marcadores (CK, LDH, ALT y AST), en concordancia con otro
estudio®®en el que se contrastaba el efecto protector del fulerenol frente a la doxorubicina a
dosis cronicas (1,5 mg/Kg a la semana durante 3 semanas, para una dosis acumulativa total de
4,5 mg/Kg), ni tampoco en el peso corporal o del corazén de los animales ni en el perfil lipidico.
La falta de significaciéon de estos parametros de dafo cardiaco indica una ausencia de
destruccién de células del miocardio. Si se encuentran elevaciones en los niveles de CK, LDH,
ALT y AST en estudios en los que la dosis de doxorubicina administrada a ratas Wistar es mas
elevada (15 mg/Kg de dosis i.p. acumulada en 2 semanas)®' o en los que se administrd a ratas

382

Wistar una unica dosis i.p. de 15 mg/Kg**?o de 20 mg/Kg i.p.*®, **frente a la dosis de 1 mg/Kg

semanalmente i.v. durante 7 semanas utilizadas en este estudio.

Con respecto al peso corporal y del corazén de las ratas, no hubo variaciones entre
grupos. Otros tratamientos con dosis crénicas de doxorubicina a 1 mg/Kg i.v. revelan una
disminucién del peso de los animales a partir de la 62 semana de la administraciéon®®. En un
estudio de Campos y col.*®®, dosis acumulativas de doxorubicina i.p. de 3,75; 7,5 y 15 mg/Kg
durante 2 semanas a ratas produjeron una disminucion del peso de las ratas mayor cuanto
mas alta fue la dosis, aunque no provocaron una disminucién de la relacién peso del

corazon/peso corporal con respecto al grupo control.

El peso corporal y del corazén varia en otros estudios'®® ¢

, en el que el peso
disminuye progresivamente después del tratamiento. Esto indica que la reduccion de peso se

produce tiempo después de la administracion.
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El perfil lipidico no se modificé en ninguno de los grupos experimentales. Se podria
esperar una alteracién en la composicidén lipidica de la membrana mitocondrial de los
cardiomiocitos en los grupos DOX y DOX + HT, producida por la generacién de ERO y
consiguiente lipoperoxidacidn pero en este estudio no ocurrié. En un estudio llevado a cabo en
ratas Sprague-Dawley con dosis agudas de doxorubicina i.p. (5 mg/Kg 2 veces a la semana
durante 2 semanas) si encuentran un aumento en la cantidad de acidos grasos totales,

especialmente de los C16 y C18%*

, algo que también se produce en varios experimentos
realizados en cultivos celulares de cardiomiocitos de ratas Wistar expuestos a dosis de 10-6 M
de doxorubicina durante 24 horas. Ademas de la elevacién en los niveles de acidos grasos C16
y C18, también se registraron aumentos en la cantidad de acido araquidénico (20:4n-6), acido
adrénico (22:4n-6) y una disminucién en el indice de insaturacion®®®. En otro experimento

llevado a cabo por Bordoni y col.**

, se cultivaron también cardiomiocitos de ratas Wistar pero
con varias concentraciones: una concentracién de 10-5 M y otra menor de 10-7 M de
doxorubicina. No se observaron cambios en el perfil lipidico al cabo de 1 hora, pero si a las 24
horas. Se produjeron alteraciones en la cantidad de &acidos grasos C16, C18:2, C20:4n-6,
C20:5n-3, C22:4n-6, C22:5n-3 y en el indice de insaturacién. A una dosis de 10-5 M, hubo una

mayor alteracion sobre la composicion de acidos grasos de los cardiomiocitos.

En este estudio, los niveles de afectacion del tejido cardiaco a nivel macroscépico, medido por
el grado Billingham, mostraron ciertos niveles de dafo en los cardiomiocitos pero fueron
bajos. Hay muchos estudios en los que se describe la relacidon dosis-tiempo en la aparicion de

dafio cardiaco tras la administracién de doxorubicina. Lebretch y col.**

, usando una dosis y
tiempo similar a este estudio (1 mg/Kg de doxorubicina i.v. durante 7 semanas), compararon la
dependencia de la produccion de dafio por parte de la doxorubicina sobre el tejido cardiaco
con el tiempo tras el tratamiento. Estos autores mostraron que el daifo producido aumentaba
progresivamente hasta las 30 semanas tras la administracién de doxorubicina, mientras que el
grupo que recibid el tratamiento y fue sacrificado inmediatamente tras la Ultima
administracién, presentd sélo alteraciones leves. Della Torre y col.>®, utilizaron al igual que en
este estudio, una pauta de administracion de 1 mg/Kg de doxorubicina i.v. durante 7 semanas
a las ratas de experimentacion. El resultado del analisis histopatolégico mostré un incremento
del dafio a las 8 semanas, un mayor dafo a las 12 semanas y aun mayor a las 26 semanas tras
la administracion del farmaco. En efecto, Herman y col.*®*®, también obtienen resultados
parecidos usando dosis crdonicas de 1 mg/Kg i.v. y observan un aumento de las lesiones

producidas en el miocardio a causa de la administracion de la doxorubicina tras 12 semanas de

tratamiento. En otro estudio llevado a cabo por Aversano y Boor*®?, se compara el efecto de
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tratamientos agudos con doxorubicina a diferentes dosis y tiempos frente a tratamientos
crénicos también a diferentes dosis y tiempos. En el estudio se pone de manifiesto la clara
dependencia del dafio producido por la doxorubicina sobre la histopatologia cardiaca con el
tipo de tratamiento realizado. Tanto a dosis agudas como crdnicas, el daifio era mayor cuanta
mas dosis se administraba, y empeoraba cuanto mayor era el tiempo que transcurria desde la
ultima administracién del farmaco.

Por otro lado, en este estudio, no se observan diferencias de peso entre los animales
de los grupos experimentales. Tampoco hubo, como ya hemos indicado, diferencias entre los
pardmetros marcadores de dafio cardiaco. El estudio se realizé administrando un tratamiento
a dosis bajas y crénicas y tomando las muestras una semana después de haber finalizado el
tratamiento. Los estudios previamente descritos han demostrado que tanto la aparicidon de
cardiotoxicidad como el aumento de los valores de marcadores de dafo cardiaco, variaciones
de peso y/o composicién lipidica del cardiomiocito se producen cuando las dosis alcanzan unas

concentraciones elevadas en sangre y/o al cabo de un cierto tiempo desde la administracion.

A la vista de estos datos, los bajos niveles de dafio sobre los cardiomiocitos en este
estudio se deben a un sacrificio prematuro de los animales de experimentacion, ya que el
objetivo fue el de administrar un tratamiento crénico que se asemejase al tratamiento de una
mujer con cancer de mama. Las dosis crénicas y el corto periodo de tiempo desde la ultima
administracion del farmaco hasta el sacrificio de los animales posiblemente son los
responsables de no observar los efectos perniciosos que ejerce la doxorubicina sobre el
corazon a largo plazo y que si se observan en otros estudios con dosis y tiempos desde la
ultima administracion mayores, aunque estos resultados han validado la dependencia de este

efecto con la dosis y el tiempo.
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5.3. ULTRAESTRUCTURA MITOCONDRIAL

En el presente estudio se ha estudiado el efecto de la doxorubicina a nivel
ultraestructural en la mitocondria y se observd que se produce un aumento del area
mitocondrial (Figura 36B)**?y del nimero de mitocondrias alteradas (Figura 36C), que es
maximo al administrar doxorubicina. Cuando se da doxorubicina conjuntamente con
hidroxitirosol, disminuye el drea de las mitocondrias afectadas (Figura 36B) y el nUmero de
mitocondrias afectadas (Figura 36C). Estos resultados son similares a un estudio en el que se
incluia un grupo de ratas Wistar tratado con doxorubicina a una dosis i.v. de 0,8 mg/Kg y otro
tratado con doxorubicina + dexrazosano. El sacrificio de las ratas se realizé 29 semanas
después del tratamiento. En el grupo tratado con doxorubicina también se alteraba la
estructura y morfologia de la mitocondria, y se producia un efecto protector al administrar
dexrazosano, potente antioxidante con propiedades cardioprotectoras'®®. Teng y
col.**comprueban el efecto de los 4cidos grasos n-3 poliinsaturados sobre la cardiotoxicidad
producida por doxorubicina a una dosis algo mayor pero también crénica. En uno de los
grupos, administran 2 mg/Kg i.p. de doxorubicina cada semana durante 8 semanas a ratas. La
toma de muestras se produce inmediatamente después del tratamiento y tras realizar el
analisis histopatoldgico, observan cdmo se habian producido alteraciones mitocondriales en el

tejido cardiaco al igual que en el estudio que se presenta.

Esto indica que los cambios a nivel ultraestructural en los cardiomiocitos tras la
administracién de doxorubicina empiezan a producirse rapidamente tras la administracién del
farmaco incluso a dosis bajas. El hidroxitirosol tiene un efecto protector sobre la estructura
mitocondrial parecido al efecto del dexrazosano que protege frente al dafio oxidativo
producido por la doxorubicina™,ya que también disminuye el grado de alteracién del area
mitocondrial y el nimero de mitocondrias afectadas. Esta reduccion del volumen mitocondrial
es un dato importante, ya que la doxorubicina es capaz de alterar la estructura y el
funcionamiento mitocondrial, produciendo la apoptosis de la célula. En este sentido, la
apoptosis de los cardiomiocitos es clave en el desarrollo de cardiomiopatias en los pacientes

con cancer de mama que toman como tratamiento doxorubicina.
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5.4. DANO OXIDATIVO EN MOLECULAS

La doxorubicina produce dafios a nivel oxidativo'®, reflejado en el aumento de las
moléculas que se han determinado (GSA, AASA, CML, CEL, MDA), como marcadores de dafio
proteico, glucidico vy lipidico. Los resultados demuestran que la administraciéon conjunta de
doxorubicina e hidroxitirosol reducen los valores de manera significativa con respecto al grupo
doxorubicina, evitando asi parte del dafio oxidativo que produce la doxorubicina sobre
proteinas, glucidos y lipidos. El aumento de estos marcadores también se produce en otros
estudios en los que se emplean otras sustancias antioxidantes para prevenir el dafio oxidativo

producido por la doxorubicina, como en el de Moriyama y col.***

que tras una administracién
de 2 mg/Kg i.v. de doxorubicina semanalmente durante 8 semanas encuentran un incremento
de la formacién de CML atribuido a la produccién de ERO; el de Rashikh y col.*”®>, donde
trataron de evitar la aparicién de dafio cardiaco mediante el empleo del farmaco Aliskiren.
Estos autores describieron un incremento del marcador de lipoperoxidacion medido como
MDA tras la administracion de una dosis de 20 mg/Kg de doxorubicina i.p. y un descenso en los
pardmetros de dafio o riesgo cardiaco como LDH, MDA, aumento de GSH y mejora de la
histopatologia al administrar este farmaco con propiedades antioxidantes. Othman vy
col.**®*emplearon melatonina para tratar de disminuir el dafio de la doxorubicina. En su estudio
se observa un aumento de proteinas carbonilo y otros marcadores relacionados con el estrés
oxidativo como sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS), GSH, glutation-S-
transferasa (GST) y catalasa. En el grupo tratado con doxorubicina con una Unica dosis de 10
mg/Kg i.p., todos estos parametros se ven alterados, aumentando los marcadores de dafio
oxidativo como proteinas carbonilo y TBARS y disminuyendo GSH, GST y catalasa. El grupo que
recibio ademas de la dosis de doxorubicina, melatonina, vi6 como se atenud este dafio

oxidativo del farmaco. La melatonina, con un elevado poder antioxidante fue capaz de

prevenir el dafio oxidativo de la doxorubicina.

Esta reduccion en la oxidacién de los marcadores de dafio oxidativo en proteinas,
glicido vy lipidos corrobora el efecto antioxidante del hidroxitirosol. Previamente, en la
introduccién, se describen 2 farmacos o principios activos capaces de disminuir el dafo

|150, 397, 398

oxidativo y proteger asi al cardiomiocito. Estas sustancias eran el Carvedilo y el

151, 1
Dexrazosano™ %% 3% |

igual que estas 2 sustancias y otras como ya se comentd
anteriormente, el hidroxitirosol posee capacidad antioxidante y es capaz de secuestrar
moléculas de hierro y radicales libres, evitando la produccion de ERO y la aparicion de estrés

oxidativo que provoquen dafios en macromoléculas del cardiomiocito. Al ser una sustancia
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natural, no posee los efectos secundarios que pueda tener un farmaco sintético, aunque es
cierto que tampoco posee la misma eficacia, pero es un punto de partida para el estudio de la
aplicacién de esta molécula producida de manera natural como sustancia antioxidante ya sea

en este u otros dmbitos de la salud.

5.5. COMPLEJOS DE LA CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO
MITOCONDRIALY FACTOR INDUCTOR DE APOPTOSIS

La cantidad de complejo | disminuyé de manera estadisticamente significativa cuando
se administrd hidroxitirosol con respecto al grupo control, pero no asi en el grupo de

doxorubicina y doxorubicina con hidroxitirosol (Figura 37A).

Esto lo atribuimos al AIF, que en el grupo hidroxitirosol disminuyd, de manera que la
biogénesis del complejo | disminuyd un poco, aunque no de manera significativa para
comprometer la funcidn respiratoria. Esta misma disminucion también la observaron Caro y

400,401 " con ratas sometidas a restriccién de aminoéacidos en la

col.>” en varios experimentos
dieta. Los niveles de AIF y de marcadores de estrés oxidativo también disminuyeron en sus
animales, provocando una disminucién de la cantidad de complejo | y de los demds complejos.
Teniendo en cuenta la funcién pro apoptdtica del AIF en situaciones de estrés oxidativo
cuando se libera de la mitocondria y se transloca al nucleo, esta disminucién en su cantidad
puede ser importante para proteger frente a la apoptosis del cardiomiocito. Una reduccién
muy elevada en los niveles de AIF puede provocar serios problemas sobre el sistema nervioso

112 Al haberse producido una reduccion leve en la cantidad de complejo |,

central y la retina
qgue no afecta al correcto funcionamiento de la cadena de transporte electrénico mitocondrial
como se ha visto en los resultados de actividad del complejo I, no se compromete el normal

funcionamiento de la mitocondria y por lo tanto de la célula*®’

. Ademas, el complejo | es el
principal responsable de la producciéon de ERO en la mitocondria, junto con el complejo Ill, y
una reduccién en su cantidad supone una reduccidn por lo tanto de la produccién de ERO,
protegiendo asi a la mitocondria frente al dafio oxidativo*®. Realmente, no se conoce el
mecanismo por el cual el hidroxitirosol actia disminuyendo la cantidad de AIF, algo que podria
ser objeto de futuros estudios. Aun asi, la administracién de hidroxitirosol conjuntamente con
doxorubicina no provocd el mismo efecto y la cantidad de AIF no disminuyd en este caso. La
hipdtesis que se plantea es la de la produccién de estrés oxidativo en la mitocondria. Al

administrar hidroxitirosol, su capacidad antioxidante disminuye los niveles de ERO en la

mitocondria, y por eso, disminuye también AIF, que dentro de la mitocondria actia también
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como antioxidante. En los estudios anteriormente comentados sobre restriccion caldrica y de
aminodcidos, también se produce una disminucién de los niveles de estrés oxidativo y de AIF
conjuntamente. Segun todo lo anterior, hipotetizamos que la generacién de radicales libres y
la disminucién del estrés oxidativo, bien sea mediante restriccién calérica o mediante el
empleo del hidroxitirosol, es el nexo en comun entre esos estudios y el nuestro y la prueba de
qgue la disminucién de AIF se produce al disminuir la generacién de ERO. Cuando
administramos hidroxitirosol conjuntamente con doxorubicina, la cantidad de ERO generada
fue mayor y el hidroxitirosol posiblemente no fue capaz de eliminar el exceso de radicales
libres en la mitocondria, sintetizdndose AIF para mantener el equilibrio en los niveles de estrés

oxidativo.

Para el complejo Il, la cantidad de complejo en el grupo hidroxitirosol fue igual al
grupo control, pero la formacion de complejo aumentd en el grupo doxorubicina y mds aun en
el grupo doxorubicina con hidroxitirosol. En otros estudios realizados sobre cultivos celulares
en cardiomiocitos de rata y preparaciones submitcondriales de corazén de vacas, se observa
gue tras la incubacidon con doxorubicina, la actividad del complejo Il disminuye en ambos

estudios'® 403

. El aumento en la cantidad de complejo Il puede deberse a un intento de
compensar la disminucion de su actividad provocada por la doxorubicina o por la disminucidn
de la actividad del complejo I, generando mds complejo para suplir la deficiencia de transporte
de electrones. Aun asi, no se puede confirmar estos datos, ya que solamente se han analizado
los valores de cantidad de complejo IlI, insuficiente para poder determinar un posible

mecanismo sin margen de error.

En el complejo lll, la cantidad de complejo disminuyd notablemente en el grupo
hidroxitirosol con respecto al control, aumentando en el grupo doxorubicina con respecto al

hidroxitirosol y aumentando en el doxorubicina con hidroxitirosol respecto al anterior.

En relacién al complejo IV, los niveles de complejo se mantuvieron semejantes entre
los grupos pero menores que el grupo control. Atendiendo a la comparacién de Lebretch y
col.**entre un grupo de ratas tratado con doxorubicina y sacrificado a las 30 semanas después
del tratamiento y otro grupo sacrificado justo después de 7 semanas de tratamiento (1 mg/Kg
i.v. de doxorubicina en ambos casos), la cantidad de complejo IV disminuyd en el primer grupo
mas que en el segundo, aunque las cantidades de complejo IV no fueron diferentes
estadisticamente del grupo control. En el estudio que se presenta si se observan diferencias

entre los grupos tratados, tanto con hidroxitirosol como con doxorubicina y conjuntamente
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frente al grupo control, aunque es cierto que la disminucién que se produjo en la cantidad de

complejo IV no fue muy elevada.

En otro estudio realizado con ratones y a dosis de 1 mg/Kg i.p. semanalmente, también
se confirma que la disminucién de la expresion de las distintas subunidades que forman el

complejo IV empieza a producirse a partir de aproximadamente la semana 8 de tratamiento>>.

1.%* administran una dosis de 2,5 mg/Kg i.v. de doxorubicina a ratas durante 4, 8

Chandrany co
y 12 semanas obtienen que para la subunidad | del complejo IV, hay una reduccion de su
cantidad en el grupo tratado con doxorubicina a la semana 12, pero no a la semana 8 del
tratamiento. Teniendo en cuenta que la dosis de nuestro estudio era menor y que nuestro

experimento durd 8 semanas, estos resultados coinciden.

Los complejos | y Ill son los principales productores de ROS en la mitocondria*®, la

disminucién de la cantidad de complejos producira una disminucidon de la cantidad de ROS

generada y asi se protegera a la mitocondria frente al dafio oxidativo.

5.6. ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES 1 Y IV

Los resultados de actividad muestran para el hidroxitirosol, una disminucién de la
actividad con respecto al grupo control en el complejo |, pero no asi en el complejo IV. Esto es
indicativo de que la actuacion del hidroxitirosol tiene lugar sobre el complejo I, disminuyendo
su actividad, pero no inactivando la cadena de transporte electrénica, ya que la actividad del
complejo IV es normal. Una posible explicacién a esto la dan Cornwell y Ma.*®, que describen
la formaciéon de quinonas arilantes electrofilicas como posible mecanismo mediante el cual el
hidroxitirosol atrapa electrones que puedan dar lugar a la produccidn de ERO si interaccionan
con O,. Esto podria ser un posible mecanismo por el cual se provoca una disminucion de la
actividad del complejo | al administrar hidroxitirosol. Puede ser que el hidroxitirosol reaccione

con H,0, generada en los complejos | vy 1

, produciendo estas quinonas
arilanteselectrofilicas, y transportando electrones desde el complejo | al resto de los complejos
de lacadena de transporte electrdnico. Se sabe que el ciclo redox del hidroxitirosol para formar
quinonas arilantes, produce ROS como ya se ha determinado en otros estudios*”, pero en este
estudio, la cantidad de complejo | y lll estaban disminuidas, y no se observaban dafios a nivel

oxidativo en las moléculas marcadoras de dafio proteico, glucidico o lipidico (GSA, AASA, CEL,

CML and MDAL), por lo que se mantenia el equilibrio redox mitocondrial.
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En cuanto al efecto de la doxorubicina, vemos como disminuye la actividad de los

complejos tanto | como IV seguin Lebretch y col*®®.

El complejo | ve reducida su actividad y la administracién conjunta de doxorubicina e
hidroxitirosol aumenta levemente la actividad del complejo I, pero no significativamente. El
bloqueo de la actividad del complejo | por parte de la doxorubicina se puede ver en otros
estudios como el de Pointon y col.*®en el que usan una dosis aguda de 15 mg/Kg sobre ratas, o
en un estudio de Xiong y col."”donde al usar la misma dosis antes de sacrificar a las ratas
observan una disminucién de la actividad del complejo I. Este ultimo estudio, ademas,
compara el efecto de una cepa mutante de ratdn que sobreexpresa Gpx1 con cepas de ratones
normales. La capacidad antioxidante de la cepa mutante se ve por lo tanto fuertemente
incrementada frente a la cepa no mutante. Esta capacidad antioxidante permitié a estos
animales evitar la disminucion de la actividad causada por la doxorubicina, aunque en nuestro
estudio, el hidroxitirosol no fue capaz de provocar este efecto pese a su actividad antioxidante.
Tampoco se conoce qué hubiese ocurrido en el caso de emplear dosis agudas de doxorubicina
como en estos estudios, ya que se ha visto que los efectos perjudiciales de la doxorubicina

dependen de la dosis administrada, pero sobretodo del tiempo transcurrido de administracion.

En otro estudio cuya dosis eran algo mas reducidas, de 2,5 mg/Kg de doxorubicina i.p.
en 6 administraciones durante 2 semanas a ratas Wistar, se compara el efecto antioxidante del
extracto de la planta Centella asiatica frente al efecto de la doxorubicina sobre las
mitocondrias del tejido cardiaco. La doxorubicina consigue disminuir la actividad del complejo
I, pero la administracidon conjunta de doxorubicina y extracto de Centella asiatica consigue

devolver los valores a la normalidad*®.

1.*%realizan una comparacién sobre la modificacién de la actividad del

Lebretch y co
complejo IV entre un grupo de ratas Wistar que reciben una dosis de doxorubicina de 1 mg/Kg
i.v. semanalmente durante 7 semanas, siendo sacrificadas a las 30 semanas después del fin de
la administracién y otro grupo que sigue la misma pauta de dosificacion pero que es
sacrificado justo después de la ultima dosis. Encuentran una disminucidn significativa de la
actividad del complejo IV en el grupo que fue sacrificado a las 30 semanas, pero no asi en el
otro grupo. Segun el estudio, la generacidon de ERO por parte de la doxorubicina y la aparicién
de daiio en el ADNm es clave en la disminucion de la actividad del complejo 1V, siendo esto

. . 1 ~
corroborado en otro estudio por el mismo autor*’®. Este dafio se traduce en fallos en la

expresion del complejo IV que finalmente acaban con la disminucidn de su actividad. Hubiese
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sido interesante en nuestro estudio haber medido la cantidad de dafio en el ADNm para tener

una mayor cantidad de informacidn sobre este punto.

Este estrés oxidativo generado y su disminucién mediante la ingesta de antioxidantes
se pone de manifiesto en un estudio de Valls-Belles y col.*!en el que se administran 2 dosis de
5 mg/Kg i.p. de doxorubicina durante 21 dias a ratas Wistar que fueron alimentadas con
cerveza con y sin alcohol. La actividad del complejo IV en el grupo doxorubicina disminuyd,
pero volvidé a normalizarse en el grupo tratado con doxorubicina y cerveza (tanto con como sin
alcohol), poniendo de manifiesto que una intervencién con un producto con propiedades

antioxidantes fue capaz de disminuir el daifo oxidativo generado por la doxorubicina.

Son varias las teorias de cémo afecta la doxorubicina a las actividades de los complejos
mitocondriales. Puede que la degradacién lipidica producida por las ERO generadas tras la
administracién de doxorubicina provoque una deficiencia en la sintesis de los complejos o que
se provoque una entrada de calcio excesiva a la mitocondria que los inactive®®, que se dafien
412o

directamente proteinas y estructuras macromoleculares por la accidn oxidativa de las ERO

la teorfa anteriormente expuesta sobre el dafio al ADNm*™°.

A la vista de los resultados, no se espera que el hidroxitirosol aumente los niveles de
actividad del complejo | mitocondrial en el grupo doxorubicina + hidroxitirosol, ya que también
los disminuye por si solo, y en cuanto a la combinacién de hidroxitirosol y doxorubicina para el
complejo IV, el hidroxitirosol no es capaz de prevenir la disminucidn de la actividad por parte

de la doxorubicina.

5.7. DETECCION IN SITU DE APOPTOSIS

No hubo ninguna diferencia de apoptosis entre grupos, lo que nos indica que la
doxorubicina no produjo apoptosis. Esta ausencia de efecto puede ser debido al disefio
experimental. Segiin Nakamura y col.**3, la doxorubicina empieza a producir apoptosis entre 9
y 10 semanas después del tratamiento con dosis crénicas. Si se administra una dosis de
doxorubicina aguda (20 mg/Kg i.p.) como hicieron Bae y col.***, la aparicién de apoptosis
empieza a darse al cabo de 5 dias después de la administracién de una manera leve con
incremento a los 10 dias. Sea crdnica o aguda la dosis, la apoptosis, igual que los efectos sobre
la histopatologia del corazén, dependen del tiempo transcurrido desde la Ultima

administracién del farmaco. En nuestro estudio, las muestras se recogieron una semana
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después del tratamiento, tiempo que se ha demostrado insuficiente para dar lugar a la

aparicion de apoptosis.

5.8. WESTERN BLOT

TFAM

Parece haber una respuesta de las mitocondrias en contraposicion al efecto

.**> miden la expresién de TFAM en ratas a las que

proapoptético de la doxorubicina. lkeda y co
se administré6 una dosis de 20 mg/Kg i.p. y se sacrificaron 5 dias después de esta
administracién. En este estudio, la expresion de TFAM disminuyd al contrario que en el este
estudio, que aumentd. Una posible explicacién la puede ofrecer el grado de apoptosis. En este
estudio, la apoptosis generada sobre los cardiomiocitos fue elevada en los grupos a los que se
les administrd doxorubicina, al contrario que en nuestro estudio, en donde no observamos un
nivel significativo de apoptosis. La proteina TFAM se encarga de la biogénesis mitocondrial
entre otros procesos, y en una situacién en la que las células estdn activando mecanismos de
apoptosis, no seria légico producir esta proteina, ya que el destino final de la célula es ser
destruida y no reparada. En cambio, en una situacion en la que la mitocondria esta siendo
dafiada pero aun no se ha empezado a producir la destruccion de la célula, cabe pensar que
como mecanismo de compensacién, el cardiomiocito trate de generar nuevas mitocondrias, y
esto lo hace aumentando la expresidn de TFAM, necesario para la biogénesis mitocondrial. La
administracién conjunta de DOX+HT no disminuye la generacién de TFAM, posiblemente
porque el HT no es capaz de proteger completamente a las mitocondrias frente al efecto

destructor de la DOX.

Nrf2

Es bien conocido que la activacién de Nrf2 estd relacionada con la presencia de
peroxido de hidrogeno®®. Efectivamente, la administracion de doxorubicina aumenta la
expresion de Nrf2 como mecanismo de defensa frente a la generacidon de estrés oxidativo.

7 realizan un estudio para comprobar la capacidad antioxidante del

Thompson y col.**
dexrazosano frente a la doxorubicina y también miden la expresidon de Nrf2. Administran dosis
de 3 mg/Kg i.v. a los dias 1, 8 y 15 y sacrifican a los animales 24 horas después de la Gltima

administraciéon. Inmediatamente, a las 24 horas tras la administracién de la primera dosis de
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doxorubicina, encuentran un aumento de la expresion de genes relacionados con la activacion
de la ruta de Nrf2, pero no encuentran una disminucién de esta activacién en el grupo tratado
con doxorubicina y dexrazosano. Por el contrario, en este estudio, si se observa una
disminucién de la activacion de Nrf2 en el grupo tratado con doxorubicina e hidroxitirosol, este
hecho puede ser debido a que el mecanismo antioxidante de dexrazosano e hidroxitirosol
sigan rutas diferentes. El HT actla reduciendo la presencia de perdxido de hidrogeno,
activandose, por tanto, en menor medida, Nrf2. Esa es la razén de que esta proteina
“antioxidante” este menos expresada en el grupo DOX+HT, ya que no es tan necesaria la
activacion de Nrf2 en el cardiomiocito en estas condiciones, al no producirse tanto dafio
oxidativo como en el caso del grupo DOX, posiblemente porque el HT con su capacidad
antioxidante, evita el efecto de las ERO, como el caso del perdxido de hidrogeno. Y parece ser
que el HT per se también reduce la activacion de Nrf2, protegiendo al cardiomiocito de la
produccién de peréxido de hidrogeno que producen las mitocondrias en condiciones normales
(véase la comparacion DMBA frente a HT). Esto refuerza la idea de la actividad antioxidante

que posee el hidroxitirosol.
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6. CONCLUSIONES

1. CONCLUSION: Antioxidante

El hidroxitirosol es una molécula con alta capacidad antioxidante, que reduce los
niveles de estrés oxidativo producidos en el corazén. Esta capacidad antioxidante se ha puesto
de manifiesto gracias a la determinaciéon de los marcadores moleculares de dafio oxidativo
anteriormente mencionados (GSA, MDA, CME, CML y ASAA), que el hidroxitirosol has
disminuido tras su administracién en el grupo DOX+HT, debido al efecto antioxidante de esta
molécula, por lo que es capaz de evitar que las ERO provocados por la doxorubicina dafen
proteinas, glucidos vy lipidos. La disminucidn de la cantidad de la proteina Nrf2, activada en

situaciones de estrés oxidativo, apoya esta afirmacion.

2. CONCLUSION: Protector de la integridad estructural de la

mitocondria

El hidroxitirosol mantiene la integridad fisica de las mitocondrias del musculo cardiaco.
El hidroxitirosol disminuye el grado de alteracién de la ultraestructura mitocondrial y el
numero de mitocondrias afectadas por la produccion de ERO por parte de la doxorubicina. Es
importante evitar la destruccién de las mitocondrias del musculo cardiaco porque ello

conllevaria la apoptosis del cardiomiocito y a la larga, la aparicién de problemas cardiacos.
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3. CONCLUSION: Disminucién de la generacion de ERO

El mecanismo molecular de proteccion por parte del hidroxitirosol frente al dafo
producido por ERO sobre los componentes de la cadena de transporte electrdnico
mitocondrial se ha puesto de manifiesto gracias a la determinacién de la actividad de los
complejos | y IV en ddénde el hidroxitirosol provoca una disminucién de la actividad del
complejo | pero no del complejo IV, lo que no comprometia el correcto funcionamiento de la
cadena de transporte electrénico, pero al reducir la actividad del complejo |, el principal

complejo mitocondrial productor de ERO.

4. CONCLUSION: Disminucion de la cantidad de AIF

La disminucidn de la cantidad de AIF en el grupo HT frente a los demds grupos es un
dato interesante, ya que AIF es una molécula capaz de producir apoptosis una vez liberada al
citosol y mediante posterior translocacidn al ndcleo, pero también necesaria para la biosintesis
de los complejos de la cadena de transporte electrénico. La disminucion de su concentracion
en la mitocondria hace pensar que podria estar disminuyendo el riesgo de que se libere AIF al
citosol, disminuyendo el riesgo de que se produzca apoptosis, pero sin comprometer la funcion

de la cadena de transporte electrdnica.

5. CONCLUSION: Proteccion frente a la apoptosis

No se han encontrado diferencias entre los niveles de apoptosis y por lo tanto no se ha
comprobado la eficacia del hidroxitirosol frente a la apoptosis inducida por doxorubicina sobre

los cardiomiocitos.

CONCLUSION GENERAL

El hidroxitirosol protege al cardiomiocito de los dafios secundarios generados por la
doxorrubicina inhibiendo la generacidn de radicales libres en la mitocondria, manteniendo la
funcionalidad de la mitocondria y protegiendo a la célula del daiio oxidativo provocado por

el citostatico.
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