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RESUM 

El carcinoma d'endometri (CE) és la neoplàsia més freqüent del tracte genital 

femení en els països desenvolupats. El CE és una malignització de les cèl·lules epitelials 

que revesteixen l'úter en el seu interior. Tot i que quan està confinat l’úter té bon 

pronòstic, quan surt de la cavitat uterina es torna una malaltia pràcticament incurable, 

per la qual cosa requereix la recerca de nous fàrmacs. La identificació de noves dianes 

terapèutiques a més dels mecanismes moleculars d’actuació d’aquests fàrmacs en 

aquesta neoplàsia, té una gran rellevància translacional. Si es compara amb els 

tractaments tradicionals, quimioteràpia o radioteràpia, la teràpia contra dianes 

moleculars presenta un gran avantatge per la seva especificitat, tant en la relació 

fàrmac‐diana com diana‐tumor. Això permet reduir la toxicitat indiscriminada dels 

tractaments anticancerosos, i addicionalment, actuar de forma dirigida contra 

determinats subgrups de tumors. Per altra banda, aquests fàrmacs poden actuar de 

forma sinèrgica entre ells o en combinació amb tractaments clàssics. 

L’augment del coneixement sobre l’etiologia del càncer  ha permès descobrir 

noves dianes alterades específicament en les cèl·lules tumorals, com és el cas de les 

HDACs. Aquest fet ha motivat, per exemple, el desenvolupament del Vorinostat, un 

inhibidor de les HDACs. Els resultats obtinguts en aquesta tesi demostren que el 

Vorinostat és efectiu i selectiu per a les cèl·lules tumorals de CE. A nivell molecular, el 

Vorinostat en el CE indueix l’acetilació de les histones i altres proteïnes cooperant en el 

procés d’apoptosi caspasa-dependent. A més a més, el Vorinostat és eficient a l’hora 

de reduir la viabilitat, proliferació i induir una parada en el cicle cel·lular. El tractament 

juntament amb antioxidants rescata la mort induïda pel Vorinostat, fet que conclou 

que l’efecte letal del Vorinostat està relacionat amb l’estrès oxidatiu a través de la 

producció de ROS. 

Estudis previs demostren que la vitamina D (VD) és un factor d’inhibició tumoral en 

molts tipus de neoplàsies, però, la relació causa-efecte de presentar baixos nivells de 

VD en sèrum i desenvolupar càncer segueix estan incompleta. Els nostres estudis fets 

amb tissues microarrays (TMA) demostren que els casos de CE presentaven nivells 

baixos de CYP24A1 (enzim mitocondrial que degrada els metabòlits de la VD) 

juntament amb nivells baixos de VDR (receptor de la VD) nuclear i citoplasmàtic; els 
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casos més agressius de CE, el tipus III, podien presentar nivells baixos de CYP27A1 

(enzim que converteix la VD en 25(OH)D) o nivells alts de CYP24A1 en comparació amb 

els endometris normals (EN) analitzats. El tractament amb VD3, colecalciferol, de les 

línies cel·lulars de CE va ser suficient a l’hora de disminuir la capacitat clonogènica de 

les cèl·lules i la seva viabilitat a més d’induir efectes antiproliferatius. 

Globalment, els treballs que constitueixen aquesta tesi doctoral suposen una 

contribució important en el coneixement del mecanisme molecular d’acció del 

Vorinostat, antioxidants i la VD, fàrmacs que podrien ser efectius pel 

tractament/prevenció/atenuació del CE. 
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RESUMEN 

El carcinoma de endometrio (CE) es la neoplasia más frecuente del aparato genital 

femenino en los países desarrollados. El CE incluye un conjunto de variantes malignas 

que provienen de las células epiteliales que revisten el útero en su interior. Aunque 

cuando se encuentra confinado en el útero, tiene buen pronóstico, cuando sale de la 

cavidad uterina se transforma en una enfermedad prácticamente incurable, por lo que 

requiere la búsqueda de nuevos fármacos. La identificación de nuevas dianas 

terapéuticas además de los mecanismos moleculares de actuación de estos fármacos 

en esta neoplasia, tiene una gran relevancia translacional. Si se compara con los 

tratamientos tradicionales, quimioterapia o radioterapia, la terapia contra dianas 

moleculares presenta una gran ventaja por su especificidad, tanto en la relación 

fármaco-diana como diana-tumor. Esto permite reducir la toxicidad indiscriminada de 

los tratamientos anticancerosos, y adicionalmente, actuar de forma dirigida contra 

determinados subgrupos de tumores. Por otra parte, estos fármacos pueden actuar de 

forma sinérgica entre ellos o en combinación con tratamientos clásicos. 

El aumento del conocimiento sobre la etiología del càncer ha permitido descubrir 

nuevas dianas alteradas específicamente en las células tumorales, como es el caso de 

las HDAC. Este hecho ha motivado, por ejemplo, el desarrollo del Vorinostat, un 

inhibidor de las HDACs. Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que el 

Vorinostat es efectivo y selectivo para las células tumorales de CE. A nivel molecular, el 

Vorinostat en el CE induce la acetilación de las histonas y otras proteínas cooperando 

en el proceso de apoptosi caspasa-dependiente. Además el Vorinostat es eficiente a la 

hora de reducir la viabilidad, proliferación e inducir una parada en el ciclo celular. El 

tratamiento junto con antioxidantes revierte la muerte inducida por el Vorinostat, 

hecho que sugiere, que el efecto letal de Vorinostat está relacionado con el estrés 

oxidativo de las células mediante la producción de ROS. 

Estudios previos demuestran que la vitamina D (VD) es un factor de inhibición 

tumoral en muchos tipos de neoplasias, sin embargo, la relación causa-efecto de 

presentar bajos niveles de VD en suero y desarrollar cáncer sigue siendo incompleta. 

Nuestros estudios hechos con tissues micro arrays (TMA) demuestran que los casos de 

CE presentaban niveles bajos de CYP24A1 (enzima mitocondrial que degrada los 
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metabolitos de la VD) junto con niveles bajos de VDR (receptor de la VD) nuclear y 

citoplasmático; los casos más agresivos de CE, el tipo III, podían presentar niveles bajos 

de CYP27A1 (enzima que convierte la VD 25(OH)D) o niveles altos de CYP24A1 en 

comparación con los endometrios normales (EN) analizados. El tratamiento de las 

líneas celulares de CE con VD3, colecalciferol, es suficiente para disminuir la capacidad 

clonogénica de las células y su viabilidad además de inducir efectos antiproliferativos.  

Globalmente, los trabajos que constituyen esta tesis doctoral suponen una 

contribución importante en el conocimiento del mecanismo molecular de acción del 

Vorinostat, antioxidantes y la VD, fármacos que podrían ser efectivos para el 

tratamiento/atenuación/prevención del CE. 
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ABSTRACT 

Endometrial carcinoma (EC) is the most common malignancy of the female genital 

tract in developed countries. EC implicates the epithelium inside the uterine cavity, 

and has a good prognosis when confined to the uterus. However, once outside the 

uterine cavity, EC becomes an incurable disease by current available drugs. Therefore, 

the identification of new therapeutic targets for this neoplasm as well as the molecular 

mechanisms of action of these drugs in this neoplasm is an issue of high translational 

relevance. Indeed, therapy against specific molecular targets presents an important 

advantage over chemotherapy or radiotherapy for their specificity. Thereby reducing 

their indiscriminate cellular toxicity and, more significantly, acting against specific 

subsets of tumors, or acting synergistically when administered in combination with 

traditional treatments. 

Increased understanding of the etiology of cancer has uncovered new targets 

specifically altered in tumor cells, such as the HDACs. This has led to the development 

of drugs as Vorinostat, an inhibitor of HDCAs. This thesis work demonstrates that 

Vorinostat is an effective and selective anti EC agent. At the molecular level, Vorinostat 

induces acetylation of histones and other proteins helping in the process of caspase-

dependent apoptosi. Besides Vorinostat treatment is efficient in reducing the viability, 

proliferation and induces cell cycle arrest. Co-treatment with antioxidants rescues 

Vorinostat-induced cell death suggesting that the lethal effect of Vorinostat results 

from oxidative stress caused by ROS production. 

An additional contribution of this thesis work is the anti-EC actions of vitamin D 

(VD). Numerous epidemiological studies have linked VD deficiency with a higher cancer 

risk, but the cause-effect link low serum levels of VD and an accelerated development 

of cancer is still incomplete.  In vitro studies in EC cell lines demonstrated that VD3 

(cholecalciferol) treatment was sufficient to reduce their viability, proliferation rates 

and clonogenic capacity because these cells express CYP27A1 and CYP2R1, the 

enzymes that can convert VD3 into 25-hydroxyVD3/25(OH)D, a direct activator of VDR 

antiproliferative actions. Furthermore, tissue micro arrays (TMA) analysis revealed 

higher expression of both CYP27A1 and CYP2R1 but low VDR in EC compared to normal 

endometrium. These findings together with the low levels of CYP24A1 (the enzyme 
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that degrades VD metabolites) in early stages of EC support the potential for effective 

antiproliferative actions with appropriate VD supplementation. Both reductions in 

CYP27A1 and CYP2R1 and increases in CYP24A1 limit VD inhibition of EC growth in 

more advanced stages.   

Overall, this thesis work provides an important contribution to our understanding 

on the molecular mechanisms of action of Vorinostat, antioxidants and VD, all of which 

might be effective for the treatment/attenuation/prevention of EC. 
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ABREVIATURES 

1,25-hidroxivitamina D3 / 1,25(OH)2D3 / 1,25D / calcitriol: 1,25 dihydroxivitamin D3 

25-hidroxivitamina D3 / 25(OH)D3 / 25(OH)D / calcidiol: 25-hydroxivitamin D3 

AIF: apoptotic inducing factor 

AJCC: American Joint Cancer Commission 

Apaf-1: apoptotic-protease-activating factor-1 

ATP: adenosin triphosphate 

Bad: Bcl-2-associated death promoter 

Bax: Bcl-2-associated X protein 

Bcl-2: B-cell lymphoma/leukemia-2 

Bcl-XL: B-cell lymphoma extra large 

BH: Bcl-2 homology domain 

Bid: BH3 interacting-domain death antagonist 

CARD: caspase-activation recruitment domain 

Caspasa: cysteine-dependent aspartate-directed proteases 

cDNA: complementary DNA 

Ced-3/9: cell-death abnormality-3/9 

DBD: DNA binding domain 

DBP: vitamin D binding protein 

DD: death domain 

DED: death effector domain 

Diablo/Smac: second mitochondria-derived activator of caspases 

DISC: death-inducing signalling complex 

DNA: desoxiribonucleix acid 

DR: death receptor 

EC: endometrial carcinoma 
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EEC: endometrioid endometrial carcinoma 

EndoG: endonuclease G 

FADD: Fas associated protein with deat domain 

FDA: food and drug administration 

FIGO: International Federation of Gynecology and Obtetrics 

FLICE: Fas associated death domain-like ICE 

FLIP: Fas associated death domain like interleukin 1β converting enzime inhibitory 

protein 

FSH: follicle stimulating hormone 

GNRH: gonadotropin releasing hormone  

HDAC: histone deacetylase  

HDACi: histone deacetylase inhibitor 

IAP: inhibidor of apoptosi protein 

ICE: interleukin-1β converting enzyme 

K: lysine 

kDa: kilodalton 

LBD: ligand binding domain 

LH: Luteinizing hormone 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

MI: microsatellite instability  

mRNA: messenger ribonucleic acid 

NEEC: non-endometrioid endometrial carcinoma 

NF-κB: nuclear factor-kappa B 

PCD: programmed cell death 

PCR: polymerase chain reaction 

PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase 
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PTEN: phosphatase tensin homolog deleted on crhomosome 10 

R: purine 

RNA: ribonucleic acid 

ROS: reactive oxygen species 

RT: retrotranscriptase 

RT-PCR: retrotranscriptive polymerase chain reaction 

SAM: S-adenosil-L-methionine 

SHA: S-adenosil-L-homocysteine 

shRNAi: short hairpin RNA interference 

siRNA: small interefering RNA 

SUMO: small ubiquitin modifier 

tBid: truncated Bid 

TNF: tumor necrosis factor 

TNFR: tumor necrosis factor receptor 

TRADD: TNF receptor associated death domain 

TRAF: TNF receptor associated factor 

TRAIL: tumor necrosis factor related apoptosi-inducing ligand 

UVB: ultraviolet radiation type B 

VD: vitamina D 

VDR: vitamin D receptor 

VDREs: vitamin D-responsive elements 

XIAP: X-linked inhibitor of apoptosi protein 

Y: pirimidine 
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INTRODUCCIÓ 

1. L’ÚTER I L’ENDOMETRI 

L’úter, també anomenat matriu, és l’òrgan més important i més gran de l’aparell 

reproductor femení de la majoria dels mamífers, inclòs l’humà. És un òrgan muscular, 

buit, en forma de pera, extra-peritoneal i que mesura uns 7 cm de longitud en estat de 

repòs. Situat entre la vagina i les trompes de Fal·lopi, està format per dos parts; el cos 

de l´úter i el cèrvix o coll d’úter (Figura 1). L’endometri és el tipus de teixit mucós que 

recobreix l’interior de l’úter, aquest teixit proporciona l’entorn adequat per el 

desenvolupament del fetus, és a dir, serà on s’allotja l’òvul fertilitzat que serà nodrit 

iniciant-se així la gestació, que en l’espècie humana dura uns 280 dies. La paret gran de 

múscul llis, és el miometri, que s’engrandeix enormement durant l’embaràs, 

proporciona protecció al fetus i participa en el moment del part en l’expulsió d’aquest 

10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema que mostra les diferents parts de l’aparell reproductor femení: úter, parts 

de l’endometri, coll d’úter, trompes de Fal·lopi, ovaris i vagina 11. 

 

L’úter està recobert parcialment per peritoneu en el fons uterí. La paret de l’úter 

està format per 3 capes: l’endometri (capa més interna), el miometri (membrana 

muscular, capa intermèdia) i el peritoneu parietal (membrana serosa, capa més 

externa)10. 
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1.1 Fisiologia de l’endometri 

L’endometri consisteix bàsicament amb un epiteli simple de tipus columnar 

(cèl·lules allargades i estretes amb nuclis ovoides) i pseudoestratificat (dos o més capes 

de cèl·lules) que pot presentar cilis (epiteli ciliat, el més abundant) o no. Està sostingut 

per un estroma cel·lular, que allotja les nombroses glàndules tubulars simples. 

L’estroma és un tipus de teixit connectiu laxe, ric en vasos sanguinis 10, 12. 

A més a més, a la capa del miometri s’hi troben les glàndules tubulars, la funció de 

les quals és sintetitzar i secretar substàncies, com hormones, per a que la implantació, 

supervivència, desenvolupament i creixement de l’embrió/fetus sigui possible. 

 

 

 

Figura 2: Tall sagital d’un úter femení. S’aprecia el fundus (F), el 

cos (B) i el cèrvix (CX). S’observa la cavitat endometrial (ECC), el 

canal endocervical (ECC) i l’ectocèrvix (ECX). El múscul llis del cos 

conté un petit tumor, un Leioma (L) 13. 

 

 

1.2 La funció de l’endometri en el cicle menstrual 

La menstruació és un fenomen fisiològic de les dones que es presenta en les dones 

sanes des de la pubertat fins a la menopausa. Consisteix en l'expulsió d’òvuls no 

fertilitzats, en forma de fluix hemàtic, a la fi de cada cicle menstrual. Comunament el 

cicle menstrual es coneix com a el procés durant el qual l’endometri sofreix 

modificacions estructurals que el faran un receptor apte per a la implantació de l’òvul 

fecundat i posterior desenvolupament de l’embrió. Si finalment l’embaràs no té lloc, es 

produiran les variacions típiques del cicle menstrual que resultaran en última instància 

en la menstruació 10, 12. 

 

http://ca.wikipedia.org/wiki/Fisiologia
http://ca.wikipedia.org/wiki/Dones
http://ca.wikipedia.org/wiki/Pubertat
http://ca.wikipedia.org/wiki/Menopausa
http://ca.wikipedia.org/wiki/%C3%92vul
http://ca.wikipedia.org/wiki/Fertilitzaci%C3%B3
http://ca.wikipedia.org/wiki/Sang
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La menstruació pot o no seguir un cicle regular. Normalment el cicle de la 

menstruació dura aproximadament 28 dies, tot i que depèn de cada dona. El període 

que es considera normal va de 21 a 45 dies. El cicle menstrual va parell al cicle ovàric, 

essent aquest últim un element fonamental en la regulació de les diferents fases del 

cicle menstrual. Podem parlar així, de tres fases del cicle menstrual (Figura 3) i de dos 

estrats de l’endometri: Fase Proliferativa (dies 6-14), Fase Secretora (dies 15-28) i Fase 

Menstrual (dies 1-5), mentre que els estrats endometrioides es divideixen en l’estrat 

basal (porció que roman després de la menstruació i que regenerarà l’estrat funcional) 

i l’estrat funcional (que es d’escama en cada cicle menstrual) 10, 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema del funcionament del cicle menstrual. El control del cicle menstrual 

s’articula a partir de la regulació coordinada del cicle ovàric i el cicle endometrial. Els nivell 

d’estrògens augmenten en la fase proliferativa (dia 12-14) i els de progesterona o fan en la 

fase secretora, induint així la maduració de les glàndules epitelials, si no es produeix un 

embaràs, el dia 28 els nivells d’aquestes hormones i de les LH i FSH disminueixen. La 

maduració dels fol·licles ovàrics permet l’alliberament a la sang de les hormones que controlen 

l’evolució del cicle menstrual 14. 
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La Fase Proliferativa (dies 6-14) és la primera part del cicle menstrual, es 

caracteritza per un increment en els nivells d’estrògens, com a conseqüència la 

proliferació de l’endometri augmenta fet que resulta en el desenvolupament de les 

glàndules uterines. Aquest fenomen es deu a que, paral·lelament a aquesta fase, es 

desenvolupen en l’ovari els fol·licles ovàrics que secretaran i incrementaran la 

concentració d’estrògens en el torrent sanguini provocant que el recobriment de l’úter 

creixi i s’ampliï. En el dia 14 es produeix l’ovulació, el fol·licle madur expulsa l’òvul de 

l’ovari i surt a través de la trompa de Fal·lopi en aquest moment els nivells de 

concentració de l’hormona luteïnitzant (LH) i l’hormona fol·licle estimulant (FSH) són 

màxims. Posteriorment en l’ovari, les restes del fol·licle madur (o fol·licle de Graaft, en 

honor a l’anatomista holandès Regnier de Graaft) formaran el que es coneix com a cos 

luti constituït principalment per les cèl·lules luteíniques de la granulosa (externa i 

interna), de la Teca (externa i intern) i de l’estroma vascular. 

Durant la Fase Secretora (dies 15-28) l'oòcit comença a desplaçar-se a través de la 

trompa de Fal·lopi cap a l'úter. Els nivells de progesterona secretada pel cos luti 

augmenten provocant que les glàndules uterines es tornin tortuoses i que les cèl·lules 

secretores expulsin productes rics en hidrats de carboni. Paral·lelament els vasos 

sanguinis també es tornaran més nombrosos per poder irrigar i nodrir així un 

endometri més complex, fet que ajuda a preparar el recobriment de l'úter pel possible 

l'embaràs. Si un oòcit és fecundat per un espermatozoide i si a més s'adhereix a la 

paret de l'úter, comença un embaràs. Si no es produeix l'embaràs, el dia 28, l’oòcit es 

dissol o és absorbit pel cos, que es prepararà per a crear un nou oòcit. En aquest 

moment els nivells d'estrogen, progesterona, LH i FSH disminueixen es produeix la 

regressió del cos luti, (Fase Menstrual) i el recobriment dilatat de l'úter, és a dir 

l’endometri que durant la fase proliferativa ha anat creixent, és es trenca i d’escama, 

els vasos sanguinis també es trenquen i tot és lliurat durant el període menstrual. 

Durant la fase menstrual es perd l’epiteli superficial (estrat funcional) i és el primer 

que es regenerarà a partir de les cèl·lules epitelials de les glàndules uterines 

localitzades en l’estrat basal. La regeneració és produirà en l’inici del següent cicle 

menstrual (fase proliferativa). 

http://ca.wikipedia.org/wiki/Trompa_de_Fal%C2%B7lopi
http://ca.wikipedia.org/wiki/Espermatozoide
http://ca.wikipedia.org/wiki/Embar%C3%A0s
http://ca.wikipedia.org/wiki/Progesterona
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L’endometri humà té una gran capacitat de regeneració; en cada cicle menstrual 

l’endometri passa d’un gruix d’uns 0.5-1 mil·límetres desprès de la menstruació, fins a 

un gruix d’uns 5-7 mil·límetres al final de la fase secretora 10, 12. 

 

2. EL CARCINOMA D’ENDOMETRI 

El carcinoma d’endometri (EC, Endometrial Carcinoma) és una malignització de les 

cèl·lules de l’endometri. 

2.1 Epidemiologia 

El EC és el tumor maligne del tracte genital femení més freqüent. Tot i que té bon 

pronòstic i la majoria d’ells són curables, és el causant de la tercera part de morts 

relacionades amb càncers ginecològics en els països desenvolupats 15, ja que entre un 

15-20% dels EC diagnosticats mostren un fenotip agressiu 16. Segons dades de la UE, 

serà el sisè tipus de causa de mort per càncer en dones durant el 2013 17. Aquest fet es 

deu, també, a que un cop disseminat o recidivat presenta molt mal pronòstic.  

El EC es desenvolupa tant en dones pre- o peri-menopàusiques (15-25%), com en 

dones post-menopàusiques (75-85%) 18. L’edat afectada més comuna és entre els 50 i 

els 59 anys, i és estrany veure casos en dones de menys de 40 anys. La majoria dels 

tumors es detecten en fases inicials, per tant el pronòstic i la mortalitat estan 

disminuint. 

2.2 Tipus de carcinomes endometrials 

L’any 1983, Jan V. Bokhman va classificar els EC en dos tipus: tipus I i tipus II, 

atenent a les seves característiques clinicopatològiques (Figura 4) 19. Els EC de tipus I, 

també anomenats carcinomes d’endometri endometrioides (EEC, Endometrioid 

Endometrial Carcinoma), són tumors de baix grau, dependents d’estrògens, que 

ocorren en dones perimenopàusiques i postmenopàusiques recents, i coexisteixen o 

venen precedits per hiperplàsia endometrial complexa o atípica. Són aproximadament 

el 80% dels casos, de moderats a ben diferenciats, confinats al cós uterí en el moment 
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del diagnòstic i normalment amb un pronòstic favorable acompanyat d’una teràpia 

adient. Els de tipus II, també anomenats carcinomes d’endometri no endometrioides 

(NEEC, Non-Endometrioid Endometrial Carcinoma), representen el 10-20% dels casos, 

són tumors poc diferenciats i d’alt grau que normalment es desenvolupen en dones 

postmenopàusiques, seguint una via estrogen independent i originat-se a partir d’un 

endometri atròfic 20, 21. 

 

 

Figura 4. Tipus de EC. (A) Fotografia d’un EEC de grau I. El tall histològic mostra una 

citoarquitectura glandular normal, indicador de que el tumor està ben diferenciat. (B) 

Fotografia d’un NEEC de grau III, que ha envaït part del miometri. El tall histològic mostra 

una citoarquitectura atròfica, corresponent a un tumor d’alt grau i poc diferenciat. 

Imatges extretes de l’arxiu del servei d’anatomia patològica de l’HUAV. 

 

2.3 Alteracions moleculars del carcinoma d’endometri 

Com molts càncers epitelials, el EC resulta de l’acumulació de diferents alteracions 

genètiques i epigenètiques en oncògens, gens supressors de tumors o gens involucrats 

en la reparació del DNA. Aquesta acumulació és la responsable de la transició d’un 

endometri normal a la hiperplàsia i al carcinoma. Un cop el tumor s’ha desenvolupat, 

noves alteracions moleculars tindran lloc en els diferents subclons del tumor. Aquestes 

A 

B 
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noves alteracions són les responsables de la heterogeneïtat, la invasió i la metàstasi 

tumoral. 

Els estudis moleculars han proporcionat proves a favor d’aquest esquema de 

classificació mostrant els processos genètics que podrien estar involucrats en el 

desenvolupament i progressió d’ambdós tipus de carcinomes. 

Els EC de tipus I o de tipus II presenten unes alteracions moleculars diferents. Els 

EEC es caracteritzen perquè presenten inestabilitat de microsatèl·lits (MI, 

Microsatellite Instability), mutacions en PTEN, PI3KCA, KRAS, β-catenina i en els gens 

de reparació dels aparellaments erronis del DNA, mentre que els de tipus II presenten 

inestabilitat cromosòmica, mutacions de p53 i l’amplificació de HER2/neu 22-24. 

Aquestes alteracions poden aparèixer soles o coexistir amb altres en el mateix tumor 

(Figura 5). No obstant els esdeveniments moleculars precisos que succeeixen durant el 

desenvolupament del CE romanen sense caracteritzar i se’n té un escàs coneixement 

20. 

Donat que els EEC són majoritaris, i que és amb el que hem estat treballant en 

aquesta tesis, passarem a explicar les mutacions típiques d’aquests. 

La MI juga un paper important durant la transformació del EEC en etapes inicials 

del tumor 23, 24. Aquesta s’associa a una deficiència del gens de reparació durant la 

còpia del DNA. Els microsatèl·lits són regions del DNA consistents en la seqüència de 

dos nucleòtids repetides en tàndem i degut a la seva naturalesa de nucleòtids són 

especialment susceptibles a sofrir mutacions. Normalment, les mutacions ocorregudes 

en els microsatèl·lits no tenen cap conseqüència biològica perquè la majoria estan en 

zones no codificants del DNA. Però algunes vegades hi ha insercions, encara que 

només siguin d’un nucleòtid en zones codificants i aquestes són perilloses. L’aparició 

d’aquestes mutacions estan associades a la progressió dels EEC. La MI apareix en un 

20% dels EEC 23. 

Els EEC també presenten mutacions de guany de funció en KRAS, en un 10-30% 

dels casos 25. Les mutacions en aquest gen ocorren normalment en els codons 12 i 13 i 

apareixen en estadis molt inicials del tumor (33-85%), sobretot, en aquells que també 
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presenten MI, tot i això solament apareixen en un 5% dels NEEC 26. De fet, ja s’observa 

en les hiperplàsies. KRAS és una proteïna que pertany a la família de les proteïnes Ras, 

que participen en l’alteració de la via de les MAP cinases (MAPK). 

El gen codificant per β -catenina (CTNNB1) és un gen que es troba mutat en el EEC, 

en un 30%. És una mutació que té lloc en moments més avançats del EEC. La β -

catenina és un component del complex E-cadherina-catenina, el qual és essencial en la 

diferenciació i el manteniment d’una arquitectura tissular normal. Les mutacions de 

CTNNB1 provoquen una estabilització i una acumulació de β -catenina en citoplasma i 

nucli i participen en la transducció de senyal i l’activació transcripcional, a través de la 

formació de complexes de DNA-proteïnes unidores de DNA 27. 

Pel que fa a PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) que és un gen supressor de 

tumors, es troba mutat en el 30-60% dels EEC 28. Es creu que pot ser per mutacions 

somàtiques, per pèrdua d’heterozigositat o per una desmetilació del promotor. La 

mutació en PTEN s’ha observat ja en les hiperplàsies, cosa que suggereix que és un 

fenomen inicial per al desenvolupament d’un EEC. Actua en sentit contrari a PI3K 

(PhosphatIdylinositol 3-Kinase), desfosforilant els PIP3 en PIP2, regulant negativament 

així la via de senyalització de la PI3K/Akt. 

Finalment, la freqüent alteració de la via PI3K/Akt en el EEC, pot ser tant deguda a 

les alteracions observades en PTEN, com a mutacions de guany de funció de PI3K, 

induint la seva activació constitutiva 15, 29, 30. 

Així doncs sembla evident que en el EEC existeix una progressiva acumulació 

d’alteracions moleculars en el procés de transformació neoplàsica i progressió 

tumoral. Això explica el solapament que s’observa per algunes de les mutacions més 

freqüents (Figura 5) i indica que per la formació i progressió d’un carcinoma és 

necessària més d’una alteració. 
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Figura 5. Principals alteracions moleculars dels EEC. Inestabilitat de Microsatèl·lits, 

mutacions en PTEN, β -catenina i KRAS. (Modificat de 22). 

 

 

2.4 Factors de risc associats a l’aparició del carcinoma d’endometri  

Un factor de risc és aquell que canvia la seva probabilitat de manifestar una 

malaltia com el càncer. Els diferents tipus de càncers tenen diferents factors de risc. 

Alguns no es poden canviar com l’edat, raça o la genètica i altres estan relacionats amb 

decisions personals com fumar, l’alimentació, pes corporal o l’exercici. Tot i que hi ha 

certs factors que augmenten el risc d’una dona de manifestar CE, aquests no sempre 

causen de la malaltia. És un fet contrastat que en el CE no només les alteracions 

moleculars juguen un paper important en el desenvolupament del carcinoma, sinó que 

també existeixen diferents factors ambientals/biològics implicats en el procés (Taula 1) 

31. Algunes dones amb un o més factors de risc mai desenvoluparan la malaltia i 

d’altres amb CE no presenten cap d’aquests factors de risc conegut.  
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FACTORS DE RISC 

Menstruació precoç Menopausa tardana 

Longitud de cicles menstruals Infertilitat o nul·liparitat 

Obesitat Factors hormonals 

Teràpia amb estrògens prolongat Dieta rica amb grasses animals 

Diabetis Hipertensió arterial 

Càncer de mama i ovaris Tractament amb Tamoxifen 

Càncer de còlon hereditari Radioteràpia pellica 

Ovaris poliquístics Hiperplàsia endometrial 

Drogues antisicótiques  

Taula 1. Factors de risc. Factors de risc associats al desenvolupament del carcinoma 

d’endometri 21, 32. 

 

 

2.5 Estadificació i pronòstic del carcinoma d’endometri 

Un cop el CE s’ha generat, aquest passa per diferents etapes fins arribar a l’etapa 

final, que és la metàstasi. Els especialistes utilitzen dos sistemes, per anomenar 

l’estadiatge del carcinoma (un cop s’ha extret mitjançant cirurgia) i així referir-se a com 

està d’estès; el sistema FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics, 

1981) i el sistema de l’American Joint Cancer Commission (sistema TNM) mitjançant la 

utilització de les següents dades clíniques i histològiques: “T”: extensió del tumor; “N”: 

afectació dels ganglis limfàtics; “M”: presència o no de metàstasis a distància. Així, 

permet classificar els CE en els diferents estadis clínics, tal i com es mostra en la Taula 

2. 
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Factor Sub- Característiques     

  factor         

  T0 Sense senyals d'algun tumor en l'úter.   
            

  Tis Tumor localitzat a la superfície de l'endometri,  
    carcinoma in-situ (lesió pre-cancerígena). 

    El tumor sols és troba en el cos de l'úter, pot 
    també estar en les glàndules del cèrvix, però 
    no al teixit connectiu d'aquest.   
      

  
  

  T1 T1a: el tumor es troba a l'endometri, però pot 
    estar començant a envair el miometri (menys de la  
    meitat). 

  
  

    T1b: el tumor no s'ha estès més enllà del cos de  
    l'úter, però ha passat al miometri (més de la 

T   meitat). 
  

  
            

  T2 El tumor no s'ha estès més enllà del cos de l'úter,  
    però està creixent al teixit connectiu del cèrvix. 

    El tumor s'ha estès més enllà del cos de l'úter,  
    però no ha envaït la part del recte o de la bufeta. 
      

  
  

    T3a: el tumor es troba a la superfície exterior de  
  T3 l'úter (serosa) i/o les trompes de fal·lopi i/o els  
    ovaris. 

  
  

    T3b: el tumor s'ha estès cap a la vagina o cap als 
    teixits que es troben al voltant de  l'úter (parametri). 

  T4 El tumor s'ha estès a la paret interna de la bufeta 
    o del recte.       

  NX La possible extensió als ganglis limfàtics adjacents  
    no es pot avaluar.     

  N0 El tumor no s'ha estès als ganglis limfàtics. 

N N1 El tumor s'ha estès als ganglis limfàtics de la pelvis. 

  N2 El tumor s'ha estès als ganglis limfàtics al llarg de  
    l'aorta.       

  M0 
El tumor no s'ha estès als ganglis limfàtics (distants),  
òrgans o teixits 

M           

  M1 El tumor s'ha estès als ganglis limfàtics (distants),  
    a l'abdomen superior i altres òrgans (fetge, pulmó) 

Taula 2. Classificació del CE d’acord amb la FIGO i la AJCC., segons les dades clíniques i 

histològiques en relació amb les característiques del tumor 21, 33, 34. 

 

El sistema d’estadificació (Taula 3) és basa amb com s’ha estès el tumor. És pot 

haver estès localment al cèrvix o en altres parts de l´úter. Es pot haver estès 
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regionalment als ganglis limfàtics veïns (que formen part del sistema immune). 

Aquests ganglis es troben a la pelvis i més llunyà al llarg de l’aorta (artèria principal que 

va des del cor cap avall al llarg de la part posterior de l’abdomen i la pelvis), 

s’anomenen ganglis para-aòrtics. Finalment, el tumor pot metastatitzar als ganglis 

limfàtics llunyans (del tumor primari), a la part superior de l’abdomen, l’epipló (replec 

peritoneal que cobreix l’estómac i intestins) o a altres òrgans com el fetge, pulmons, 

ossos o cervell. 

Estadi Sub-   Característiques  Pronòstic 

  estadi     (Supervivència) 

0   Tumor localitzat a la superfície de l'endometri,  > 95% 
    carcinoma in-situ (lesió pre-cancerígena).   

  IA Tumor solament limitat a l'endometri.   
          

I IB Tumor envaint menys de la meitat del miometri. 95% 
          

  IC Tumor envaint més de la meitat del miometri.   
          

  IIA Tumor afectant l'endocèrvix sols fins la capa    
II   glandular.   80% 

  IIB Tumor afectant l'estroma cervical.   
          

    Tumor envaint la membrana serosa o els annexos    
  IIIA (trompes de fal·lopi, ovaris i lligaments de l'úter),    

    la citologia peritoneal pot ser maligna.   
          

III IIIB Metàstasis vaginal o fins el parametri. 30% 
          

  IIIC Metàstasis cap a la pelvis o cap als ganglis    
    limfàtics para-òrtics.   

  IVA Tumor envaint la bufeta urinària o l'aparell    
    digestiu.   < 5% 

IV IVB Metàstasis a distància, incloent els ganglis    

    limfàtics intra-abdominals o inguinals.   

Taula 3. Classificació del CE d’acord amb la FIGO i la AJCC, segons les dades clíniques i 

histològiques en relació amb les característiques del tumor21, 33, 34. 

 



Introducció 

19 
 

3. MORT CEL·LULAR PROGRAMADA 

El cos humà d’una persona adulta genera al voltant de 60 bilions de cèl·lules cada 

dia i a la vegada un nombre similar moriran cada dia per assegurar l’homeòstasi 

tissular mitjançant un procés altament regulat i irreversible que condueix a la pèrdua 

de la funció cel·lular conegut com a mort cel·lular programada (PCD, Programmed Cell 

Death). Aquest procés, regulat genèticament 35, 36, i caracteritzat per presentar canvis 

morfològics, bioquímics i moleculars es coneix avui dia com a apoptosi 37. L’apoptosi és 

un procés conservat evolutivament, ordenat, sincronitzat i ràpid (entre 4 i 6 hores) en 

resposta a un estrès cel·lular que pot ser tant fisiològic com patològic 38, 39.A més, 

l’apoptosi juga un paper clau durant el desenvolupament embrionari, en processos 

proliferatius i permet el correcte funcionament del sistema immune. L’apoptosi 

inhibeix les funcions principals de la cèl·lula i la condueix a una fagocitosi 38. A través 

d’aquest procés s’eliminen de manera controlada cèl·lules lesionades, velles, 

ectòpiques i potencialment perilloses, de fet l’apoptosi és el tipus de mort cel·lular més 

comuna en el cos humà 40. Cal apuntar, però, que aquest tipus de mort no existeix en 

plantes, eucariotes simples o microbis 41, 42. 

3.1 Una mica d’història 

Les primeres descripcions per a aquest fenomen les van realitzar Walther 

Flemming l’any 1885, el qual va descriure els trets típics d’aquesta mort i William 

Councilman al 1890, va assenyalar la presència de cossos acidòfils vacuolitzats en el 

fetge de pacients amb febre groga. Més tard, al 1914, Robert Schröder va descriure la 

presència de partícules amb cromatina pignòtica en les glàndules endometrials dos o 

tres dies abans de l’inici de la menstruació. No va ser fins el 1965 que el patòleg John 

Kerr juntament amb el Alister Currier van fer una descripció detallada d’aquesta forma 

de mort cel·lular i s’estableixen les bases per a l’estudi formal d’aquest fenomen. En 

l’estudi original aquests investigadors descriuen els canvis histològics que presenten 

les cèl·lules de fetge dels rosegadors després de que se’ls hi hagi lligat la vena porta. La 

zona pròxima a aquest vas sanguini presentava cèl·lules necròtiques, mentre que les 

cèl·lules del voltant presentaven una altra morfologia: estaven encongides, la 

cromatina estava molt condensada i les seves membranes i orgànuls estaven intactes 



Introducció 

20 
 

43. Van ser aquests mateixos investigadors els quals al 1972 van implantar el terme 

apoptosi que va substituir al de “necrosis per encongiment”, fins llavors utilitzat 44. En 

els anys 80, H. R. Horvitz va ser el primer en desvelar els aspectes més fonamentals de 

la biologia de l’apoptosi. Utilitzant com a model el nemàtode Caenorhabditis elegants, 

va identificar un gran nombre de gens involucrats en l’apoptosi que s’han conservat al 

llarg de l’evolució i que presenten homologia amb gens de mamífer (Figura 6) 35, 45, 46. 

 

 

 

 

 

Figura 6. Taula representativa dels gens reguladors d’apoptosi en C. Elegants i els 

seus homòlegs en humans. Als humans existeix la proteasa “ICE like” (casapase-3-like 

caspases), que forma una família de proteases suïcides i és homòloga a la proteïna Ced-3 dels 

nematodes, també s’observa homologia amb els gens Ced-9 dels nematodes i Bcl-2 de 

mamífers, ambdós gens inhibidors de l’apoptosi. 45. 

 

La paraula apoptosi deriva del grec apo que significa separació o derivació i ptosis, 

caiguda. Aquest terme s’utilitzava a la Grècia antiga per a descriure la caiguda dels 

pètals de les flors i la caiguda a la tardor de les fulles dels arbres. Aquest terme ressalta 

el caràcter fisiològic de l’apoptosi, ja que implica que, per a que un organisme funcioni 

correctament, no sols ha de tenir la capacitat de produir noves cèl·lules, sinó que 

també ha de tenir l’habilitat d’eliminar aquelles que ja no són capaces de complir amb 

la funció que tenen assignades.  

En les últimes dècades l'apoptosi ha estat tema de creixent atenció en la biologia 

cel·lular i en l'estudi del desenvolupament dels organismes, així com en la investigació 

de malalties tals com el càncer. Així ho demostra el fet que el premi Nobel l’any 2002 

per a Fisiologia i Medicina anés atorgat a Sydney Brenner (Gran Bretanya), H. Robert 
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Horvitz (EE.UU.) i John I. Sulston (GB) "pels seus descobriments concernents a la 

regulació genètica del desenvolupament d'òrgans i la mort cel·lular programada". 

A partir d’aquí, dècades d’estudi han permès identificar i caracteritzar múltiples 

proteïnes i vies de senyalització implicades en la regulació de l’apoptosi i descobrir, 

també, que una apoptosi inadequada pot tenir com a conseqüència el 

desenvolupament de processos patològics com, per exemple, malalties 

cardiovasculars, malalties neurodegeneratives (Alzheimer, malaltia de Huntington), 

desordres autoimmunes o càncer 39, 47. A més a més, l’acumulació d’alteracions en vies 

apoptòtiques pot inhibir l’execució de l’apoptosi induïda per agents antitumorals, 

aquest fet provoca que els tumors es facin resistents a les teràpies convencionals 48. 

 

3.2 Etapes en l’apoptosi 

Quan s’observa al microscopi el procés d’apoptosi es caracteritza pel fet que la 

cèl·lula s’encongeix i redueix el seu volum total, es torna més densa i adopta una 

morfologia arrugada a la qual se li associen canvis específics en el nucli i citoplasma 

(Figura 7). 

Figura 7. Representació de les diferents etapes de canvis morfològics que segueix un procés 

apoptòtic. Adaptació de 49, 50. 
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L’apoptosi presenta les següents característiques i unes fases molt concretes: 

NORMAL: 

1. Activació dels receptors d’apoptosi; quan la cèl·lula ha complert les seves 

funcions, normalment de desenvolupament, s’ha d’eliminar. 

 

CONDENSACIÓ: 

2. El nucli canvia notablement de forma, s’encongeix (pignosi) i s’observa com la 

cromatina, que normalment està en forma d’eucromatina (indicant activitat 

transcripcional de l’ADN) comença a concentrar-se formant cromatina 

condensada o heterocromatina (indica que l’ADN no s’està transcrivint). 

 

FRAGMENTACIÓ: 

3. Condensació nuclear i citoplasmàtica molt densa (els nuclèols es desintegren i 

es redueix la mida del nucli, falta total de l’activitat transcripcional de l’ADN, 

falta de síntesis d’RNA missatger, ribosòmic i de transferència, com a 

conseqüència hi haurà una impossibilitat de síntesi proteica). 

4. Mort i fragmentació cel·lular (els orgànuls es condensen i el reticle 

endoplasmàtic es dilata). 

5. Pèrdua del potencial de la membrana mitocondrial. 

 

FAGOCITOSIS: 

6. Formació de cossos apoptòtics, en lloc d’inflar-se o rebentar, i per tant, vessar 

el seu contingut intracel·lular nociu enzimàtic, cap a l’espai extracel·lular, el 

nucli i el citoplasma es fragmenten i s’encapsulen en vesícules envoltades de 

membrana, blebbing, i així eviten una inflamació. 

7. D'aquesta manera, poden ser eficientment englobades via fagocitosis i, 

conseqüentment, els seus components són reutilitzats per macròfags o per 

cèl·lules del teixit adjacent. 
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De manera paral·lela a aquest canvis morfològics, la cèl·lula apoptòtica 

experimenta una sèrie de canvis bioquímics que s’utilitzen com a marcadors de les 

diferents etapes de l’apoptosi. 

 

En el procés d’apoptosi podem distingir tres fases 49: 

1.- Fase Iniciadora. Els factors inductors d’apoptosi entren en contacte amb la 

cèl·lula i desencadenen una sèrie de respostes intracel·lulars diferents per cada 

estímul, que transmeten la senyal a la maquinaria apoptòtica. 

2.- Fase Executora. Un cop integrada la resposta als estímuls, la cèl·lula pren la 

decisió de morir. En aquest punt, moment en que el procés és irreversible, 

s’activen en forma de cascada les proteïnes efectores de l’apoptosi, les 

caspases, que són proteases encarregades de la destrucció cel·lular. 

Aquest és el punt de convergència de gairebé totes les senyals inductores 

d’apoptosi. 

3.- Fase destrucció. L’activació de la maquinària efectora de mort fa que la 

cèl·lula perdi la seva integritat i presenti els canvis bioquímics i morfològics 

típics de l’apoptosi. La externalització del lípid de membrana plasmàtica 

fosfatidilserina, el qual funciona com un senyal que és reconegut per les 

cèl·lules fagocítiques per tal de fagocitar cèl·lules apoptòtiques. 

 

L’apoptosi és, per tant , un mecanisme que ha d’ésser estrictament controlat en 

múltiples nivells dins la pròpia cèl·lula ja que alteracions que afectin tant l’execució 

com a la captació dels estímuls adients poden tenir conseqüències greus en la viabilitat 

cel·lular. 

El mecanisme intern que constitueix la mort cel·lular per apoptosi es pot 

desencadenar per estímuls d’origen extracel·lular i intracel·lular, és a dir, les vies 

clàssiques de mort apoptòtica són aquelles que transcorren a través de la via 

extrínseca o dels receptors de mort i a través de la via intrínseca o via mitocondrial. En 
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aquestes dues vies i participen unes proteïnes anomenades caspases, que ja he 

anomenat anteriorment. Hi ha també una altra via menys coneguda anomenada mort 

cel·lular independent de caspases. Com el seu nom indica és una via que transcorre 

sense la participació de les caspases, sinó que requereix l’activació d’altres proteïnes.  

 

3.3 Mort cel·lular depenent de caspases 

3.3.1 Estructura i funció de les caspases 

La maquinària executora de l’apoptosi està constituïda principalment per unes 

proteases pertanyents a la família de les caspases (Cystein Aspartae proteases). Tal 

com ja s’ha esmentat amb anterioritat, aquestes proteïnes presenten una elevada 

homologia entre elles i estan altament conservades evolutivament des dels 

nematodes, hidres i insectes fins als humans 51. 

Les caspases són proteïnes clau en la transducció i execució de la senyal apoptòtica 

induïda per una diversitat d’estímuls. Les caspases es regulen a nivell post-traduccional 

assegurant una ràpida activació en el moment precís i necessari. La majoria de les 

caspases s’expressen de manera constitutiva com a enzims inactius anomenats 

procaspases, localitzats en el citosol cel·lular o també, segons alguns estudis, en el 

mitocondri 52. Les caspases estan formades per un prodomini N-terminal (2-32kDa), 

una subunitat llarga (17-21kDa) que conté el centre actiu amb un residu cisteïna i una 

subunitat petita (10-13kDa) (Figura 8). Durant el transcurs de l’apoptosi seran 

activades per talls proteolítics en punts concrets de la seva seqüència aminoacídica i 

seran responsables de molts canvis morfològics i bioquímics de l’apoptosi 53, 54. Les 

caspases a la vegada tallaran altres substrats, sempre després d’un residu aspàrtic 55. 

Un cop processada i alliberada la forma catalíticament activa aquesta es presenta com 

a un tetràmer. 56-59. 
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Figura 8. Esquema del processament d’una caspasa. Representació de la forma inactiva i la 

forma del tetràmer final un cop activada. 

3.4 Tipus de caspases 

S’estableix una classificació en funció del mecanisme d’activació per processament 

i en relació a la seva funció pro-apoptòtica (Figura 9). Set de les catorze caspases 

conegudes en mamífers participen en l’apoptosi, i es classifiquen en tres tipus 9, 59. 

- Caspases iniciadores; s’activen quan hi ha un tall proteolític (autoprotòlisi) en 

la seva pro-forma inactiva, en aquest grup s’hi troba: CASP2, CASP8, CASP9 i 

CASP10. Es caracteritzen per tenir un prodomini més gran que les efectores, 

com per exemple el prodomini DED (Death-Effector Domain) o el prodomini 

CARD (Caspase-Recruitment Domain) que permet a aquestes caspases 

interaccionar amb altres molècules per regular-ne la seva activació. Aquestes 

molècules són proteïnes adaptadores de receptors de membrana com CD-95 

(Cluster of Differentiation 95) o TNFR-1 (Tumor Necrosis Factor Receptor-1) o 

proteïnes citosòliques com Apaf-1 (Apoptotic-protease-activating factor-1) que 

responen a estímuls externs i que per tan serà l’inici de la cascada inductora 

d’apoptosi. Aquest tipus de caspases són les que activaran les caspases 

executores. 

- Caspases executores; són activades a través d’un tall específic produït per les 

caspases iniciadores, en aquest grup s’hi troba: CASP3, CASP5 i CASP6. Són les 

que degradaran múltiples substrats. 

- Caspases inflamatòries; no relacionades amb l’apoptosi. 
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L’inici d’aquesta cascada de reaccions està regulada per inhibidors de caspases. 

 

 

 

 

 

 

3.5 Vies apoptòtiques 

En els últims anys i gràcies als progressos en biologia molecular i cel·lular s’està 

aconseguint entendre els mecanismes que condueixen a la mort apoptòtica. Està 

generalment acceptat i descrit que existeixen dos tipus de vies que indueixen apoptosi, 

és a dir, que permeten l’inici de l’activació de les caspases iniciadores 9. La primera 

d’elles implica als receptors de mort com són el receptor TNF-1 (Tumor Necrosis 

Factor-1) i Fas (CD95), anomenada via extrínseca, i la segona depèn de la participació 

del mitocondri, anomenada via intrínseca. Les caspases poden actuar tant en la via 

extrínseca com en la via intrínseca de l’apoptosi. Hi ha unes caspases que 

específicament participen en una via i d’altres que participen en l’altra via 60, 61. 

Sigui quin sigui l’estímul que desencadenarà apoptosi (extra o intracel·lular), en la 

fase executora té lloc la primera reacció per part de la cèl·lula, l’expressió de gens per 

la síntesis d’un tipus particular de proteïnes amb alta activitat enzimàtica (proteases). 

Concretament les primeres proteases identificades que actuen en l’apoptosi són les 

del tipus ICE (Interleukin-1 Converting Enzyme), actualment s’anomena Caspasa-1 i 

s’han identificat més de 11 tipus. Quant aquestes proteases s’activen, actuen sobre 

altres proteïnes o sobre l’ADN nuclear provocant-ne la seva destrucció. 

Figura 9. Caspases 

apoptòtiques en humans. 

En aquesta figura les 

caspases han estat 

agrupades segons similitud 

entre seqüències, es poden 

veure els prodominis de les 

caspases i els seus dominis 

CARD i DED. Les capses 

vermelles fan referencia als 

llocs de tall, és a dir on es 

troba l’aspartat9. 
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3.5.1 Via extrínseca o dels receptors de mort 

La via extrínseca de l’apoptosi, també coneguda com la via dels receptors de mort 

és la responsable de l’eliminació de cèl·lules durant el desenvolupament embrionari, 

de la regulació del sistema immune pel que fa a la seva maduració i a l’eliminació de 

les cèl·lules tumorals. L’estímul extracel·lular més freqüent, durant el 

desenvolupament, és la falta de factors tròfics encarregats de mantenir la funcionalitat 

cel·lular. Aquesta via s’inicia per unió de lligands extracel·lulars a receptors de 

superfície 60, 62 (Figura 11). Es tracta de lligands de superfície, entre les que destaquen 

les molècules de la superfamília del TNF, que activen la via a través de la seva unió a 

receptors específics de la membrana cel·lular (apoptosi induïda per activació de 

receptor/lligand) i no per la falta d’estímuls de supervivència. 

La via extrínseca o dels "receptors de mort" estableix connexions amb l'espai 

extracel·lular, rebent senyals pro-apoptòtiques des de l'exterior i de les cèl·lules veïnes 

cap a l’interior de la cèl·lula. 

Dins d’aquesta gran família els receptors més coneguts són: TNFR-1, Fas o CD95, 

els seus lligands FasL o CD95L i els receptors  DR-4 i DR-5, (Death Receptor 4 i 5) 63. 

Tots aquests receptors de mort posseeixen un domini intracel·lular a C-terminal 

anomenat DD (Death Domain). Quant un lligand, com  TRAIL (TNF-Related Apoptosi-

Inducing Ligand) s’uneix a aquests receptors es pot produir la mort per apoptosi de la 

cèl·lula que els posseeix (Figura 10).  

El receptor de mort més estudiat i rellevant és Fas i el seu lligand, FasL (CD95L); 

FasL s’uneix a Fas en la mateixa cèl·lula o en cèl·lules adjacents, formant-se grups de 

tres o més molècules de Fas. A causa d’aquesta agregació, s’indueix el reclutament del 

complex DISC (Death-Inducing Signalling Complex) on els dominis de mort 

intracel·lulars DD d’aquests receptors agrupats per Fas s’uneixen a una proteïna 

adaptadora anomenada FADD (Fas-Associated protein with Death Domain) que conté 

un altre domini de mort DED 64. FADD recluta la forma inactiva de la caspasa-8 (també 

amb un DED), formant el complex DISC 5, 65. La caspasa-8 experimenta una auto 

activació catalítica i és alliberada del DISC al citoplasma formant un heterotetrámer de 
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dos unitats grans i dos de petites i és llavors quan és capaç d’activar les caspases 

efectores 3,6 i 7 9, 63, 65 (Figura 10 i 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

La inhibició d’aquesta ruta es realitza per proteïnes que contenen dos DED i que 

s’uneixen al complex CD95-FADD. Estem parlant, per exemple, del regulador negatiu 

de la via extrínseca FLIPL (FLICE-inhibitory proteins). FLIPL és una proteïna homòloga a 

caspasa 8, però li manca la cisteïna del domini catalític, la qual cosa fa que FLIPL no 

tingui activitat proteolítica 61, 66. Els nivells d’aquesta proteïna poden tenir dos efectes 

oposats, pro-apoptòtic o anti-apoptòtic 67. Sembla ser que nivells baixos de FLIPL 

puguin induir apoptosi, activant la caspasa 8 i que nivells alts de FLIPL puguin inhibir 

l’activació de caspasa 8, degut a la competició amb la caspasa 8 per unir-se a FADD en 

el DISC 61, 68, 69. Apart, també hi ha l’evidència de que FLIPL pot formar heterodímers 

amb caspasa 8 amb activitat catalítica, activant-la per dimerització 66, 70-74 (Figura 11). 

 

 

 

 

Figura 10. Formació 

del complex DISC. 

Reorganització de les 

molècules, Fas, FADD, 

Casapase-8 i els dominis 

de mort, involucrades en 

la formació del complex 

DISC. Adaptat de 5. 
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Figura 11. Via de senyalització extrínseca induïda per Fas i on s’observa els diferents 

receptors i lligands de la superfamília del TNF. Els receptor FasL, DR4 i DR5, un cop activats, 

reclutaran FADD, mentre que TNFR1 i DR3 reclutaran TRADD (TNFR-associated death domain). 

Adapatat de 38, 63, 75, 76. 

 

3.5.2 Via intrínseca o mitocondrial 

La major part d’apoptosi vista en cèl·lules de vertebrats transcorre a través de la 

via intrínseca 77 (Figura 12). En aquesta via, el mitocondri hi juga un paper fonamental. 

Aquesta via pot ésser activada per una gran varietat d’estímuls, com per exemple, els 

fàrmacs quimioterapèutics, radiació ultraviolada, hipòxia, estrès oxidatiu, l’expressió 

de missatges genètics de suïcidi cel·lular o que la cèl·lula no passi els controls – check-

points – per entrar en mitosis. 

Un cop la cèl·lula ha rebut el senyal de morir s’activen un grup de proteïnes que 

produeixen canvis en el mitocondri. El pas clau en aquest procés és la permeabilització 
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del mitocondri; és produeixen porus en la membrana externa dels mitocondris, que 

resulta en la pèrdua del potencial de membrana mitocondrial (MMP, Mitocondrial 

Membrane Perturbation) 77, 78, i permet l'alliberament de nombroses proteïnes a 

l'espai citosòlic; entre elles, les proteïnes inductores d’apoptosi anomenades AIF 

(Apoptosi Inducing Factor), l’endonucleasa EndoG (Endonuclease G, mitochondrial), 

Diablo/Smac (Second mitochondria-derived activator of caspases) i el citocrom C 79-81 

(Figura 12). 

El citocrom C, una vegada al citosol, s’uneix a Apaf-1, en presència d’ATP, activa un 

complex multiproteic heptamèric anomenat apoptosoma 80-82. L’apoptosoma és una 

roda de set braços, amb un nucli central que conté el domini de reclutament de la 

procaspasa 9, que està unit al domini CARD de Apaf-1 i amb una molècula de citocrom 

C a cada braç 82, 83. Es creu que l’activació de la caspasa 9 és anàloga a l’activació de la 

caspasa 8, es a dir, a través d’una transició de monòmer a dímer. L’apoptosoma activa 

directament la procaspasa-9. Una vegada que la caspasa-9 està activada, aquesta 

proteolitza i activa a les caspases efectores com la caspasa-3, 6 i 7 que són les 

principals responsables dels canvis bioquímics i morfològics que tenen lloc en la 

cèl·lula en les últimes fases de l'apoptosi, alguns dels seus substrats són proteïnes del 

citoesquelet, de la membrana nuclear o bé encarregades de la reparació del DNA 

(Figura 12) 84, 85. 

A més de la sortida de citocrom C des del mitocondri, una altra proteïna 

anomenada Diablo/Smac, que és inhibidor dels inhibidors de caspases IAPS (Inhibitor 

of Apoptosi Protein) surt de la mateixa. Així es té una via en la qual la caspasa efectora 

està lliure d'actuar (atès que els seus inhibidors van ser neutralitzats per Diablo/Smac) 

79-81 (Figura 12). 
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Figura 12. Activació de la via mitocondrial gràcies a la formació de l’apoptosoma. Els 

estímuls apoptòtics, com agents quimioterapèutics o radioteràpia provoquen 

l’alliberament de citocrom C. Aquest s’uneix a l’Apaf-1 i a la pro-caspasa-9, aquesta unió 

indueix un canvi conformacional en Apaf-1, permetent la unió de l’ATP (Adenosin 

Triphosphate). Aquest fet causa la seva oligomerització formant l’apoptosoma i alliberant 

la caspasa-9 que més tard activarà les caspases executores com la caspasa 3, 6 o 7. La via 

extrínseca a través de l’alliberament de Bid (BH3 interacting-domain death antagonist) 

per part de la caspasa-8/10, i de la unió d’aquest amb Bax (Bcl-2 associated X 

protein)/Bad (Bcl-2 associated death promoter) també pot activar la via intrínseca. La via 

intrínseca és pot veure inhibida per la presència de factors de supervivència i proteïnes 

com Bcl-2, Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large) i Mcl-1. Adaptat de 38, 75, 76, 85. 

 

3.6 Convergència entre vies 

Les vies extrínseca i intrínseca de l’apoptosi no són independents sinó que 

convergeixen a nivell de les caspases 3 i 7 (Figura 13) 86. La caspasa 9 de l’apoptosoma 
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de la via intrínseca queda inhibida per les proteïnes de la família de les IAPs, la més 

important de les quals és XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosi Protein). Alhora, 

aquestes proteïnes inhibidores estan inhibides per la proteïna Diablo/Smac que és 

alliberada juntament amb citocrom C 87. Cal tenir en compte que en la majoria de les 

condicions, aquest solapament és mínim, i les dues vies operen de manera 

independent 88. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. La cascada proteolítica de les caspases en la iniciació i l’execució de l’apoptosi. 

Tant la via extrínseca com la via intrínseca de l'apoptosi utilitzen principis relacionats per a 

detectar les senyals apoptòtiques i executar l’apoptosi. En la via intrínseca es forma 

l’apoptosoma, el qual activa la caspasa 9, mentre que en la via extrínseca és forma el DISC, el 

qual activa la caspasa 8. Un cop activades les caspases 9 i 8, aquestes activen les caspases 3 i 7 

per tall. En totes dues vies existeixen inhibidors de l’apoptosi. Per una banda FLIP bloqueja 

l’activació de la caspasa 8 en el DISC, XIAP pot bloquejar la fase iniciadora (caspasa 9) i la fase 

executora (caspases 3 i 7). Adaptat de 87. 
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3.7 Proteïnes reguladores de l’apoptosi 

3.7.1 Família de Bcl-2 

Bcl-2 (B Cell Leukemia/Lymphoma 2 gene) va ser el primer pro-oncogen detectat i 

es va associar amb processos malignes de les cèl·lules B 89. Durant la maduració de les 

cèl·lules B pot tenir lloc una translocació cromosomal en el gen Bcl-2; aquest fet 

provoca un augment en l’expressió de la proteïna citoplasmàtica Bcl-2, que provoca la 

inhibició de l’apoptosi en les cèl·lules B i resulta amb la supervivència de la cèl·lula 

transformada. Està demostrat que la sobre expressió del gen Bcl-2 en limfomes induïts 

experimentalment, s’associa amb la proliferació neoplàsica provocada pels efectes 

inhibidors de Bcl-2 sobre les vies d’apoptosi 90. Per contra, els experiments antisentit 

demostren que la reducció de Bcl-2 feia les cèl·lules més sensibles a l’apoptosi però 

que en si mateix era insuficient per causar la mort cel·lular 91-93. Aquest gen facilita 

l’augment de la supervivència de la cèl·lula transformada i d’aquesta manera 

augmenta la possibilitat de futurs errors genètics que poden induir una progressió 

maligna. L’expressió d’aquest gen en alguns tipus de càncers és un marcador de mal 

pronòstic. 

3.7.1.1 Classificació 

Tal i com s’ha dit anteriorment el gen Bcl-2 forma part d’una família de gens que 

intervenen en la regulació de la supervivència de la cèl·lula (Figura 14). 

En mamífers hi ha una vintena de proteïnes de la família Bcl-2, incloent la proteïna 

Bcl-2 i altres proteïnes que tenen una estructura tridimensional similar o bé una 

estructura secundària predita, que és similar a Bcl-2. Aquestes proteïnes s’anomenen 

homòlogues de Bcl-2 i presenten un gran ventall d’activitats com la inhibició o la 

promoció de l’apoptosi 90, 94. Aquest grup tenen en comú la presència d’un domini 

conservat homòleg a Bcl-2, el BH (Bcl-2 homology domain), els seus membres 

contenen dominis BH1, BH2, BH3 i BH4 (Bcl-2 homology domain 1, 2, 3 i 4). 

Apart, també existeixen unes proteïnes de la família Bcl-2, anomenades BH3-only, 

que només presenten el motiu BH3 95. Les proteïnes d’aquesta subfamília, excepte Bid, 

presenten una estructura que no sembla estar relacionada evolutivament amb els 
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membres de la família Bcl-2, però totes les proteïnes BH3 interaccionen i regulen les 

proteïnes de la família Bcl-2 per promoure l’apoptosi.  

El destí d’una cèl·lula de morir o sobreviure bé determinat per les diferències en 

expressió d’aquestes proteïnes, actuant algunes com a promotores i altres com a 

inhibidores de les senyals apoptòtiques.  

3.7.1.2 Les proteïnes homòlogues a Bcl-2  

Fins l’actualitat es coneix un total de 25 proteïnes homòlogues a Bcl-2. La seva 

funció és de regular la permeabilització de la membrana externa del mitocondri. Les 

proteïnes pertanyents a aquesta família tenen efectes oposats, és a dir, mentre Bcl-2, 

Bcl-XL, Bcl-W, A1, Mcl 1, Bcl-RAMBO, Boo i Bcl-G són denominades proteïnes anti-

apoptòtiques, Bax, Bad, Bak i Bok són denominades proteïnes pro-apoptòtiques 94, 96, 97 

(Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Les tres subfamílies de la família Bcl-2. S’aprecien els dominis d’homologia (BH). 

Molts dels elements presenten un domini hidrofòbic a l’extrem carboxil-terminal que els 

faculten per associar-se a membranes intracel·lulars 95. 

 

Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-

w, Mcl-1 

Bax, Bak 

Bid 
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Està comprovat que Bcl-2, Bcl-XL i Bcl-W inhibeixen l’apoptosi en resposta a agents 

citotòxics com, per exemple, la radiació gamma, ultraviolada o ionitzant o fàrmacs 

quimioterapèutics 98. 

Bax i Bak són crucials per induir la permeabilització de la membrana externa 

mitocondrial 99, 100. D’aquesta manera es poden alliberar molècules apoptogèniques 

(com el citocrom C i Diablo/Smac, les quals conduiran a l’activació de caspases). Com a 

membres anti-apoptòtics, Bcl-2 i Bcl-XL, inhibeixen Bax i Bak. A més a més, s’ha vist que 

aquestes proteïnes poden quedar inhibides per membres de la família BH3-only, ja 

sigui mitjançant la unió directa amb Bcl-2 o amb altres proteïnes anti-apoptòtiques 98, 

100, 101. En canvi, un altre model proposa que Bax i Bak poden activar-se directament 

gràcies a algunes proteïnes BH3-only, com Bim, tBid (truncated Bid) i Puma 102, 103. 

Bax i Bak, a més, poden promoure l’activació de caspases mitjançant els seus 

efectes en el mitocontri 100, 104. Ja sigui directament o indirectament, aquestes dues 

proteïnes pro-apoptòtiques indueixen l’alliberament de proteïnes des de l’espai 

intermembranal al citosol 104. Aquesta permeabilització de la membrana externa 

mitocondrial provoca l’alliberament de citocrom C i altres proteïnes solubles 100, 105. 

Està àmpliament acceptat que Bax i Bak poden formar porus en la membrana 

mitocondrial gràcies a la seva oligomerització, procés que es pot veure afavorit pel 

paper que poden jugar altres membres BH3-only com Bad o Noxa, les quals 

interaccionen amb proteïnes anti-apoptòtiques com Bcl-2 i Bcl-XL 
105, 106. No obstant, la 

naturalesa bioquímica d’aquests porus i com les proteïnes anti-apoptòtiques poden 

regular-los encara és un fenomen poc conegut 78. Es creu que Bax podria interaccionar 

amb components del PTP (Porus Transitori de Permeabilitat) com per exemple la 

proteïna VDAC (Voltage-dependent anion channel) per crear un canal més gran i poder 

provocar així la total permeabilització de la membrana externa mitocondrial 107, 108. 

 

3.7.2 Les proteïnes BH3-only 

Les proteïnes BH3-only de la família de Bcl-2, la qual inclou: Bim, Bmf, Bik, Bad, Bid, 

Puma, Noxa and Hrk intervenen en processos de desenvolupament, immunitat, 
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supressió tumoral i també indueixen senyals citotòxics i mantenen la homeòstasis 

tissular 8, 95. 

Estudis amb estructures en 3D han demostrat la unió de les proteïnes BH3-only 

amb membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2, aquests estudis també han 

confirmat que dins la cèl·lula sols es troben certes unions. Bim, Puma i tBid s’uneixen a 

totes cinc proteïnes anti-apoptòtiques: Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, A1 i Mcl1; mentre que 

altres proteïnes BH3-only mostren una gran selectivitat 109 (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les proteïnes BH3-only tenen funció pro-apoptòtica i funcionen com a sensors 

d’estímuls apoptòtics, els quals provenen de diferents processos cel·lulars, és a dir, són 

les encarregades d’iniciar la mort apoptòtica en resposta a una gran quantitat de 

senyals 110. Els seus membres indueixen la mort a través de la seva unió al domini 

receptor d’altres membres de la família Bcl-2, inhibint-los (si són proteïnes anti-

apoptòtiques) o activant-los (si són membres pro-apoptòtics). 

Tot i això es caracteritzen per no poder desencadenar mort apoptòtica en absència 

de Bax i Bak i, per tant, la seva funció l’hem de situar “al cap damunt” d’aquesta via de 

senyalització.  

L’expressió de proteïnes BH3-only poden ser induïdes per factors de transcripció. 

Per exemple, Noxa i Puma són induïts per p53, com a resposta al dany en el DNA 111-113. 

Bim pot ser induït per FOXO3A com a resposta a la deprivació de factors tròfics 114, per 

Figura 15. Proteïnes BH3-only 

i les seves unions amb 

membres de la família de Bcl-

2. Les proteïnes BH3-only 

mostren una gran selectivitat 

al moment d’unir-se a 

membres de la família de Bcl-

2 8. 
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fàrmacs i llum ultraviolada. També poden ser activades post-transcripcionalment. Per 

exemple, s’ha vist que Bad pot ser activada per una pèrdua de fosforilació deguda a la 

deprivació de factors tròfics 115. Bid pot ser activat per proteòlisi gràcies a la caspasa 8, 

convertint-se en tBid 116, 117. També pot activar-se gràcies a l’alliberament de calci o 

degut a la pèrdua de fosforilació per part de les ERK. Aquest fet fa que Bim sigui 

ubiquitinitzat i degradat via proteasoma. Bmf es pot activar mitjançant llum 

ultraviolada o bé gràcies als HDACi. Per últim, Bik s’activa per un mecanisme no molt 

conegut, com a resposta a la inhibició de la síntesi proteica 118 (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.TRACTAMENT EN LA CLÍNICA DEL CARCINOMA D’ENDOMETRI 

El tractament del carcinoma d’endometri depèn de les característiques del tumor 

(estadificació) i de la pacient (edat, salut i intenció de tenir fills) 119. Existeixen diverses 

possibilitats terapèutiques: cirurgia, quimioteràpia, radioteràpia i hormonoteràpia. El 

principal problema de la quimioteràpia i la radioteràpia, però, és que no distingeixen 

entre cèl·lules tumoral i no-tumorals podent causar toxicitat en teixits normals. En els 

últims anys, diversos estudis han desenvolupat tractaments biològics més selectius i 

dirigits, per a que és pugui vèncer el creixement tumoral i al mateix moment 

minimitzar al màxim els efectes adversos 63. 

Figura 16. Les proteïnes BH3-

only poden ser activades per 

varis processos cel·lulars. Un 

cop activades les proteïnes 

BH3-only, neutralitzen les 

proteïnes anti-apoptòtiques 

de la família de Bcl-2 i inicien 

l’apoptosi 8. 
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En algunes ocasions es pot utilitzar una combinació de tractaments per tal 

d’incrementar-ne l’efectivitat 120-122. 

4.1 Cirurgia 

La cirurgia és el principal tractament per a dones amb CE. La supervivència depèn 

fortament, de l’estadi del tumor (Taula 3). La histerectomia abdominal/radical amb 

doble annexectomia (l’extirpació quirúrgica de l’úter, ovaris i trompes) i l’ooforectomia 

bilateral (l’extirpació dels dos ovaris i de les trompes) és l’aproximació terapèutica més 

comuna del CE 120. Aquest és el tractament primari. Els carcinomes en estadi I que 

tenen un alt risc de recurrència i aquells en estadi II s’operen quirúrgicament i 

s’administra radioteràpia de manera conjunta. Els CE que es troben confinats en l’úter 

(estadi I) presenten al voltant d’un 80% de supervivència 123. En canvi, quan el CE es 

troba en estadi avançat té un pronòstic molt pobre. 

4.2 Quimioteràpia 

La quimioteràpia consisteix en la utilització de medicaments contra el càncer que 

s’administra per via intravenosa o oral 124. Aquests medicaments entren al flux 

sanguini i arriben a tot el cos, per tant aquest tipus de tractament és potencialment 

útil contra el càncer que s’ha estès més enllà de l’endometri. En el tractament contra el 

càncer, la combinació de quimioteràpia algunes vegades funciona millor que la 

monoteràpia 125. Els medicaments utilitzats per a tractar el CE poden ser: 

- Paclitaxel (Taxol) 

- Carboplatí 

- Doxorrubicina (Adriamycin) 

- Cisplatí 

Les combinacions més freqüents són Carboplatí amb Paclitaxel i Cisplatí amb 

Doxorrubicina 126, 127. 

La quimioteràpia se sol considerar en alguns casos dels estadis III i IV. El 

tractament quimioterapèutic del CE continua sent el mateix des de fa anys, sense 

variació depenent del tipus de carcinoma.  
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4.3 Radioteràpia 

La radioteràpia consisteix en la utilització de radiació d’alta energia (per exemple, 

rajos X) per tal de destruir les cèl·lules cancerígenes. La radioteràpia es pot administrar 

col·locant materials radioactius dins del cos en un lloc pròxim al tumor, s’anomena 

radioteràpia interna/intracavitària o braquiterapia. Aquesta última es duu a terme 

quan no es realitza un tractament quirúrgic i consisteix en introduir dins la cavitat 

uterina càpsules de radium, amb una dosis de fins a 8.000 rads, aconseguint una 

radiació del tumor adequada inclús dels ganglis pèlvics 121. Existeixen dos tipus de 

braquiterapia pel CE: dosis baixes (LDR, Low Doses Radiation) i altes dosis (HDR, High 

Doses Radiation), la principal diferència és el temps d’exposició a al radiació, mentre 

que a la primera la pacient rep tractament de 1-4 dies, la segona és realitza en menys 

d’una hora. 

Una altra opció és la radioteràpia externa o de rajos externs, consisteix en 

administrar radiació des d’una màquina fora del cos, procediment semblant a fer una 

radiografia. Acostuma a ser el complement al tractament quirúrgic, la dosis a tota la 

pelvis ha de ser com a mínim de 4.000 rads. Normalment es realitza 5 dies a la 

setmana durant 4-6 setmanes. Els rajos són perfectament dirigits al focus tumoral, 

evitant així al màxim la radiació de zones sanes. 

Durant dècades s’ha estat utilitzant la radioteràpia pre- o post-operatòria per 

creure que millorava els resultats 128. Sobretot disminueix el risc de recidives a la 

vagina i als ganglis pèlvics. Els tumors pocs diferenciats (estadi II o III), els que 

envaeixen el miometri o quan hi ha metàstasi ganglionar són els tractats amb 

radioteràpia. 

4.4 Hormonoteràpia 

La teràpia hormonal o hormonoteràpia consisteix en la utilització d’hormones o 

medicaments que bloquegen les hormones per combatre el càncer 129. 
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Progestines 

Normalment els CE és tracten amb medicaments anàlegs de la progesterona 

anomenats progestines 130. Les més utilitzades són: 

-  Provera (intravenosa o oral) 

- Megace (oral). 

Aquests medicaments funcionen desaccelerant el creixement de les cèl·lules del 

CE. 

GNRH 

Els GNRH són els agonistes de la hormona alliberadora de la hormona 

gonadotropina. Aquest tractament es duu a terme en les pacients en les que no se’ls hi 

ha extirpat els ovaris, i que encara produeixen estrògens. Aquests medicaments 

redueixen la producció d’estrògens pels ovaris en dones que no han arribat a la 

menopausa. Són injectats cada 1-3 mesos 129. Alguns exemples són: 

- Goserelina (Zoladex) 

- Leuprolida (Lupron) 

Inhibidors de l’aromatassa 

Un cop s’extirpen els ovaris (o ja no funcionen), la producció d’estrògens continua 

al teixit adipós, convertint-se en la principal font d’estrogen de tot l’organisme. Aquest 

tipus de medicament, molts d’ells encara en estudi, pot reduir o aturar la producció 

d’aquest estrogen. Alguns exemples són: 

- Anastrozol (Arimidex) 

- Letrozol (Femara) 

- Exemestano (Aromasin) 

També es pot recórrer a tractaments no-hormonals, com la clonidina. En general, 

els resultats dels tractament no han millorat des de fa 30 anys 131. Per aquesta raó, la 
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cerca de noves dianes terapèutiques en el CE és essencial i conforma un dels eixos 

principals d’investigació 129. 

 

5. L’EPIGENÈTICA 

L’epigenètica és un terme derivat del grec que significa “més enllà de la genètica”, 

estudia els canvis reversibles en el DNA que no afecten la seqüència nucleotídica d’un 

gen però que produeixen canvis en la seva expressió, s’estudia com l’ambient i la 

història de l’individu influeixen sobre l’expressió dels gens i més exactament el conjunt 

de la transmissió dels caràcters adquirits d'una generació a l'altra 132, 133
.Per tant, 

aquests canvis en l’expressió genètica o en els fenotips cel·lulars són heretables i són 

causats per altres mecanismes independents a la seqüència d’ADN. Alguns indicis 

apunten que aquesta informació es podria mantindré durant la meiosis i per tant, 

l’herència epigenètica podria transmetre’s inclús als descendents d’organismes 

pluricel·lulars. 

Durant dècades la qüestió de l'herència biològica s'ha respost a través del 

llenguatge del DNA. Aquesta visió situava al DNA com a únic material hereditari que 

determina els trets que diferencien un organisme d'un altre i que es transmet de 

generació en generació. El DNA utilitza un llenguatge basat en l'existència de quatre 

lletres (A; Adenina, C; Citosina, T; Timina i G; Guanina, en el RNA trobem també U; 

Uracil), que es combinen al seu torn en paraules de tres lletres per donar lloc a les 

proteïnes, les molècules que doten d'estructura i funcions específiques als organismes 

(Figura 17). Al llarg dels darrers anys s'ha evidenciat que aquesta visió era incompleta.  

 

 

 

 

Figura 17. Estructura dels 

nucleòtids. Els nucleòtids estan 

formats: base nitrogenada (A, C, T, 

G),pentosa (sucre de 5 àtoms de 

carboni i àcid fosfòric 3. 
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Així per exemple, encara que totes i cadascuna de les cèl·lules d'un organisme 

tenen la mateixa informació emmagatzemada en el seu DNA, resulta evident que una 

cèl·lula de la pell és molt diferent a una neurona o un glòbul blanc sanguini. Que 

diferència llavors una cèl·lula sanguínia d'una neurona, si no és el seu DNA? La 

resposta ens la dóna l’epigenètica. 

L'ADN dins del nucli cel·lular s'enrotlla al voltant d’uns grups de proteïnes 

anomenades histones, són la H1, H2A, H2B, H3 i H4. El DNA, que en cadascuna de les 

cèl·lules humanes, forma una espècie de fibra d'uns dos metres de longitud, es troba 

empaquetat exquisidament a fi de ser confinat a l'interior d'un nucli d'un diàmetre 

d'un milió de vegades més petit. L’embolcall d'histones amb l'ADN enrotllat s’anomena 

nucleosoma i es compacten per formar els cromosomes 134, 135 (Figura 18). Aquest 

mecanisme, a part d'endreçar el ADN, també ajuda a regular l'expressió del gens. La 

forma en què el DNA és empaquetat determina en realitat com aquest DNA 

funcionarà. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Formació dels cromosomes. Les histones H1,H3, H4, H2A i H2B s’organitzen per a 

formar l’estructura del nucleosoma, on s’hi troba també dos voltes de cadena de DNA, tot 

aquest complex s’organitza per a formar els cromosomes. Extret de 136. 

 

http://ca.wikipedia.org/wiki/Histona
http://ca.wikipedia.org/wiki/Cromosoma
http://ca.wikipedia.org/wiki/Gen
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Els mecanismes i modificacions que pateix el DNA i el seu embolcall serien les 

modificacions epigenètiques, que en darrer terme decideixen les funcions que estan 

activades i inactivades en cada tipus de cèl·lula. Si l’embolcall d'histones és molt 

compacte, els gens que contenen no es poden expressar i no sintetitzen proteïnes. Els 

gens de les zones compactades estan inactius, ja que la maquinària que permet la 

síntesi de proteïnes a partir del gen no pot accedir-hi. 137. Quan s'ha de sintetitzar una 

proteïna determinada, les histones on està el gen d'aquesta proteïna se separen entre 

si per permetre que la maquinària que sintetitza la proteïna pugui accedir al gen 

corresponent. L'obertura de les histones facilita que el gen s'activi (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Remodelació de la cromatina. Quant la cromatina és troba relaxada té lloc la 

transcripció gènica, les citosines no es troben metilades (cercles blancs) i les histones estan 

acetilades, per contra, quant la cromatina està  compactada resulta en el silenciament de gens, 

no hi ha transcripció, les citosines es troben metilades (cercles vermells) i les histones 

deacetilades. Modificat de 138. 

 

Molècules químiques anomenades "senyals epigenètics" es situen sobre l’ADN o 

sobre les histones, activant o desactivant el gen corresponent. Uns senyals epigenètics 

provoquen que les histones s'ajuntin i desactiven els gens que hi ha en aquestes 

histones. Altres, com els grups acetils, provoquen el contrari: fan que les histones se 

Transcripció possible 

Transcripció bloquejada 

http://ca.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%AFna
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separin entre si i que es permeti l'expressió dels seus gens i que es sintetitzin 

proteïnes. 

Per tant, els senyals epigenètics determinen que un segment d'un cromosoma 

s'obri (les histones es separen unes de les altres) o es compacti. En el primer cas, els 

gens corresponents es poden activar i en el segon els gens romanen inactius. 

Els senyals epigenètics no empaqueten o desempaqueten els cromosomes 

directament, sinó que atrauen proteïnes que tendeixen a obrir o tancar el 

cromosomes. Si una determinada zona d'un cromosoma presenta molts grups metils, 

aquests atrauen una sèrie de proteïnes que, segons on estiguin aquests grups metils, 

facilitaran o dificultaran l'activació dels gens de la zona. Al contrari, si una determinada 

zona té molts grups acetils, s'atraurà un grup de proteïnes que obren els cromosomes i 

faciliten la seva activació. 

 

5.1 Regulació de l’expressió gènica; les modificacions post-traduccionals 

La complexa fisiologia de les cèl·lules eucariotes està regulada per nombrosos 

mecanismes entre els que s’inclou la transcripció de nous ARN missatgers (ARNm), el 

processament alternatiu de l’ARNm, la traducció de proteïnes i les alteracions post-

traduccionals de les mateixes, que constitueixen un complex entramat de regulació 

contínua en la cèl·lula.  

L’epigenètica estudia tots aquells grups químics que provoquen una pèrdua de 

pèptids en la seva estructura, que afegeixen grups funcionals (metil, acetil, fosfat, 

entre altres) o proteïnes (ubiqüitina o SUMO) que s’uneixen al DNA o a les proteïnes 

associades amb aquest, donant lloc a metilacions, acetilacions, fosforilacions, 

ubiquitinitzacions i sumoilacions. Aquestes modificacions, més de 200 descrites fins el 

moment, tenen lloc després de la traducció de les proteïnes, és a dir, després de la 

seva síntesis, i que anomenem modificacions post-traduccionals 139 (Taula 4). 
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MODIFICACIONS POST-TRADUCCIONALS 

Modificacions N- i C- terminal: 

- Eliminació de la Met N-terminal 

- Eliminació del pèptid senyal 

- Acilació N-terminal 

- Aminació N-terminal 

Glicosilació: 

- N-Glicosilació 

- O-Glicosilació 

Fosforilació 

Acetilació 

Metilació 

Sumoilació 

Ubiquitinització 

Formació de ponts disulfurs 

Hidroxilació 

ADP-ribosilació 

Carboxilació 

Selenització 

Sulfatació 

Nitrosilació 

Unió d’ions metàl·lics 

Taula 4. Modificacions post-traduccionals. Taula representativa d’algunes de les 200 

modificacions post-traduccionals descrites fins el moment 139. 

 

La gran varietat de modificacions constitueix un mecanisme de regulació dinàmica 

de la funcionalitat de les proteïnes, de la seva activitat i de la seva localització 

subcel·lular, els i proporciona un paper important en la senyalització cel·lular, la 

maduració, el correcte plegament, també intervenen en processos tan importants 

com: el destí d’una cèl·lula, el desenvolupament embrionari, la inestabilitat genòmica i 

el càncer.  
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Una proteïna pot ser diana de més d’una modificació, o estar modificada en varis 

residus. Aquestes modificacions poden produir-se separades en el temps, o de forma 

seqüencial en un mateix residu de la proteïna 140. 

Poden establir-se nombroses classificacions d’aquestes modificacions, seguint 

diferents criteris. A grans trets, els principals mecanismes que hi ha al darrere dels 

fenòmens epigenètics són la modulació de la modificació de les histones (mitjançant 

l'acetilació, la fosforilació i la metilació), que determina com està estructurat l’ADN en 

el nucli cel·lular, la modificació covalent de la pròpia molècula d'ADN per metilació i la 

remodelació de l’estructura de la cromatina El nostre interès es centrarà en la 

modificació de la cua de les histones, especialment en l’acetilació d’aquestes. A 

continuació s'explicarà què volen dir aquests mecanismes (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Modificacions post-traduccionals. Codi d’histones on es representen els diferents 

tipus de modificacions epigenètiques en els aminoàcids de cada histona: R=Arginina; K=Lisina; 

S=Serina; T=Treonina 141. 

 

5.1.1 Metilació de l’ADN 

La metilació de l’ADN consisteix en la unió d’un grup metil a molècules de citosina, 

i està relacionada amb la silenciació de gens. Els residus de cisteïna metilats tendeixen 

http://ca.wikipedia.org/wiki/Histona
http://ca.wikipedia.org/wiki/ADN
http://ca.wikipedia.org/wiki/Nucli_cel%C2%B7lular
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a acumular-se en regions pròximes a l’extrem 5’ de l’anell de pirimidina dels gens, lloc 

on normalment es troben les regions promotores (Figura 21). Aquest fet pot provocar 

que les polimerases no es puguin reconèixer els promotors (i per tant no s’expressarà 

el gen en qüestió), o que s’indueixi la unió d’enzims encarregats de la condensació 

d’aquesta regió de la cromatina, fet que pot comportar el silenciament d’un gen 

concret o de tota una regió de DNA. Aquesta modificació post-traduccional té una gran 

importància el la regulació de l’expressió gènica en la majoria dels vertebrats 132.  

 

  

Figura 21. Procés de metilació de l’ADN. La metilació té lloc al carboni 5 de la citosina, SAM (S-

adenosil-metionina) proporciona el grup metil, SAH (S-adenosil-homocisteïna) i DNMT (DNA 

metiltransferasa). Extret de 142. 

 

Les proteïnes encarregades de la metilació s’anomenen metiltransferases, i tal 

com s’ha dit anteriorment, metilen les citosines seguides de guanines, que es troben 

en seqüències 5'-CG-3', o en les complementàries a 3'-GC-5'. A més a més, un cop el 

DNA s’ha replicat, la cadena nova de DNA és metilada, a través dels patrons de 

metilació de la cadena que actua com a motlle. D’aquesta manera, s’aconsegueix que 

aquestes modificacions puguin ser transmeses d’una generació a l’altra. 

5.1.2 Modificació de la cua de les histones 

Les modificacions post-traduccionals de les histones estan relacionades amb la 

regulació de la transcripció. S’ha proposat l’existència d’un codi histònic (paral·lel al 

codi genètic), segons el qual diferents combinacions de modificacions de les cues 
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amino-terminals de les histones afectarien de forma específica, sinèrgica o 

antagònicament a les interaccions de les histones amb altres proteïnes associades a la 

cromatina. D’aquesta manera, també es veuria modificada l’accessibilitat al DNA. 

Aquest “codi” es transmet de cada cèl·lula als seus descendents en forma de memòria 

epigenètica 143. Així, el codi histònic no es veuria implicat exclusivament en la regulació 

de la transcripció sinó també en altres processos cel·lulars com el control del cicle 

cel·lular, la replicació i la reparació de l’DNA. 

Les modificacions de les cues de les histones són reversibles (Taula 5). Per 

exemple, les fosforilacions poden ser revertides per les fosfatases, les acetilacions per 

les deacetilases i les metilacions per les desmetilases. La possibilitat de revertir les 

modificacions proporciona a la cèl·lula mecanismes per adaptar ràpidament els seus 

patrons d’expressió gènica als canvis que es poden produir 144. 

L’existència de tants tipus diferents de modificacions i de tants residus 

modificables, fan que el codi histònic tingui una gran potencialitat i una elevada 

versatilitat per a regular tots aquells processos en els que intervenen. 

Cadascuna dels quatres tipus d’histones que formen l’octàmer del nucleosoma, 

presenta més de 30 residus que es poden modificar post-traduccionalment. 

Les molècules d’histones presenten una regió que sobresurt de l’estructura, i que 

és utilitzada com a objectiu per l’addició de grups metil, acetil o fosfat. Les diferents 

combinacions de grups afegits a les histones són llegides de diferents maneres per 

altres proteïnes, que s’encarreguen de condensar o descondensar l’estructura fins el 

nivell d’empaquetament necessari. El que es coneix com codi d’histones. 

 5.1.2.1 Tipus de modificacions en les cues de les histones  

 Les acetilacions de les lisines en neutralitzen la seva càrrega, aquest fet 

provoca un debilitament en la interacció de les histones (en N-terminal) amb el 

DNA permetent una estructura de la cromatina més oberta i accessible (Figura 

22) 145 L’acetilació de les histones s’associa amb l’activació de la transcripció, la 
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regulació del cicle cel·lular, la reparació del DNA, la recombinació i l’apoptosi 

146. 

 

 

 

 

 

 

 La metilació de les histones in vivo es produeix principalment en sis Lys (H3K4, 

9,27,36,79 i H4K20) i en algunes Arg regulant tant la transcripció com la 

resposta al dany genètic i la formació de l’heterocromatina. Les Lys poden ser 

mono-, di- o trimetilades, mentre que les Arg sols poden ser mono- o 

dimetilades simètrica o asimètricament produir (Figura 23) 144. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Els cinc tipus d’histones són susceptibles a la fosforilació en els residus de Ser i 

Tre. No obstant, in vivo la fosforilació es produeix principalment en la Ser 10 de 

l’histona H3 durant la interfase, fet que comporta l’activació transcripcional 

d’una sèrie de gens (Fos, Jun, Heat-shock), la mitosis (participant en la 

condensació dels cromosomes metafásics) i la meiosis (participant 

principalment en la condensació dels cromosomes) 147. A més a més, la 

fosforilació de la histona H2A participa en la reparació del DNA 148. 

Ac 
Figura 22. Acetilació en 

la cua de les histones. 

L’acetilació té lloc en les 

lisines. Modificat de 4. 

 

Figura 23. Metilació en 

la cua de les histones. La 

metilació té lloc en les 

lisines (K) 4 i 27, entre 

d’altres. Extret de 2. 
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 La ubiquitinització de les histones es produeix generalment en els residus de 

Lys de les histones H2A i H2B, tot i que les Lys de les histones H1 i H3 també 

poden ser ubiquitinitzades. 

 En la sumoilació s’afegeix un grup SUMO (Small Ubiquitin MOdifier) i és un 

procés antagonista a l’acetilació. 

 

MODIFICACIÓ HISTONA RESIDU EFECTES EN LA TRANSCRIPCIÓ 

Metilació H3 

 

 

 

H4 

K4, K79 

K9, K27 

R17 

K16 

R3 

K20 

Eucromatina 

Silenciació 

Activació 

Allargament 

Activació 

Silenciació 

Acetilació H2A 

H2B 

H3 

 

H4 

K5 

K5, K12, K15, K20 

K4, K14, K18, K23, 

K27 

K9 

K5, K12 

K8, K16 

Activació 

Activació 

Activació 

Deposició d’histones 

Deposició d’histones 

Activació 

Fosforilació H2A 

H2AX 

H3 

H4 

S1, T119 

S139 

T3, S10, T11, S28 

S1 

Mitosis 

Reparació del DNA 

Mitosis 

Mitosis 

Ubiquitinització H2A 

H2B 

K119 

K120 

Silenciació 

Activació 

Sumoilació    

Taula 5. Modificacions en les cues de les histones i els efectes en la transcripció. Les histones 

poden sofrir modificacions post-traduccionals en les seves cues, les més conegudes són: la 

fosforilació, l’acetilació, la metilació, la simulació i la ubiquitinització. K, lisina; R, arginina; S, 

serina; T, treonina. 
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5.1.3 Remodelació de l’estructura de la cromatina 

L’alt nivell de compactació de la cromatina, fa que el DNA no sigui accessible a 

proteïnes no histones importants, com per exemple diversos enzims que participen en 

els processos de replicació, reparació, recombinació i transcripció del DNA. Per que 

aquestes proteïnes puguin interaccionar amb el DNA es necessari que es produeixin 

canvis en l’estructura de la cromatina, procés que és coneix amb el nom de 

remodelació de la cromatina. 

Així, la cromatina relaxa la seva estructura i exposa determinades regions del DNA 

a les proteïnes que ho requereixen. Però aquest procés ha de ser capaç de revertir-se, 

és a dir, de compacta les fibres de cromatina en els períodes d’inactivitat. 

Els complexos de remodelació de la cromatina poden actuar de diferents maneres: 

catalitzant la mobilització i reposicionament de nucleosomes, transferint els octàmers 

a posicions diferents del DNA o generant estructures similars a dinucleosomes a partir 

de mononucleosomes per a generar un gir superhelicoïdal al DNA. Es tracta de 

proteïnes o complexes multiproteics que utilitzen l’energia de la hidròlisis del ATP per 

a modificar l’estructura de la cromatina, i per tant, tots ells posseeixen una subunitat 

ATPasa. 

 

6. EPIGENÈTICA I CÀNCER 

L’epigenètica d'un individu ve determinada per molts factors: exposició a agents 

químics durant la vida intrauterina i després del naixement, variants genètiques en els 

gens que regulen l'epigenètica (DNA metiltransferases i histones deacetilases, tots 

explicats anteriorment), la radiació, l'alimentació. És interessant comprovar que 

mentre la genètica d'una persona no és fàcilment modificable, l'epigenètica és més 

dinàmica. 

És en el camp de la oncologia on s’ha avançat més en el coneixement epigenètic 

del cos humà. L'alteració de l'epigenoma és un mecanisme fonamental en el càncer, 

durant les dues últimes dècades, la recerca preclínica i clínica ha implicat les 
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alteracions epigenètiques en la patogènesi i desenvolupament del càncer (de tots), ja 

que, la iniciació i la progressió del càncer està controlat tant per processos genètics 

com per epigenètics 149. A diferència de les alteracions genètiques que són impossibles 

de revertir, les aberracions epigenètiques són potencialment reversibles, permetent 

que la població de cèl·lules malignes pugui tornar a un estat més normal. Els canvis 

epigenètics, que impliquen tant la metilació de l'ADN com alteracions en l'estructura 

de la cromatina, estan associats amb la inhibició de la transcripció de gens reguladors 

clau de les cèl·lules que, en condicions normals, controlen el cicle cel·lular i inicien la 

mort cel·lular apoptòtica en les cèl·lules neoplàsiques.  

Per exemple, s’ha estudiat que els tumors humans perden la metilació del seu 

DNA, que es converteixen en una estructura fràgil i que per això apareixen aberracions 

cromosòmiques. Curiosament, gens protectors del càncer (els anomenats gens 

supressors de tumors) deixen d’exercir aquesta acció, ja que la metilació en bloqueja la 

seva expressió. Els exemples més clars d’aquest últim aspecte són els gens: BRCA1, 

MLH1, MGMT i GSTP1 als càncers de mama, colon, cervell i pròstata respectivament. 

En general, es pot afirmar que la metilació es relaciona, la majoria dels cops, amb la 

repressió de l’expressió del gen, mentre que l’acetilació es relaciona amb el 

desempaquetament i la transcripció, és a dir, l’expressió del gen. Concretament, la 

pèrdua de la metilació i l’acetilació de la histona H4, està present en la majoria dels 

tumors humans. De fet, l’elevada freqüència d’aquesta alteració podria convertir-la, en 

un futur pròxim, en un important marcador per al diagnòstic del càncer, així com una 

diana terapèutica per a fàrmacs antitumorals. Tot i això, el nombre de canvis a 

determinats llocs i les combinacions específiques de les modificacions són els que 

determinen la remodelació final de la cromatina i, per tant, la repressió o la expressió 

gènica. 

Amb l’arribada de nombrosos medicaments, dirigits a enzims específics implicats 

en la regulació epigenètica de l’expressió gènica, la utilització de dianes epigenètiques 

està sent cada cop més estudiada i sembla ser eficaç com a tractament 

quimioterapèutic (han demostrat prolongar la supervivència i per ser menys tòxics que 

la quimioteràpia convencional) i també com a tractament preventiu del càncer 150. 
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Aquests medicaments amb efectes funcionals, incloent la hipometilació de l'ADN i 

l'acetilació d'histones, serveixen per restaurar el procés normal de la transcripció de 

gens reguladors cel·lulars (per exemple, gens supressors de tumors). Agents 

hipometilants de l’ADN, com azacitidina (Vidaza) i decitabina (Dacogen) i els inhibidors 

de la histona desacetilasa com romidepsina (Istodax) i vorinostat (Zolinza) han estat 

aprovat als EUA per al tractament de càncer, el que reforça la importància d'aquestes 

vies en la biologia d'aquesta malaltia. La investigació actual implica la combinació 

d'aquestes classes d'agents i la identificació de noves dianes terapèutiques en la 

creixent família d'enzims epigenètics 151. 

Tot i els importants avenços, segueix havent-hi problemes, com la manca de 

marcadors predictius, els mecanismes poc clars de resposta i resistència al tractament, 

així com respostes poc comuns en els tumors sòlids. 

 

6.1 Desregulació de l’epigenètica 

Com s’ha comentat anteriorment, les alteracions en gens supressors de tumors o 

en oncogens no són sempre degudes a mutacions, sinó que, algunes d'elles poden ser 

degudes a una desregulació de la transcripció a través dels diferents tipus de 

mecanismes epigenètics, com per exemple, l’acetilació i la desacetilació de les histones 

o proteïnes no-histones, per dos enzims, histones acetiltransferases (HATs) i histones 

desacetilases (HDACs), respectivament 152. 

 

6.2 Funció de les HATs i les HDACs 

Les histones són les proteïnes cel·lulars més freqüents, cada cèl·lula eucariota en 

presenta cents de milions de molècules d’histones. Són proteïnes de massa molecular 

baixa, aproximadament 11-12 kDa, i presenten un alt contingut, prop del 20%, de lisina 

i arginina (aminoàcids bàsics). 

Les histones són proteïnes encarregades d’empaquetar el DNA. La doble hèlix del 

DNA dóna dos tombs sobre les histones. Les histones poden unir-se agrupant encara 

més el DNA, fent que ocupi menys espai. Aquestes voltes al voltant de les histones 
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determina, molts cops, que el DNA estigui o no accessible a la maquinària que 

sintetitzarà les proteïnes, és a dir, molts cops la cèl·lula no podrà llegir part del DNA 

perquè l’amaguen les histones. Aquesta mania d’amagar el DNA de les histones es veu 

augmentada per l’acetilació, ja que les histones ocupen més lloc i no poden 

empaquetar tant el DNA, no el poden amagar tant bé. 

Les HATs són enzims que acetilen les lisines (K) conservades dels aminoàcids de les 

histones, transferint el grup acetil de l’acetil CoA per formar ε-N-acetyllysine, 

provocant una hiperacetilació de les histones. En general, l’acetilació proteica està 

relacionada amb l’activació de la transcripció i associada amb l’eucromatina (cromatina 

que s’està transcrivint). L’acetilació de les lisines neutralitza les càrregues positives de 

les histones (carregades positivament gràcies als grups amino presents en les lisines i 

arginines), causant una reducció en l’afinitat del DNA (carregat negativament degut als 

grups fosfats) per unir-se a les histones. El DNA és més accessible a factors de 

transcripció i a la maquinària per a la síntesi proteica, a part, també es genera llocs 

d’unió específics entre proteïna-proteïna 153, 154 (Figura 24).  

Les HDACs són enzims que eliminen aquest grup acetil dels residus de lisina, 

provocant una hipoacetilació de les histones, la desacetilació compacta el DNA 

limitant-ne l’accés. Aquest procés, està relacionat amb la supressió de la transcripció 

153, 154 (Figura 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Funció de les HATs i les HDACs. Les HATs i les HDACs regulen la transcripció 

gènica, activant-la o reprimint-la. La distribució subcel·lular de les HATs i les HDACs és tant al 

nucli com al citoplasma, depèn del tipus/classe. 
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El balanç dinàmic entre aquests dos enzims està, en general, ben regulat, però 

quant no és així, pot comportar la promoció de la proliferació i la diferenciació en les 

cèl·lules normals provocant la iniciació del tumor. 

A més de les histones, les HATs i les HDACs també poden regular la funció d’altres 

proteïnes (no-histones), involucrades en la regulació de la proliferació, supervivència, 

angiogènesis o inflamació, també regulen el balanç entre les proteïnes pro- i anti- 

apoptòtiques, entre aquestes proteïnes  no-histones, també substrats d’aquests 

enzims, podem trobar: factors de transcripció, factors nuclears, proteïnes del 

citoesquelet i xaperones 155-157. 

 

6.2.1 Classificació de les HDACs 

La família de les HDACs està formada per 11 membres, els quals requereixen Zinc 

(Zn2+) com a cofactor per la seva activitat deacetilasa (són Zn2+ dependents), i es 

troben dividits en quatre grups segons la seva homologia 158, 159 (Taula 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Taula 6. HDACs. Classificació, estructura i localització cel·lular de les isoformes de les HDACs 

dependents de Zn2+ 152. 
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Aquests enzims estan considerats com a moduladors de la transcripció gènica i 

estan associats amb proliferació i diferenciació en una gran varietat de tipus cel·lulars i 

en la patogènesis de certes malalties. De fet, la desregulació de les HDACs està 

directament relacionada amb la iniciació i progressió de diferents tipus de càncers, 

com per exemple el d’endometri i el d’ovari 160, 161, el limfoma Hodgkin i el càncer de 

còlon 162. Recentment, i no es d’estranyar, els HDACs han estat considerats dianes 

crucials en certes malalties, incloent: càncer, fibrosis intestinal, desordres metabòlics, 

malalties inflamatòries i autoimmunes 156, 163, 164. 

 

7.DIANES MOLECULARS EN EL TRACTAMENT DEL CARCINOMA 

D’ENDOMETRI 

Un dels problemes principals alhora de tractar els carcinomes tant d’endometri 

com d’altres, és l’aparició de resistència d’aquests enfront als tractaments terapèutics 

convencionals. Aquest és un dels principals motius pels quals la ciència està en 

constant evolució per tal de trobar nous fàrmacs, que presentin a més de propietats 

anticancerígenes, propietats selectives, i així protegir les cèl·lules sanes. 

El fàrmac ideal per al tractament d’un càncer, doncs, hauria de complir una sèrie 

de condicions; la primera, evidentment, ser efectiu alhora de eliminar les cèl·lules 

tumorals i evitar-ne la seva reaparició, tant local com a distància. La segona, ser 

selectiu, és a dir, eliminar solament les cèl·lules tumorals, preservant, al màxim, les 

cèl·lules sanes adjacents al tumor i així evitar efectes secundaris, els quals avui en dia 

són les principals dificultats clíniques dels tractaments quimioterapeutics. I la tercera, 

poder fer un bon seguiment del tractament a través de biomarcadors. 

Diverses estratègies i agents actuals es troben en diferents fases clíniques, 

s’estudien i avaluen per a poder servir algun dia com a tractament eficaç en els 

humans. Són molts els estudis que demostren una disminució del creixement tumoral 

després de l’administració d’inhibidors del proteasoma 165, inhibidors de receptor 

tirosin cinasa 166, inhibidors de la via PI3K/AKT/mTOR 
167, inhibidors del factor de 

creixement dels fibroblasts 168 o inhibidors de les histones deacetilases 160, 169. 
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8. INHIBIDORS DE LES HISTONES DEACETILASES (HDACis) 

Com s’ha comentat en l’apartat anterior, les HDACs estan sent les noves dianes 

terapèutiques, per excel·lència, en el tractament del càncer. Aquest fet ha inspirat als 

investigadors a estudiar i desenvolupar els inhibidors de les HDACs 157, 160, 170, 171. S’ha 

demostrat que els HDACis alteren el creixement de varis tipus de càncers, tant sòlids 

com hematològics 172-177. Al inhibir aquesta activitat es produeix una hiperacetilació de 

les proteïnes histones i no-histones, aquestes últimes poden incloure: factors de 

transcripció, receptors nuclears, xaperones… 155, 178, 179. Realment, però, el mecanisme 

exacte de funcionament d’aquests compostos no està del tot clar, per tant és un punt 

important en els estudis actuals. Es pensa que cada inhibidor actua sobre una histona 

deacetilasa en concret, el qual té un efecte sobre l’expressió genètica, la regulació del 

cicle cel·lular, la proliferació, la diferenciació, i l’apoptosi. Alguns també creuen que els 

HDACis causen canvis en el citoesquelet, promovent la seva activitat contra els tumors. 

Varis d’aquests fàrmacs són molt efectius a dosis baixes i semblen actuar sobre regions 

específiques del genoma, alterant la transcripció de certs gens. La veritable eficàcia 

dels HDACis, encara queda per determinar, però en les avaluacions han demostrat ser 

tractaments efectius i selectius per a certs tipus de càncers. Aquests compostos poden 

ser utilitzats tant en monoteràpia com en combinació amb altres agents contra el 

càncer. Almenys 12 HDACis estan actualment en assajos clínics (fase I-III), com a 

monoteràpia o en combinació amb altres fàrmacs o radioteràpia. 

Una de les característiques més emocionants d’aquesta molècula és que ha 

demostrat tenir una baixa toxicitat en les proves preliminars, tot i que la majoria sols 

estan fetes en cultius cel·lulars i models animals, els resultats d’aquestes proves són 

molt prometedors i varis fàrmacs ja es troben en proves clíniques. 

 

8.1 Tipus i classificació 

 

Els HDACis actuen exclusivament sobre els HDACs de classe I i II unint-se al domini 

catalític de zinc. Els HDACis es troben classificats en categories basats en les seves 

estructures químiques (Taula 7): 
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1. Àcids hidroxàmics 

2. Tetrapèptids cíclics 

3. Benzamides 

4. Quetones electrofíliques 

5. Àcids alifàtics 

 

 

INHIBIDORS HISTONES DEACETILASES 

Vorinostat (SAHA) Entinostat (MS-275) 

Belinostat (PXD101) Mocetinostat (MGCD0103) 

Panobinostat (LBH589) MBL-210 

Tacedinaline (CI-994) M344 

Tubastatin A CBHA 

BML-281 HNHA 

Salermide NCH 51 

ITF2357 PCI-24781 

Droxinostat SB939 

Taula 7: Inhibidors de les histones deacetilases. HDACis que actualment es troben en assajos 

clínics (fase I-III) 1. 

 

 

8.2 Vorinostat 

8.2.1 Situació actual 

El Vorinostat (MK-0683) està dins del grup dels àcids hidroxàmics, inhibeix la 

HDAC1, HDAC2, HDAC3 (classe I) i la HDAC6 (classe II). Aquest inhibidor s’uneix 

directament al lloc catalític de l’enzim bloquejant la seva unió al substrat (Figura 25). 

 

 

 

 

 

Figura 25. Estructura química 

del Vorinostat 1. Té un pes 

molecular de 264,33g/mol i la 

seva fórmula molecular és 

C14H20N2O3. 
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Va ser el primer dels HDACis aprovat per l’Administració d’aliments i fàrmacs 

(FDA) de USA per al tractament del limfoma cutani de cèl·lules T (CTCL) (Octubre 

2006). Està sent distribuït per Merk & Co.  

El Vorinostat també està sent usat en el tractament d’altres tipus de limfomes. 

demostrant avantatges en el tractament del glioblastoma multiforme i el càncer de 

pulmó. 

El Vorinostat s’administra per via oral, normalment un cop al dia amb els 

aliments. La dosis es pot variar segons els pacients però normalment són uns 400 mg 

un cop començat el tractament, el pacient es va sotmetent a una sèrie de proves, que 

inclouen: revisió de la pell, anàlisis de sang, revisió dels òrgans com el fetge o 

ronyons, també es sotmeten a exàmens psicològics, per tal de detectar qualsevol 

efecte secundari derivat al tractament. 

 

8.2.2 Mecanisme del Vorinostat 

Aquest fàrmac incorpora nous mecanismes d’acció enfront a varis tipus de 

tumors, en els que existeix una sobreexpressió de l’activitat de les HDACs. Com s’ha 

comentat en l’apartat corresponent, l’acetilació de les histones (o no-histones) permet 

la transcripció gènica. La HDAC elimina aquests grups acetil, mantenint la cromatina 

tancada i per tant inhibint la transcripció de gens. La sobreexpressió d’aquesta activitat 

per la cèl·lula tumoral impedeix l’activació de gens relacionats amb la inhibició del 

creixement i l’apoptosi. Tot i que, com ja s’ha comentat, el mecanisme no està del tot 

establert, es pensa que la inhibició de les HDACs permet l’activació del gens que 

controlen l’activitat de la cèl·lula normal, es considera que involucra l’activació de gens 

supressors de tumors i ha demostrat un potent efecte per impedir el creixement i la 

diferenciació cel·lular, així com induir apoptosi. 
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9. VITAMINA D 

La vitamina D (VD) és un nutrient essencial per a l’absorció òptima del calci i el 

fòsfor de la dieta, jugant un paper important en l’homeòstasi d'aquests minerals i el 

metabolisme dels ossos. A més a més de la seva acció coneguda, aquesta també 

exerceix un rang molt ampli d’accions biològiques. Per exemple, la forma activa de la 

VD, la 1,25-hidroxivitamina D3 (1,25(OH)2D3 o 1,25D), coneguda com calcitriol, modula 

el sistema immune, inhibeix el creixement i la diferenciació de diverses cèl·lules i 

teixits, com ara les cèl·lules òssies 180, els queratinòcits 181, el cartílag i les cèl·lules 

hematopoètiques 182. Aquest efecte de la 1,25D en inhibir el creixement i promoure la 

diferenciació suggereix una funció de la VD en la prevenció de càncers 6. Aquest és el 

motiu principal que associa els nivells baixos de VD amb molts tipus de malalties com 

el càncer, les malalties autoimmunes i la hipertensió 183. 

Tot i això, la insuficiència de la VD segueix sent persistent en la major part del 

món, incloent Amèrica del Nord i Europa, degut fonamentalment al dèficit nutricional i 

a la falta d’exposició a la llum solar o l’ús freqüent de protectors solars 184, 185.  

9.1 Tipus i estructura  

La VD també coneguda com calciferol és un heterolípid insaponificable del grup 

dels esteroides, de la qual existeixen 5 formes: 

 Vitamina D1: lamisterol 

 Vitamina D2: ergocalciferol (obtingut de l'ergosterol) 

 Vitamina D3: colecalciferol (obtingut del 7-deshidrocolesterol) 

 Vitamina D4: dihidrotaquisterol (22:23-dihidrovitamina D2) 

 Vitamina D5: 7-dehidrocitosterol irradiat 

 

Les dues formes principals i fisiològicament més rellevants de la VD és la vitamina 

D2 (VD 2, ergocalciferol) i la vitamina D3 (VD3,colecalciferol) (Figura 26).  

 

http://ca.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpid
http://ca.wikipedia.org/wiki/Esteroide
http://ca.wikipedia.org/w/index.php?title=Lamisterol&action=edit&redlink=1
http://ca.wikipedia.org/wiki/Ergocalciferol
http://ca.wikipedia.org/wiki/Ergosterol
http://ca.wikipedia.org/wiki/Colecalciferol
http://ca.wikipedia.org/w/index.php?title=7-deshidrocolesterol&action=edit&redlink=1
http://ca.wikipedia.org/w/index.php?title=Dihidrotaquisterol&action=edit&redlink=1
http://ca.wikipedia.org/w/index.php?title=7-dehidrocitosterol_irradiat&action=edit&redlink=1
http://ca.wikipedia.org/wiki/Ergocalciferol
http://ca.wikipedia.org/wiki/Colecalciferol
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9.2 Biosíntesi de la vitamina D 

Tal i com s’ha esmentat anteriorment, hi ha diverses formes d'aquesta vitamina. És 

una provitamina soluble en greixos i es pot obtenir de dues maneres: 

 Dieta: el cos també es proveeix de VD2 produïda en plantes i VD3 produïda en 

teixits animals a través de la dieta, especialment amb la ingesta de peix i 

productes làctics 186. Tot i això, actualment molts aliments que consumim són 

enriquits amb VD (colecalciferol). Els bolets exposats a la llum solar poden 

proporcionar més del 100% de la quantitat diària recomanada de VD.  

 Acció llum solar sobre la pell: per la transformació de l'ergosterol (propi dels    

vegetals) quan reacciona amb la radiació solar, d’aquesta manera s’obté la VD3. 

Com a hormona esteroide, la VD, deriva del colesterol, concretament del 7-

dehydrocolesterol. La seva síntesi s’inicia en l’organisme amb l’exposició de la llum 

ultraviolada UVB (λ 290-315 nm) sobre la pell, on pateix una conversió fotolítica a 

provitamina D3 i d’aquesta a VD3 
187. 

La capacitat del cos per a produir quantitats suficients de VD amb una exposició 

adequada a la llum solar indica de fet que la VD no és una vitamina. La VD és una 

prohormona que s'activa quan els raig UVB de la llum solar indueixen la conversió 

fotolítica de la 7-dehidrocolesterol (Figura 28) a la provitamina D, seguida d'una 

isomerització tèrmica a VD 188. 

El següent pas en aquest procés és l’activació metabòlica, aquesta transformació 

es porta a terme en diferents passos: al fetge té lloc la primera hidroxilació, de la VD 187 

(Figura 28), mitjançant la hidroxilació del carboni 25. Aquesta reacció és produïda 

Vitamina D2 Vitamina D3 

Figura 26. Estructures químiques 

de les formes més importants des 

d’un punt de vista nutricional de la 

VD. La VD2, ergocalciferol i la VD3, el 

colecalciferol. La diferència 

principal està en que l’ergocalciferol 

té un doble enllaç i un grup metil 

més que el colecalciferol. 

http://ca.wikipedia.org/wiki/Bolet
http://ca.wikipedia.org/wiki/Ergosterol
http://ca.wikipedia.org/wiki/Radiaci%C3%B3_solar
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gràcies a l'acció de diferents citocroms P450 hepàtics, especialment CYP2R1 i CYP27A1, 

per donar lloc a 25(OH)D. 

El segon pas de la bioactivació de la VD consisteix en la formació de la forma activa 

1,25D a partir de la 25(OH)D mitjançant l'enzim 1α hidroxilasa, CYP27B1. 

L’acció de la 1α hidroxilasa (CYP27B1) és un punt limitant a la ruta biosintética de 

la VD i està estretament regulada per la pròpia 1,25D mitjançant retroalimentació 

negativa, a més d’altres factors com la hormona paratiroidea (PTH) i la concentració de 

calci i fosfat 189. 

El metabòlit actiu 1,25D és una hormona esteroide que exerceix la seva acció 

biològica unint-se estructuralment als receptors intracel·lulars, els quals alhora 

interaccionen amb una seqüència determinada de gens regulables per tal de modular 

la seva activitat 190. La 1,25D en aquest cas, interacciona activant al seu receptor 

cel·lular VDR 6. 

Els nivells del metabòlit actiu de la VD es regulen tant a nivell de síntesi com de 

degradació. La degradació és produeix per l’acció de l’enzim 24-hidroxilasa, o CYP24A1, 

responsable de la hidroxilació de la 25(OH)D i de la 1,25D per donar lloc a 

24,25(OH)2D3 i 1,24,25(OH)2D3 respectivament 189. La seva afinitat per la 1,25D és més 

gran que per la 25(OH)D, fet pel qual és considera a l’enzim CYP24A1 com un 

mecanisme per a eliminar l’excés de 1,25D i per tant evitar-ne la seva toxicitat 189, 191. 

Quant es presenten nivells alts de VD poden acabar essent tòxics (2000UL/dia), 

aquests nivells elevats de VD augmenta l’absorció de calci en l’intestí i també la 

reabsorció en els ossos apareixent la hipercalcèmia que pot induir calcificacions 

metastàtiques. Al augmentar els nivells de calci en sèrum apareix la hipercalciuria i es 

generen les condicions per la formació dels càlculs renals. El ronyó, però, com ja hem 

comentat sintetitza la forma 24,25-(OH)2D el que ajuda a disminuir la concentració de 

la VD en la seva forma activa. 

Tots els metabòlits de la VD tenen una gran afinitat per la proteïna transportadora, 

la DBP, en el següent ordre 25(OH)D > 1,25D > VD. La unió DBP-metabòlit en limita 

l’accés a les cèl·lules diana, de manera que no podrà ser metabolitzat i aquest fet 
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comportarà un augment de la vida mitja dels metabòlits. Les hormones esteroides, 

com els metabòlits de la VD, poden entrar dins les cèl·lules diana per difusió en la 

membrana plasmàtica per ser metabolitzats o exercir la seva acció biològica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Síntesi de la VD. El precursor de la VD que s’obté de la dieta (VD2) o de la 

bioactivació del 7-dehidrocolesterol (VD3) a través de les radiacions solars (UVB) pateix una 

sèrie d’hidroxilacions fins a obtenir la forma activa 1,25D. Adaptat de 6, 7. 
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9.3 Metabòlits de la vitamina D 

La VD3 (colecalciferol) en aquesta forma no té activitat biològica i per això 

necessita ser metabolitzada fins a la forma activa. Els metabòlits de la VD són 

molècules lipofíliques, per tant un cop a la circulació sanguínia han de ser 

transportades per proteïnes plasmàtiques. Mentre se sap que el transport de la VD 

fins els òrgans o fins els teixits diana té lloc gràcies al transport sanguini dels 

metabòlits de la VD per la DBP (Vitamin D Binding Protein) 187, es desconeix el 

mecanisme responsable del transport de la VD de la pell a la sang. 

 

9.2.1 VDR, el receptor de vitamina D 

Un cop arriba a l’òrgan diana l’acció biològica del metabòlit actiu (25(OH)D; 1,25D) 

es duu a terme a través del seu propi receptor, el VDR (Vitamin D  Receptor).  

El VDR és un factor transcripcional i un receptor nuclear, membre de la 

superfamília de receptors de les hormones nuclears esteroidees/tiroidees 6, 192. Quant 

s’uneix a 1,25D forma un complex heterodímer amb el RXR (Retinoide-X-Receptors) 

unit-se al VDRE (Vitamin D Response Elements) amb els coreguladors i el complex 

transcripcional preiniciador, podent regular de manera positiva o negativa la 

transcripció d'altres gens implicats en la regulació cel·lular, el creixement, i la 

immunitat. Els receptors nuclears activen o inhibeixen la transcripció genètica unint-se 

a elements de resposta amb motius d’unió a promotors dels seus gens diana 193. El 

VDR en aquest cas s'uneix a VDREs dins de la regió promotora dels gens de resposta a 

la VD, en forma d'homodímer o heterodímer, amb el receptor d’àcid retinoic o 

receptor de l'hormona tiroide 194. 

El VDR, com a receptor nuclear que és, presenta una estructura modular i conté els 

següents dominis ben definits que poden funcionar de forma autònoma (Figura 27): 

i. Domini regulador N-terminal.  

ii. Domini d’unió al DNA (DBD, DNA Binding Domain) 

iii. Regions d’heterodimerització amb el receptor de l’àcid retinoic (RXR, Retinoic X 

Receptor) 
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iv. Domini d’unió al lligand (LBD, Ligand Binding Domain) 

v. Lloc d’unió a proteïnes nuclears correguladores del complex transcripcional que 

regulen el nivell de transcripció dels gens diana (heterodimerització). 

 

 

 

 

 

 

 

 

El domini més conservat en diferents espècies és el domini d’unió al DNA en la part 

N-terminal i que conté dos dits de zinc (complex tetraèdric format per 4 cisteïnes amb 

una molècula de zinc de manera que es crea un llaç o dit d’aminoàcids que estabilitzen 

la unió amb el DNA). El primer dit de zinc (pròxim a N-terminal) és el responsable de la 

unió del VDR amb els promotors dels gens dependents de VD, específicament en les 

seqüències anomenades VDREs. El segon dit de zinc és, en canvi, el responsable de 

l’heterodimerització necessària amb el RXR. Aquesta dimerització és un procés 

indispensable perquè el VDR adquireixi la conformació essencial d’alta afinitat al DNA i 

així exercir la seva funció transactivadora o transrepressora.  

9.2.2 CYP27A1, l’enzim de síntesi de la vitamina D, 25(OH)D 

El gen CYP27A1 codifica per una oxidasa de la de la superfamília d’enzims del 

citocrom P450, i es coneix comunament com esterols 27-hidroxilasa. 

Aquest enzim es troba a les mitocòndries de molts teixits diferents, però la seva 

funció en la majoria d’ells està sense caracteritzar. És l’enzim més implicat en la 

Figura 27. Dominis funcionals 

del VDR: domini d’unió al DNA 

amb funció d’heterodimerització 

i localització nuclear; domini 

d’unió a lligand, també 

responsable de 

l’heterodimerització i de la 

transactivació del receptor. 

Adaptat de 6. 

 



Introducció 

66 
 

síntesis de l’àcid biliar participa en la degradació del colesterol a àcids biliars tant en la 

via clàssica com àcida.  

CYP27A1, és el metabòlit de la VD més abundant en la circulació i té una llarga vida 

mitja, pel que es considera l´índex d’estatus nutricional de VD. 

9.2.3 CYP2R1, l’enzim de síntesi de la vitamina D, 25(OH)D 

La vitamina D 25-hidroxilasa, CYP2R1, codifica per un membre de la superfamília 

d’enzims del citocrom P450. 

Com s’ha dit anteriorment, les proteïnes d’aquesta família són monooxigenases 

que catalitzen moltes reaccions implicades en el metabolisme de fàrmacs i síntesi de 

colesterol, esteroides i altres lípids. 

Aquest enzim és una hidroxilasa microsomal de la VD, localitzada al fetge, que 

converteix VD en 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)D3 o 25(OH)D), anomenada calcidiol, 

que és la principal forma circulatòria de la VD. 

Una mutació heretada en el gen CYP2R1 que es tradueix en la substitució d’una 

prolina per un residu de leucina al codó 99, elimina l’activitat de l’enzim i s’associa amb 

nivells baixos circulants de 25(OH)D i amb els símptomes clàssics de deficiència de VD.  

9.2.4 CYP27B1 l’enzim de síntesi de la vitamina D activa, 1,25D 

El gen CYP27B1, o 1α-hidroxilasa, codifica per un membre de la superfamília 

d’enzims del citocrom P450. 

Es troba localitzat principalment en el ronyó. Tot i això, també s’han descrit altres 

parts d’hidroxilació extra renals per la CYP27B1 en diferents tipus cel·lulars195, com en 

cèl·lules endotelials 196, cèl·lules de la mucosa del colon 197, macròfags 198 i endometri 

199 que poden contribuir als nivells en circulació de la 1,25D en determinades 

condicions (embaràs, insuficiència renal crònica, artritis reumatoide). CYP27B1 

catalitza la reacció d’hidroxilació del calcidiol (25(OH)D), al calcitriol (1,25D, la forma 

activa de la VD). 
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9.2.5 CYP24A1, l’enzim de degradació de la vitamina D, 24,25(OH)D3 

El gen CYP24A1 codifica per un membre de la superfamília d’enzims del citocrom 

P450. 

Les proteïnes d’aquesta família són monooxigenases que catalitzen moltes 

reaccions implicades en el metabolisme de fàrmacs i síntesi de colesterol, esteroides i 

altres lípids. L’enzim CYP24A1 s’expressa fonamentalment al túbul renal, però la seva 

distribució tissular és molt àmplia. 

Hidroxilant la cadena lateral de la forma fisiològicament activa de la VD, 1,25D, 

aquesta proteïna mitocondrial, CYP24A1, es important en l’homeòstasi del calci i el 

sistema endocrí de la VD.  

En vista de les evidències que l’1,25D inhibeix la proliferació i l’angiogènesi a més 

d’induir diferenciació i apoptosi redueix el risc de càncer. A més a més, és plausible 

assumir que la ràpida degradació de la 1,25D per la CYP24A1 podia interrompre la 

fisiologia normal de les cèl·lules essent una possible causa de la iniciació i la progressió 

d’aquesta malaltia. De fet, en varis tipus de càncers s’ha informat de l’augment en 

l’expressió d’aquest enzim i s’ha associat amb mal pronòstic 200-202. Basant-se en 

aquestes troballes, inhibidors específics o anàlegs de la VD, resistents al catabolisme 

de la CYP24A1 podrien ser útils per al tractament de diferents tipus de càncers 203. 

 

9.3 Carència  

Nivells de VD inferiors a 20 nanograms per mil·lilitre (ng/mL), generalment són 

considerats insuficients pel bon manteniment dels ossos i el metabolisme del calci. Tot 

i això alguns experts apunten que els nivells òptims són fins a 80 (ng/mL). Infants, 

nonats i joves amb nivells inferiors a 11 (ng/mL) se’ls hi atribueix una carència 

d’aquesta vitamina. L’institut de medicina de l’acadèmia nacional (Institute of Medicine 

of the National Academies) ha establert les següents quantitats de dosis recomanades 

(Taula 8): 
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ANYS DOSI DE VD MÍNIMA RECOMANADA (µg/dia i IU/dia) 

0-50 5 µg (=200 IU) 

51-70 10 µg (=400 IU) 

+71 15 µg (=600 IU) 

Embarassades 5 µg (=200 IU) 

Lactants 5 µg (=200 IU) 

Taula 8. Taula de les quantitats mínimes establertes d’ingestió de VD. µg=microgram;     1 μg 

= 40 International Units (IU). 

 

Se l'anomena també vitamina del raquitisme ja que el seu dèficit provoca aquesta 

malaltia. La VD és l'encarregada de regular el pas dels ions de calci (Ca2+) als ossos. Per 

això si la VD falta, aquest pas no es produeix i els ossos comencen a debilitar-se i a 

corbar-se produint-se malformacions irreversibles.  

El raquitisme és una malaltia caracteritzada per la reabsorció del fosfat als 

ronyons, la disminució de la VD i de calci i fosfat en la sang, el calci contribueix al 

manteniment dels nivells normals de calci i fòsfor en el torrent sanguini. Els casos de 

raquitisme poden ser deguts a la manca de VD en la dieta, a la manca d'exposició solar 

(la llum estimula la fabricació de VD a l'organisme) o al consum insuficient d'aliments 

rics en calci i fòsfor durant la infantesa. És més comú en la infantesa perquè és quan 

l'organisme demana grans quantitats de calci i fosfat; per això els llocs més freqüents 

on es dóna aquesta malaltia són les poblacions que tenen problemes d'alimentació. 

L`osteomalàcia és un tipus de raquitisme però s’anomena així quan afecta a adults. El 

dèficit de VD és el defecte nutricional més freqüent entre la població espanyola. 

També se li han atribuït altres funcions relacionades amb la regulació del creixement 

(inhibició), maduració i diferenciació cel·lular 204, 205, la secreció hormonal 206 i la funció 

immune 207 (Figura 29). 

Persones amb deficiència de VD necessiten més medicaments i tractaments per 

pal·liar el dolor, en malalts amb dolor crònic com fibromialgia, també mostren un estat 

pitjor de salut  i un augment de l’índex de massa corporal (IMC).  

 

http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000306521&version=Patient&language=English
http://ca.wikipedia.org/wiki/I%C3%B3_(%C3%A0tom)
http://ca.wikipedia.org/wiki/Calci
http://ca.wikipedia.org/wiki/F%C3%B2sfor
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Figura 29. Esquema representatiu dels beneficis extra renals de la VD. En aquest esquema 

s’observa que la VD té un paper important en la millora de la hematopoesis, indueix 

diferenciació en cèl·lules del sistema immune, augmenta la mineralització dels óssos, 

augmenta la correcta absorció del calci i el fòsfor en els intestins, i una de les funcions més 

importants descrites és que inhibeix/redueix el creixement de cèl·lules tumorals. Adaptat de 6, 

208. 
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10. CÀNCER  I  VITAMINA D 

 

Com ja s’ha comentat anteriorment, la VD té un paper indispensable en el 

manteniment del balanç de calci, en la mineralització dels ossos, en la prevenció de 

malalties autoimmunes i càncer. La funció, però, de la VD en la prevenció del càncer 

genera controvèrsia. Es parla de deficiència de VD quant els nivells de 25(OH)D, en 

sèrum, són inferiors a 20ng/ml 209, 210, aquesta carència està associada amb un 

augment de risc de desenvolupar diferents tipus de càncers 183. No obstant això, i, 

malgrat la gran quantitat de beneficis que suposen uns correctes nivells de VD en la 

prevenció del càncer, la relació entre nivells baixos de VD, en sèrum, i la predisposició 

a desenvolupar CE o algun altre tipus de càncer no està del tot ben caracteritzat. El 

sistema de funcionament de la VD, és força complex, i involucra precursors, metabòlits 

actius, enzims i receptors. Els coneixements actuals suggereixen que la VD, actua com 

un factor de transcripció, reduint el risc de desenvolupar càncer a través de la 

regulació de la proliferació, diferenciació així com la inhibició de la angiogènesis. Per 

altra banda, un nombre considerable d’estudis afirmen que els principals càncers 

humans poden ser candidats adequats per la quimioprevenció amb VD 211-214. 

Cal remarcar que individus amb nivells insuficients de VD, el que determina un 

possible augment en el risc de desenvolupar càncer, no és solament un defecte en la 

producció renal de 1,25D. De fet, individus amb nivells normals de 1,25D i nivells 

baixos de 25(OH)D, en sèrum, tenen un alt risc de desenvolupar càncer de còlon 215, 

mama 216 i pròstata 217. L’explicació d’aquest fenomen és que diferents tipus cel·lulars, 

no renals, com colon, mama, cervell, placenta, pàncrees i pell expressen l’enzim 

CYP27B1 218, per tant són capaces de duu a terme la conversió local de 25(OH)D a 

1,25D, que promourà la translocació nuclear de VDR per tal d’induir la seva activitat 

antitumoral. L’EN humà, expressa CYP27B1 199, l’enzim responsable de la última 

hidroxilació de la VD, per produir 1,25D. Durant l’embaràs, quant l’endometri es apte 

per la recepció de l’embrió es produeix un augment, en aquest teixit (i s’anomena 

decidua), de CYP27B1 i aquesta activitat promou l’augment dels nivells de 1,25D 

circulant per a mantenir uns correctes nivells de calci 219, 220. De fet, alguns 

especialistes indiquen que dones amb nivells elevats de 1,25D són més fèrtils, ja que 
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millora la implantació de l’embrió. Un cop l’embrió està implantat i comença a créixer, 

la placenta produirà 1,25D, que passarà  a la circulació. 

L’endometri és un teixit diana per a les accions antitumorals del complex 

1,25D/VDR, induint diferenciació, apoptosi i aturada del creixement en les línies de CE. 

En resum, nivells reduïts de 25(OH)D (carència de VD) limiten la producció de 1,25D, 

per l’enzim endometrial CYP27B1, que, conseqüentment reduirà els efectes 

antitumorals de l’activitat del VDR, en l’EN, l’EC i en la decidua.  

A més a més, estudis recents en ratolins deficients en CYP27B1, incapaços de 

produir 1,25D, han demostrat que la 25(OH)D activa directament VDR i que hi ha una 

sinergia amb la unió de 1,25D-VDR, per aturar el creixement en les cèl·lules de càncer 

de pròstata 201, 221. Per altra banda, ratolins deficients en VDR van ser els més 

propensos en presentar lesions al còlon comparats amb els heterozigots o els normals. 

Com s’ha comentat anteriorment, en humans, els dos enzims responsables de la 

hidroxilació de la VD3, són CYP27A1 i CYP2R1. Cal remarcar, que CYP2R1 és considerat 

l’enzim més crític en aquest pas, ja que mutacions en CYP2R1 però no en CYP27A1 han 

resultat amb deficiències importants de VD 222. 

L’augment de l’expressió de CYP24A1, l’enzim que degrada tan 1,25D com 

25(OH)D, en estats de carència de VD, també contribueix en la progressió del càncer. 

Aquest augment indueix una reducció en la unió de 1,25D-VDR, ja que per una banda 

es redueix el seu substrat, 25(OH)D, i per altra banda, hi ha un augment en la 

degradació local de 1,25D. No obstant això, en el curs del càncer humà, les reduccions 

en els nivells de VDR, CYP27B1, i, els augments en l’expressió de CYP24A1, compromet 

l’acció antitumoral local del complex 1,25D/VDR, malgrat els nivells òptims de 

25(OH)D. 

Els investigadors també estan provant d’utilitzar la VD juntament amb els 

tractament quimioterapeutics, ja que sembla atenuar els efectes secundaris; millora la 

qualitat de vida, disminució del dolor, relaxació muscular 223. El principal problema, 

però, de l’administració de calcitriol (1,25D) recau en els seus efectes hipercalcèmics, 

es tractaria doncs de desenvolupar nous anàlegs de la VD prou efectius per induir 
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activitat antitumoral i a la vegada minimitzant l’acumulació de calci en les artèries. De 

fet, estudis clínics han demostrat que la 1,25D (o el seu anàleg amb menys efectes 

calcèmics) és eficaç en la prevenció i el tractament del càncer 224-226. 

Aquestes propietats anticancerígenes han estat atribuïdes a la 1,25D (calcitriol). 

Una acurada recerca a mostrat que les cèl·lules, incloent les cancerígenes, expressen el 

receptor VDR. Quant la 1,25D s’uneix a VDR i aquest al RXR provoca la regulació de 

més de 200 gens relacionats amb la proliferació, apoptosi, regulació del cicle cel·lular, 

diferenciació, efectes antimetastàtics, reparació del DNA, angiogènesis 227-230 (Figura 

30). Tot i això són necessaris més estudis per entendre el mecanisme molecular que 

provoca aquesta millora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Efectes del 

antitumorals del VDR. La 

unió del calcitriol amb el 

VDR forma un heterodimes 

amb el RXR i el seu lligand, 

aquest dímer ocupa 

seqüencies especifiques: 

elements de resposta de la 

vitmina D (VDREs) que es 

transcriuran regulant tot 

una serie de gens 7.  
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HIPÒTESI I OBJECTIUS 

El carcinoma d’endometri detectat a temps té bon pronòstic, però, presenta molt 

poques opcions terapèutiques un cop es troba en fase avançada, fet que ocorre en un 

20% dels carcinomes. Els tractaments actuals per al carcinoma d’endometri són la 

cirurgia, la quimioteràpia, radioteràpia o la hormonoteràpia, tot i això, en alguns casos 

el tumor torna a reaparèixer. En aquest sentit, és un fet crucial trobar nous 

tractaments o noves combinatòries de tractaments actuals per al carcinoma 

d’endometri que siguin útils. 

En aquest treball, hem volgut avaluar l’efecte de diferents agents antitumorals 

sobre el desenvolupament del carcinoma d’endometri, en monoteràpia o en 

combinació. Aquestes anàlisis farmacològiques les hem dut a terme en línies de 

carcinoma d’endometri. 

Per assolir aquesta fita ens hem marcat els següents objectius: 

1. Caracterització dels efectes del inhibidor de histones deacetilases, Vorinostat 

(Zolinza), sobre el carcinoma d’endometri. 

 Anàlisi dels efectes de la inhibició de la caspasa-8 en el creixement 

tumoral en el càncer d’endometri. 

 Estudi dels efectes del tractament conjunt resultant de la inhibició de la 

caspasa-8 amb Vorinostat com a possible eina terapèutica en el càncer 

d’endometri. 

 Avaluació dels efectes del tractament combinat amb Vorinostat i 

diferents antioxidants en la proliferació i la inducció de mort en el 

carcinoma d’endometri. 

 

2. Testar els efectes de la radioteràpia sobre cultius de carcinoma d’endometri. 

 Comparativa dels efectes del co-tractament amb radioteràpia i 

Vorinostat en carcinoma d’endometri. 

 

3. Determinar els efectes del tractament amb Vitamina D inactiva (colecalciferol) 

sobre línies cel·lulars de carcinoma d’endometri. 
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MATERIALS I MÈTODES 

1. TÈCNIQUES DE BIOLOGIA CEL·LULAR 

1.1. Cultius cel·lulars de línies de carcinoma d’endometri 

Les línies cel·lulars utilitzades en el nostre laboratori i en aquesta tesi són línies de 

CE humà (tipus I): IK, HEC-1A, RL.95 i AN3CA obtingudes de l’American Type Culture 

Collection (Figura 9)(Taula 31). Totes elles creixen adherides a la superfície de 

poliestirè de la placa de cultiu, encara que algunes tenen certa tendència a apilar-se. 

 

EC CELL LINE PATHOLOGY 

IK Well differentiated adenocarcinoma 

HEC-1A Moderately differentiated adenocarcinoma 

RL.95 Moderately differentiated adenosquamos carcinoma 

AN3CA Metastatic deposit of aadenocarcinoma 

Taula 9. Característiques histopatològigues de les línies de CE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Imatges amb contrast de fase de les línies de CE utilitzades en aquesta tesi: IK, HEC-

1A, RL.95, KLE i AN3CA (40X). 
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El medi utilitzat pel cultiu de les cèl·lules endometrials va ser el medi DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle Medium, GIBCO Invitrogen) complementat amb 10% de 

FBS inactivat, 10% d’aminoàcids no essencials (NEAA, GIBCO), 1Nm Piruvat Sòdic  

(GIBCO), i es mantenen a 37ºC en atmosfera humida al 5% de CO2. Per al manteniment 

de les línies, es renta la placa de cèl·lules en tampó fosfat salí (PBS), es desenganxen 

les cèl·lules amb Tripsina-EDTA (GIBCO) a temperatura ambient, s’inactiva la tripsina 

amb medi amb sèrum, tot seguit les cèl·lules es recullen i es centrifuguen a 1000rpm 

durant 3 min. Un cop centrifugades les cèl·lules es dilueixen 1:10 o 1:4 (depèn del tipus 

cel·lular, ja que cadascuna té un temps de duplicació diferent) i es procedeix al 

recompte cel·lular mitjançant la cambra de Neubauer i amb el colorant vital blau de 

tripa (0,4%) (SIGMA-Aldrich) a continuació es sembren a la concentració desitjada. 

1.2 Cultiu de la línia cel·lular HEK 293T 

Les HEK 293T, una línia cel·lular humana de ronyó embrionari, és un bon model per 

la sobreexpressió de proteïnes intracel·lulars, extracel·lulars, secretades o de 

membrana. És una variant de la línia cel·lular humana del epiteli renal 293, 

transformada amb el gen E1A d’adenovirus, que expressa l’antigen T de SV40. El 

manteniment d’aquesta línia cel·lular es realitza desenganxant les cèl·lules de forma 

mecànica (no és necessari l’ús de tripsina), després es centrifuguen les cèl·lules a 

1000rpm durant 3 minuts i es divideixen les cèl·lules 1:10 o 1:15, ja que el temps de 

duplicació és molt ràpid. Les cèl·lules s’incuben a 37ºC en un atmosfera controlada del 

5% de CO2. 

1.3 Recompte cel·lular 

1.3.1 Recompte de mort apoptòtica per tinció de Hoechst 33342  

El reactiu Hoechst 33342 (SIGMA–B2261) o Bisbenzimida és un compost 

fluorescent que s’uneix al DNA i que es visualitza al microscopi òptic de fluorescència. 

Pot tenyir tant cèl·lules vives com fixades, ja que degut a la seva estructura molecular 

pot travessar la membrana plasmàtica de les cèl·lules intactes. 

Pel recompte de la mort apoptòtica es planten les cèl·lules i es realitza el tractament 

adequat en el temps necessari, es tenyeixen les cèl·lules amb 0.5 µg/ml de colorant 

Hoechst durant 30 minuts a temperatura ambient. Per comptabilitzar la mort 
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apoptòtica, es consideren positives aquelles cèl·lules que presenten condensació de la 

cromatina nuclear o aquells nuclis que formen petits orgànuls anomenats nuclis 

apoptòtics.  

1.3.2 Recompte de la proliferació mitjançant l’assaig d’incorporació de BrdU 

La BrdU (Bromodeoxyuridine o 5-bromo-2’-deoxyuridine) (SIGMA-B5002) és un 

nucleòtid sintètic anàleg a la timidina. La BrdU és un compost que s’utilitza de forma 

molt comú a l’hora de detectar cèl·lules que proliferen; això es degut a que la BrdU té 

la capacitat de  ser incorporada substituint a la timidina en  les noves cadenes de DNA, 

sintetitzades per les cèl·lules que repliquen. El fenomen de replicació és dóna durant la 

fase S del cicle cel·lular. 

Per fer l’assaig d’incorporació de la BrdU es necessari que en el medi, de les 

cèl·lules que volem analitzar, hi hagi aquest compost. Així doncs afegim la BrdU a una 

concentració final de 4 μg/ml durant 45 minuts. 

Un cop transcorregut el temps necessari perquè s’incorpori la BrdU a les cèl·lules, 

les fixem amb una solució que conté 4% de paraformaldehid (PFA) fred durant 20 

minuts a temperatura ambient. Tot seguit fem tres rentats amb solució salina (PBS) i 

afegim HCl 2M durant 30 minuts a 37ºC, perquè el DNA de les cèl·lules es 

desnaturalitzi i l’anticòs primari sigui capaç de reconèixer la BrdU incorporada. 

Transcorreguts els 30 minuts afegim Tetraborat Sòdic 0,1M durant 2 minuts al pou, per 

tal de neutralitzar el HCl. Tot seguit tornem a fer 3 rentats amb PBS i afegim la solució 

de bloqueig, que conté PBS + 5% Horse Serum (HS) + 5% Fetal Bovine Serum (FBS) + 

0.2% glicina + 0.1% Tritó (TX-100), durant 1 hora a temperatura ambient. Després 

rentem 3 cops amb PBS, i incubem les cèl·lules amb l’anticòs primari durant 18 hores a 

4ºC. L’endemà rentem els pous tres cops amb PBS i afegim l’anticòs secundari, en el 

nostre cas és un anticòs conjugant a un fluorocrom Dylight594 (Jackson), i també 

s’afegeix 0,5 μg/ml de Hoechst durant 1 hora a temperatura ambient. Després es 

renten els pous res cops més amb PBS i s’analitzen i es compten el nombre de cèl·lules 

positives per BrdU mitjançant un microscopi òptic de fluorescència. 
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1.4 Viabilitat cel·lular 

1.4.1 MTT 

La valoració de la viabilitat cel·lular es va realitzar mitjançant la determinació de 

l’activitat enzimàtica cel·lular, pel mètode de bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difenil-tetrazol (MTT) (SIGMA-M-2128). Aquest assaig avalua l’activitat de l’enzim 

succinat deshidrogenasa (SDH) de les mitocòndries de les cèl·lules en cultiu. La SDH 

catalitza la conversió del MTT a un formazan intracel·lular de color púrpura, que és 

soluble amb DMSO i quantificable amb un espectròmetre. La quantitat de cèl·lules 

metabòlicament actives és directament proporcional a l’absorbància obtinguda. Pels 

assajos de proliferació de les cèl·lules es va plantar 10.000 cèl·lules en pous d’una placa 

“multi-well” de 96 pous (M96 (0.32-0.6cm2) i es van contar el nombre de cèl·lules al 

llarg dels dies indicats. Es van realitzar almenys triplicats per cada temps i l’experiment 

es va repetir com a mínim tres vegades.  

1.4.2 Assaig Clonogènic 

La capacitat clonogènica d’una cèl·lula be donada, per la capacitat que té aquesta 

de formar una colònia de cèl·lules a partir d’una sola. Les cèl·lules són plantades el més 

individualitzades possible (1x103 per pou M6 (9,5cm2) o bé 7x102 per pou M24 (2cm2)), 

cada condició es va plantar per triplicat, la determinació d’aquesta capacitat és duu a 

terme quan han passat de 12-14 dies. És realitza una tinció d’MTT (0,5mg/ml ), després 

es fixen les cèl·lules amb formol durant 10 minuts i es renten amb PBS. Les colònies es 

quantifiquen amb el programa de processament d’imatge digital Image J. 

1.5 Producció de lentivirus 

1.5.1 Transfecció amb polietilenamina (PEI) 

La majoria de les membranes cel·lulars tenen càrrega neta negativa, essent molt 

difícil que les molècules amb càrrega negativa, com són els àcids nucleics, puguin 

travessar-les. Els lípids catiònics, com la polietilenamina, condensen el DNA plasmídic, 

neutralitzant així les carregues negatives i protegint-lo de l’acció de les DNAses. Els 

agregats resultants tenen alta afinitat per les cèl·lules, donant lloc a una alta efectivitat 

de transfecció 231. La polietilenamina (PEI) (SIGMA-408727) s’utilitza des de 1995 com a 
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vector de concentració i presenta l’avantatge que no requereix d’alta confluència en el 

cultiu i és força econòmic.  

La transfecció cel·lular amb PEI es realitza en medi sense sèrum ni antibiòtics. 

Diluïm 5 μl de PEI 1X (10 mM) per cada μg de DNA, en una solució salina estèril (NaCl 

150 mM) 5 cops superior al PEI. El DNA el diluïm en solució NaCl 150 mM en el mateix 

volum que està diluït el PEI. Un cop tenim les dues barreges per separat, afegim la 

solució de PEI damunt de la solució del DNA i es vorteja durant 30-60 segons. La 

barreja es deixa reposar durant 20 minuts a temperatura ambient, temps durant el 

qual es formen  el complexes de PEI amb el DNA. La solució de transfecció s’afegeix 

damunt la placa de cultiu gota a gota. Entre 3-4 hores després de la transducció, es 

canvia el medi que conté els complexes per el mateix medi de cultiu de la línia cel·lular. 

1.5.2 Producció i concentració de lentivirus en la línia cel·lular HEK293T 

Degut a la gran quantitat de partícules lentivirals necessàries per infectar cultius 

primaris es necessari partir almenys de 3 plaques p100 de cèl·lules HEK293T a una 

concentració aproximada de 35x104 cèl·lules per placa. L’endemà de ser plantades les 

cèl·lules, es canvia el medi de les cèl·lules per un medi DMEM sense antibiòtic ni 

sèrum, i es mantenen les cèl·lules en repòs a l’incubador a 37ºC durant almenys una 

hora, temps durant el qual aprofitarem per fer la barreja de transfecció.  

Es transdueix un total de 30 μg de DNA per placa, que correspon als tres vectors 

plasmídics en proporció 1:1:1.  És a dir, 10 μg del plasmidi lentiviral, 10 μg de plasmidi 

empaquetador psPAX2 i 10 μg del plasmidi PMD2G que codifica per l’embolcall víric. 

Cal un total de 100 μl de PEI per transduir 30 μg de DNA. Tant el DNA com el PEI es 

ressuspenen en 0,5 μl de solució NaCl 150 mM estèril. S’afegeix la solució de PEI sobre 

la solució del DNA i es vorteja immediatament. La barreja es deixa reposar durant 10 

minuts, passats els quals s’afegeix a la placa de HEK293T i es deixa a l’incubador durant 

3-4 hores. Posteriorment es canvia el medi. Al cap de 24 hores el medi ja conté 

partícules víriques. Generalment recollirem el medi amb les partícules víriques al cap 

de 3-4 dies després de la transfecció. Segons l’eficàcia de transducció del model 

cel·lular, els cultius es poden o bé transduir directament del medi  recollit al cap de 3-4 

dies, o bé (com és el nostre cas) cal que els virus siguin concentrats. Per concentrar el 
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virus, es fa servir una columna de concentració (VIVASPIN 20) i es centrifuga durant 2 

hores a 4000 rpm el volum obtingut de tres plaques de cultiu. 

1.5.3 Transducció de línies cel·lulars mitjançant lentivirus 

Un cop obtinguda la concentració de cèl·lules desitjada en la placa de cultiu en 

respòs en l’incubador a 37ºC en atmosfera humida al 5% de CO2, s’afegeix al pou que 

volem infectar, una desena part del medi concentrat de partícules lentivirals més 

Polybrene (Hexadimethrine Bromide) (SIGMA-H9268) a una concentració final de 8 

μg/ml. Les línies cel·lulars es deixen en contacte amb el virus durant 16-18 hores i 

posteriorment reemplacem el medi, les cèl·lules hauran incorporat la partícula en uns 

4 dies. 

1.6 Tractaments in vitro 

Els tractaments als que van ser sotmeses les cèl·lules són els següents: 

 Tractament amb Vorinostat: afegint al medi de cultiu Vorinostat a diferents 

concentracions (1-10µM) durant 24, 48 o 72 hores. 

 Tractament amb Antioxidants: afegint al medi de cultiu Nac (5mM, 10mM), 

Tiron (1mM, 5MM), Bha (300µM, 500µM) durant 24 hores. Els antioxidants van 

ser utilitzats en concentracions no tòxiques per a aquestes línies cel·lulars. 

 Tractament amb l’inhibidor general de caspases: es va realitzar un tractament 

de z-VAD-fmk, a concentracions de 2,5-15µM. 

 Tractament amb l’inhibidor de la caspasa-8: es va realitzar un pre-tractament 

de 2 hores amb z-IETD-fmk, a concentracions de 100 i 200µM. 

 Tractament amb l’inhibidor de la caspasa-9: es va realitzar un pre-tractament 

de 2 hores amb z-LEHD-fmk, a concentracions de 50, 100 i 200µM. 

 Tractament amb Vitamina D3/Cholecalciferol: afegint al medi de cultiu VD3 a 

una concentració de 10µM durant 48 hores. 
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FÀRMAC PROVEÏDOR SOLUCIÓ STOCK SOLVENT 

Vorinostat Merk 50mM DMSO 

Nac SIGMA-A7250 50mM PBS 1X 

Tiron SIGMA-172553 1M PBS 1X 

Bha SIGMA-B1253 1M PBS 1X 

z-VAD-fmk Calbiochem-551476 10mM DMSO 

z-IETD-fmk Calbiochem-218759 10mM DMSO 

z-LEHD-fmk Calbiochem-218841 5mM DMSO 

Vitamina D3 Calbiochem-679101 4,5M Etanol 

Taula 10: Fàrmacs utilitzats en aquesta tesi. 

 

 Tractament amb radiació ionitzant: les plaques de cultiu amb les cèl·lules són 

irradiades al Servei de Radioteràpia Oncològica de l’HUAV, a dosis de 0-10 Gy. 

S’utilitza l’accelerador lineal Clinac 2100C (Varian), prèviament els físics del 

servei juntament amb la Dra. Virgina Garcia van calcular l’amplada del plàstic 

(de les plaques de cultiu) per tal de que les radiacions ionitzant penetressin 

perfectament fins el medi de cultiu on es troben les cèl·lules en monocapa. 

 

 

2. TÈCNIQUES DE BIOQUÍMICA I BIOLOGIA MOLECULAR 

2.1 Construccions plasmídiques 

En l’enginyeria genètica,  un vector és una molècula de DNA que pot ser utilitzada 

per introduir una seqüència de DNA a una cèl·lula, dins la qual es mantindrà i es 

replicarà. Generalment es tracta d’un plasmidi o un genoma viral. Els plasmidi són 

petites molècules de DNA circular extracromosòmic que es troben a molts bacteris. Es 

repliquen de forma independent del cromosoma principal i poden haver-hi múltiples 

còpies del plasmidi en la mateixa cèl·lula. 

Els virus són entitats infeccioses que contenen l’àcid nucleic que codifica per la 

seva pròpia estructura, però no tenen la maquinària enzimàtica d’una cèl·lula. És per 

això que els virus es repliquen envaint cèl·lules.  
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2.1.1 Clonatge de construccions de shRNAi 

La interferència de RNA mitjançant shRNAi (short hairpin RNA interference) indueix 

la degradació d’un RNA missatger concret, mitjançant la utilització de siRNA (small 

interferin RNA), que són fragments de RNA entre 22-25 nucleòtids, derivats de la 

fragmentació del RNA lineal de doble cadena, que s’uneix a les seqüències de RNA 

homologues induint la seva degradació. Veure Figura 32. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La tècnica d’interferència del RNA s’utilitza àmpliament per a silenciar l’expressió 

gènica d’una seqüència específica.   

 

2.1.1.1 Subclonatge shRNAi en vector FSVsi 

Primer de tot, i com en qualsevol clonatge, hem de digerir el vector amb els enzims 

corresponents, per tal de crear uns extrem compatibles amb els extrems del nostre 

insert. En el nostre cas digerirem amb els enzims Age I i Bam HI. Un cop digerit el 

vector, aquest s’ha de netejar de sals i dels enzims de restricció i/o dels fragments de 

Figura 32: Via d’interferència del RNA. 

DICE, un membre de la família de RNAsa 

III, talla de forma depenent d’ATP les 

cadenes llargues de RNA de doble 

cadena formant el shRNAi. Aquests 

siRNA un cop relaxats s’incorporen 

dintre el complex  inductor del 

silenciament del RNA (RISC).  Un cop la 

cadena simple anti-sense esta unida a 

RISC dirigeix aquest cap al RNAm que li 

es complementari i es dóna un tall 

endonucleotid de la cadena del RNAm, 

truncant així la traducció del mRNA. 
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DNA que no ens interessen. Per dur a terme aquest procés s’utilitzen kits comercials 

(Qiagen) de purificació de DNA a partir de gels d’agarosa.  

Un cop tenim l’insert i el vector preparats, es fa la reacció de lligació, que es 

realitza en una proporció molar de 1:3 de plasmidi respecte a l’insert, utilitzant l’enzim 

T4 Lligasa (Roche-10799009001), i es transforma en la soca bacteriana E. Coli DH5α. La 

transformació dels bacteris competents es realitza per un protocol de xoc tèrmic.  

Un cop transformada la lligació, cal escollir quines colònies han internalitzat el 

vector amb l’insert i descartar aquelles que han internalitzat el plasmidi buit. Per 

aquest motiu es realitza una reacció de PCR utilitzant uns primers que s’uneixen al 

plasmidi, concretament a la regió flanquejant de l’insert. Així doncs, si el plasmidi 

conté l’insert obtindrem un fragment de 250bp, en canvi si el plasmidi no conté l’insert  

obtindrem un fragment de 200bp. 

En el cas del sistema en el vector FSVsi, és provoca una disminució de l’expressió 

de gen diana de forma eficient i específica. El FSVsi és un vector d’expressió en 

mamífers que dirigeix la síntesi de transcrits de siRNA sota el promotor U6. A més a 

més, aquest vector conté una variant de “Venus” YFP (proteïna fluorescent groga) sota 

el control del promotor V40. L’estratègia del subclonatge es basa en trobar una 

seqüència adient de 19-21 nucleòtids que pertanyi al gen diana amb la que es 

dissenyen els dos primers, el Fwd (Forward) i el Rev (Reverse). 

L’anellament del primers es realitza en 50mM Hepes a un pH de 7,4 en 100mM 

NaCl, utilitzant una concentració de cada primer de 3µg/µl. El protocol d’anellament 

del primers va disminuint progressivament la temperatura de 94ºC a 25ºC. 

Així doncs, utilitzat dita tècnica hem obtingut les seqüències descrites en la Taula 

11.  

GEN SEQÜÈNCIA DE OLIGONUCLEÒTIDS (5’→3’) 

FSV-Caspasa-8 (humà) GAATCACAGACTTTGGACAA 

Taula 11. Seqüènca de Oligonucleòtids, escollida per al RNA d’interferència del gen d’estudi. 
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2.2 Amplificació en cadena de la polimerasa  

2.2.1 Extracció de RNA 

L’extracció del RNA dels cultius cel·lulars es fa utilitzant el kit comercial RNAeasy 

mini kit  (Qiagen-74104) acoblat a digestió amb DNAsa I, que elimina tot el DNA 

genòmic contaminant que pugui restar en la mostra i que donaria una senyal falsa.  Els 

extractes de RNA es guarden a -80ºC i es verifica que no hi hagi degradació, mitjançant 

un gel d’agarosa al 2%. La quantitat de RNA es quantifica en el NanoDrop ND-1000. 

2.2.2 Síntesi de cDNA 

Un cop obtingut el RNA total, utilitzarem 1 µg de mostra per la síntesi de cDNA 

mitjançant el protocol de l’enzim retrotranscriptasa de Taqman Universal PCR Master 

Mix (Applied Biosystems-4304437). Un cop sintetitzat el cDNA, aquests ja es pot 

utilitzat per una PCR a temps real (RT-PCR).  

2.2.3 RT-PCR 

La tècnica de PCR a temps real, a més d’utilitzar primers específics, utilitza també 

una sonda específica per a cada gen a analitzar. Aquesta sonda està marcada amb un 

fluorocrom que el termociclador ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems) llegeix i quantifica. El programa que vam utilitzar va ser de quaranta cicles 

a 95°C durant 15 segons i 1 minut a 60ºC. Tant els primers com les sondes van ser 

adquirides a Applied Biosystems (Taula 12).  

 

GEN CODI 

Flip/CFLAR Hs01116280_m1 

HIF-1α Hs00153153_m1 

VEGFRA Hs9999970_m1 

GAPDH Hs99999905_m1; com a control de càrrega 

GUSB Hs.PT.53a.3993263; com a control de càrrega 

CYP27A1 Hs.PT.56a.14491853 

CYP2R1 Hs.PT.56a.39660677 

Taula 12. Sondes per a l’anàlisi de RT-PCR. 

 



Materials i Mètodes 

89 
 

Els resultats van ser obtinguts en forma de nombre de Ct (cycle threshold) que és 

el cicle de PCR en que comença el creixement exponencial del producte de la PCR. Per 

tant, com més cDNA teníem de partida més baix era el Ct que obteníem de resultat. La 

quantitat relativa de mRNA de cada gen es va calcular de la següent manera: Ct = Ct 

del gen diana  Ct del gen GAPDH, ( Ct) = Ct mostra  Ct control. A partir 

d’aquests càlculs la concentració relativa de RNA en comparació al control és 2-( ct) . 

Amb aquests valors vam calcular les mitges i els errors estàndards de cada mostra per 

triplicat. 

 

2.3 Immunodetecció de proteïnes 

2.3.1 Immunofluorescència 

Un cop finalitzat el tractament en els nostres cultius cel·lulars, les cèl·lules es 

renten en solució salina PBS i es fixen o bé amb Paraformaldehid al 4% durant 15 

minuts o bé amb metanol 100% durant 5 minuts. A continuació es  fan tres rentats 

amb PBS, aspirant suaument i amb compte de no deixar eixugar els pouets. 

Abans de la incubació amb l’anticòs primari, cal incubar durant una hora en solució 

de bloqueig (PBS amb 2% HS, 2%BSA i 0,2% Tritó X-100). Durant el procés de bloqueig 

en realitat es donen dos processos, ja que el Tritó permet la permeabilització de les 

membranes, fet que permetrà l’accés dels anticossos als seus antígens específics; al 

l’hora gràcies a l’acció de la BSA i el Sèrum de cavall és fa el bloqueig dels llocs d’unió 

inespecífics. 

L’anticòs primari (Taula 13) s’incuba durant dos hores, en el cas dels cultius en 

dues dimensions, o bé durant 16 hores en el cas de cultius en tres dimensions a 

temperatura ambient. Després de tres rentats amb PBS s’incuba durant 2-3 hores 

l’anticòs secundari i el Hoechst (Taula 14). Aquesta incubació es realitza a les fosques ja 

que l’anticòs secundari està marcat amb fluorescència. En acabar es fan tres rentats de 

10 minuts en PBS i es guarden les plaques a 4ºC i a les fosques fins la seva observació 

al microscopi òptic invertit d’epifluorescència Olympus. 
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ANTIGEN DILUCIÓ PROVEÏDOR Nº CATÀLEG 

VDR-antibody clone 9A7 1/300 Millipore 04-1526 

H2AX (Ser 139) 1/500 Millipore 05-636 

Taula 13: Anticossos primaris utilitzats en assaigs d’immunofluorescència. 

 

ANTIGEN DILUCIÓ PROVEÏDOR Nº CATÀLEG 

FITClabeled Rat (Red fluor) 1/300 Invitrogen 11007 

Mouse IgG (H+L) Green 1/300 Invitrogen A11029 

Mouse IgG (H+L) Red 1/300 Invitrogen T6390 

Rabbit igG (H+L) Green 1/300 Invitrogen A11008 

Taula 14: Anticossos secundaris utilitzats en assaigs d’immunofluorescència i/o Western Blot. 

 

2.3.2 Western Blot 

2.3.2.1 Extracció de proteïna total en SDS 

Després de cada tractament, les cèl·lules en qüestió es renten en tampó fosfat salí 

fred (PBS) a pH 7,2 abans de procedir a l’extracció proteica pertinent. L’extracció 

proteica s’ha de fer de forma ràpida i eficient, per evitar degradacions i per a què 

l’extracte representi fidelment l’estat fisiològic de la cèl·lula viva. D’aquesta manera 

s’obté una barreja desnaturalitzada dels components cel·lulars. És un mètode 

d’extracció eficient perquè trenca les interaccions antre les proteïnes i permet 

l’alliberament de les proteïnes unides a estructures macromoleculars. A més el 

detergent SDS (Sodi Dodecyl Sulfate) desnaturalitza i inactiva la majoria d’enzims 

incloses les proteases que podrien danyar l’extracte. El tampó d’extracció és Tris-HCL 

62,5 nM (pH 6,8) al 2% de SDS (Lab Clinics-20760.03), s’afegeix sobre la placa de cultiu, 

que prèviament ha estat rentada en PBS fred.  

2.3.2.2 Quantificació de proteïnes pel mètode Lowry 

La quantificació de proteïnes abans de migrar les mostres en gels SDS-PAGE és 

necessària per a la posterior interpretació dels resultats. Si les diferents mostres, d’un 

mateix experiment per a la immunodetecció de proteïnes, no estan igualment 

carregades al gel, no es podran extraure conclusions, ja que no se sabrà si les 

diferències són degudes només a la càrrega o als efectes del nostre tractament. Per 

aquest motiu, hem utilitzat el mètode de Lowry per a determinar la quantitat de 
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proteïna en cada mostra. La casa Bio-Rad, comercialitza els reactius per a la 

quantificació. Breument, en una placa de 96 es fiquen unes mostres amb 

concentracions conegudes de BSA, que ens faran de punts en la recta patró, i les 

mostres a determinar, per duplicat. Es barregen els reactius A i S (en proporció 50:1) 

(Biorad 500-0113, 500-0115) i s’afegeix 25 μl de la barreja als pous. A continuació 

s’afegeix el substrat fluorogènic (reactiu B) (Biorad-500-0114) a cada pou, i es deixa 

reposar la reacció durant 5 minuts.  Transcorregut aquests temps, es llegeix la placa a 

una absorbància de 595nm. Els valors d’absorbència de les mostres s’extrapolen als de 

la recta patró per tal de determinar la seva concentració proteica. 

2.3.2.3 Electroforesi en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Els gels desnaturalitzants de poliacrilamida en presència de SDS  s’utilitzen per a 

separar barreges proteiques complexes segons el seu pes molecular. Es preparen a 

partir de la solució ACRYL/BIS ™ (Biorad-161-0156), que és una solució al 30% 

acrilamida amb un 1% de bis-acrilamida. La reacció de polimerització es realitza amb 

0,1% de TEMED (SIGMA-T9281) com a iniciador de la reacció i el persulfat d’amoni 

(S208) al 0,05 % com a catalitzador. 

Hem utilitzat gels discontinus, formats bàsicament per dos parts amb percentatges 

d’acrilamida diferents. En la part superior (o gel concentrador) on es carreguen les 

mostres, hi fiquem un percentatge baix d’acrilamida (5%) que es prepara en tampó 

Tris-HCL 125μM a pH 6,8, i serveix per a portar totes les proteïnes del pouet al mateix 

temps a l’entrada del gel separador. El gel separador es prepara en tampó Tris-HCL 

375μM a pH 8,8, el seu percentatge d‘acrilamida depèn del pes molecular de les 

proteïnes que volem separar, i és el que realment  separa les proteïnes segons el seu 

pes molecular.  

Les mostres ja quantificades es preparen afegint tampó de càrrega 5x (10% SDS, 

250 mM Tris pH 6,8, 50% glicerol, 720nM β-mercaptoetanol (Biorad-161-0710) i blau 

de bromofenol), es porten totes a un mateix volum amb tampó de carrega 1x i es 

carreguen al gel. En el primer pou es carrega un marcador de pes molecular pretenyit 

(Invitrogen-10748-010). L’electroforesi es migra a un amperatge constant a 100 V en 
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un tampó de migració ( 25mM Tris, 1,44% glicina, 0,1% SDS) en el sistema de BioRad's 

MiniProtean System. 

2.3.2.4 Transferència de proteïnes 

Un cop les proteïnes estan separades es transfereixen a una membrana de PDVF 

(Immobilon-P, IPVH00010). El mètode usat per la transferència és el BioRad's 

MiniProtean System on es forma un sandwich amb el gel, la membrana i paper 

Watman; tot això és col·locat en una solució de transferència (25 mM Tris, 192 mM 

glicina a pH=8,3) i es corre a 280 mA constants durant 1 hora i mitja. En acabar, la 

membrana es bloqueja amb llet en pols descremada en TBST (20 mM Tris a pH 7.4, 150 

mM NaCl, 0.1% Tween 20) a una concentració del 3-5% durant una hora, per tal 

d’eliminar les hibridacions inespecífiques.  

2.3.2.5 Immunodetecció de proteïnes 

Un cop bloquejada la membrana, es fan tres rentats de 15 minuts en TBS-T i 

s’incuba la membrana en una dilució de l’anticòs primari (Taula 15), amb 0,02% d’Azida 

sòdica per evitar contaminacions bacterianes i així poder reutilitzar l’anticòs. La 

incubació s’acostuma a realitzar durant tota la nit a 4ºC, encara que en alguns casos es 

pot fer durant 1 hora a temperatura ambient. 

Tot seguit es recupera i guarda a 4ºC  la solució de l’anticòs primari i es fan 3 

rentats de 15 minuts de la membrana en TBS-T, i s’incuba amb la dilució de l’anticòs 

secundari (Taula 14) en solució de bloqueig durant 1 hora a temperatura ambient. En 

acabar, es renta la membrana tres vegades amb TBS-T. 

L’anticòs secundari està conjugat a peroxidasa, i per detectar-la utilitzem uns 

reactius comercials que associen la catàlisi de l’aigua oxigenada a l’oxidació del 

luminol, donant lloc a un increment de la quimioluminescència. Els reactius utilitzats 

per revelar la senyal són EZ-ECL (REACTIVA-20-500-120) i ECL™ Advance Western 

Blotting Detection Kit (Amersham Biosciences-RPN2135, RPN2232) que utilitzem 

respectivament si tenim molta o poca senyal quimioluminiscent. La membrana 

s’analitza amb el VersaDoc Imaging system Model 4000 (BioRad Laboratories). Les 

senyals han estat quantificades amb el software del Quantity One (BioRad). 
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ANTIGEN DILUCIÓ PROVEÏDOR Nº CATÀLEG 

Acetyl-Histona 4 1/1000 Cell Signaling 2591S 

Bcl-2 1/1000 BD Transduction 610538 

Bcl-xL 1/1000 BD Transduction 610212 

Caspasa-8 1/1000 Calbiochem AM46T 

Caspasa-9 1/1000 Cell Signaling 9508 

Caspasa-2 1/1000 BD Transduction 611023 

Caspasa-3 (Asp175) 1/1000 Cell Signaling 9661 

Ciclina D1 1/1000 Santa Cruz Biotechnology sc-20044 

FADD 1/1000 BD Pharmingen 556402 

Flag 1/1000 SIGMA F.1804 

Flip (NF6) 1/1000 Enzo Life Science L13913 

H2AX (Ser139) 1/1000 Millipore 05-636 

Histona H1 1/1000 Santa Cruz Biotechnology sc-8030 

LDH 1/1000 Rockland 100-1173 

Tubulina 1/10000 SIGMA T5168 

Taula 15:  Anticossos primaris utilitzats en assaigs de Western Blot. 

 

2.4 Assaig d’activitat luciferasa 

La línia cel·lular de carcinoma endometrial, IK, es va sembrar en plaques múltiples 

de 24 pouets, i es van transfectar utilitzant Lipofectamina 2000 (Invitrogen) seguint les 

instruccions del fabricant, amb el reporter NFkB-LUC juntament amb un plasmidi que 

codifica β-galactosidasa. Després de 24 hores, les cèl·lules es van tractar amb 

Vorinostat 3µM. Un cop finalitzat el temps de tractament les cèl·lules es van llisar amb 

60µl de tampó de lisi de luciferasa (glicina 25mM pH=7.8, Mg2SO4  15mM, 1% de Tritó 

X-100, EGTA 5mM) i remoure durant 15 minuts sobre gel. Es van transferir 30µl del 

llisat en plaques de 96 pouets i es va afegir a sobre del llisat 30µl del tampó d’assaig de 

luciferasa a una concentració final de (glicina 25mM, KHPO4 15mM pH=7.8, Mg2SO4  

15mM, 1% de Tritó X-100, EGTA 5mM, que conté 1mM de ditiotreitol, 2mM d’ATP, 

100mM d’acetil-coenzim A i 100mM de luciferina). L’activitat luciferasa es va mesurar 

utilitzant un luminòmetre de microplaques. Després de la mesura de la luciferasa 60µl 

de tampó β-galactosidasa 2X (NaPO4 200mM, KCl 20mM, MgSO4 2mM i 4mg/ml d’α-

nitrofenil β-D-galactopiranòsid) es va afegir a cada pouet i es va mesurar en un lector 

de microplaques a 415, per la lectura de la proteïna. 
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3. CITOMETRIA DE FLUX (FACS) 

3.1 Detecció del ROS (Espècies reactives d’Oxigen) 

Les cèl·lules un cop incubades el temps necessari i amb el tractament adequat, es 

van incubar amb la sonda H2DCFDA (20µM) (Invitrogen, D-399), per la mesura de la 

producció de ROS. Passats 30 minuts, les cèl·lules van ser rentades en PBS i 

tripsinitzades, centrifugades durant 5 minuts a 1000 rpm i rentades amb PBS, 

ressuspeses en 500 µl de PBS i estimada la fluorescència a través de citometria de flux. 

Es va assumir com a control positiu cèl·lules tractades amb H2O2 durant 30 minuts. 

3.2 Avaluació del MMP (Potencial de Membrana Mitocondrial) 

Les cèl·lules un cop incubades el temps necessari i amb el tractament adequat, es 

van incubar amb la sonda Rhodamine 123 (0,3µgr/ml) (SIGMA-83702), per tal de 

detectar pèrdua en el potencial de membrana mitocondrial. Passats 30 minuts, les 

cèl·lules van ser rentades en PBS i tripsinitzades, centrifugades durant 5 minuts a 1000 

rpm i rentades amb PBS, ressuspeses en 500 µl de PBS 1X i estimada la fluorescència a 

través de citometria de flux. Es va assumir com a control positiu cèl·lules tractades 

amb H2O2 durant 30 minuts. 

3.3 Assaig d’Annexina 

Les cèl·lules un cop incubades el temps necessari i amb el tractament adequat, les 

cèl·lules van ser rentades dos cops en PBS i tripsinitzades, centrifugades durant 5 

minuts a 1000 rpm i rentades amb PBS, ressuspeses en 500 µl de Binding Buffer 1X 

(0.1M Hepes (pH=7.4), 1.4M NaCl, 25mM CaCl2). A 100 µl del volum es va afegir 5µl 

d’AnnexinaV FITC (Santa Cruz, sc-4252) i 5µl de Iodur de Propidi (BD Falcon-556463). 

Passats 15 minuts en la foscor, es va afegir 400 µl de Binding Buffer 1X i les cèl·lules 

van ser avaluades en la fluorescència a través de citometria de flux. Els resultats van 

ser analitzats utilitzant el programa Win MDI 2.9, pel càlcul del nombre de cèl·lules 

apoptòtiques, necròtiques o les supervivents. 
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A - / IP + 

Cèl·lules necròtiques 

A + / IP + 

Cèl·lules mortes totals 

A - / IP - 

Cèl·lules vives 

A + / IP - 

Cèl·lules apoptòtiques 

 

 

3.4 Cicle cel·lular 

La distribució del cicle cel·lular es va determinar amb l’addició del Iodur de Propidi, 

un compost de color vermell que s’uneix tant al DNA com al RNA. Un cop acabat el 

tractament en qüestió, es recullen les cèl·lules, es van fixar amb etanol al 70% fred i 

mantingudes a 4ºC, fins el dia de l’anàlisi. Es van rentar les cèl·lules dos cops amb PBS, 

centrifugar i es van ressuspendre en PBS amb Iodur de Propidi (0.02mg/ml), Tritó X-

100 (0,1%) (SIGMA-T8787) durant 30 minuts en la foscor. Es va mesurar la 

fluorescència estimada a través de citometria de flux. Els resultats van ser analitzats 

utilitzant el programa Win MDI 2.9. 

 

4. DETECCIÓ DE 25(OH)D3 

La quantitat de 25(OH)D3 sintetitzada a partir de vitamina D inactiva 

(cholecalciferol), en les IK, que quedava dins la cèl·lula es va mesurar utilitzant l’assaig 

de quimioluminiscència-Immuno de 25(OH)D a l’enllaç XL Analyzer (DiaSorin).  

Les IK es van sembrar en plaques de 100 mM i es van exposar al vehicle (0.1% 

d’etanol) o 10µM de cholecalciferol durant 0, 12, 24 o 48 hores. A continuació, es va 

retirar el medi, i les cèl·lules unides enganxades es van rentar amb PBS. Els metabòlits 

de la vitamina D es van obtenir mitjançant l’extracció amb acetonitril, tal i com s’ha 

descrit anteriorment 232. Les mostres es van centrifugar a 2500 rpm durant 10 minuts 

per obtenir-ne el sobrenedant (que contenen els metabòlits de la vitamina D) i es van 

assecar durant 2 minuts sota buit.  

Taula 16: Quadre 

representatiu d’un 

assaig d’Annexina. Cada 

apartat ens informa de 

l’estat de les cèl·lules. 
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La solució restant es va sotmetre a dos extraccions líquid-líquid amb acetat d’etil, 

com es descriu a 233. Les fases superiors, agrupades, es van assecar en atmosfera de 

nitrogen i la 25(OH)D3 intercel·lular es va mesurar per a l’assaig de Liason. 

 

5. ANIMALS D’EXPERIMENTACIÓ 

5.1. Consideracions prèvies 

Els mètodes experimentals utilitzats en els animals de laboratori que es detallen a 

continuació s’han regit seguint les recomanacions recollides en les següents 

disposicions legals:  

1. Llei 5/1995, de 21 de juny, de la Generalitat de Catalunya, de protecció dels 

animals utilitzats per a experimentació i per a altres finalitats científiques. 

2. Decret 214/1997, de 30 de juliol, que desenvolupa l’esmentada llei. 

3. Reial Decret 1201/2005, de 10 d’octubre, sobre protecció dels animals utilitzats 

per a experimentació i altres finalitats científiques. 

A més a més, el present treball ha estat aprovat pel Comitè Ètic d’Experimentació 

Animal de la Universitat de Lleida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Imatge de la sala on es troben els racks ventilats amb els ratolins SCID. 
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5.2. Animals i tractaments 

5.2.1 Ratolins SCID 

Els ratolins SCID (Severe Combined Immunodeficiency) es caracteritzen per la 

incapacitat de poder donar una resposta immune apropiada a causa de l’absència o 

defectuositat dels limfòcits T i B, degut a una mutació recessiva en el cromosoma 16. A 

nivell funcional, aquesta mutació provoca que el sistema immunològic no maduri i 

aquests ratolins no poden combatre infeccions ni rebutjar tumors o trasplantaments. 

Aquests ratolins s’utilitzen com a model animal per l’estudi de tumors subcutanis o 

xenografts.  

 

5.4.2 Tumors subcutanis en ratolins SCID 

Per l’estudi de la proliferació dels tumors subcutanis o xenografts in vivo es van 

utilitzar ratolins SCID femella d’aproximadament 8-12 setmanes d’edat i un pes 

comprès entre els 20-25 grams. El menjar i l’aigua estaven disponibles ad libitum. La 

temperatura de l’estabulari era de 21ºC amb un cicle de llum/foscor de 12:12. Es va 

injectar subcutàniament 106 cèl·lules de les línies cel·lulars IK o HEC-1A (segons 

experiment). El creixement tumoral es va mesurar cada setmana mitjançant un peu de 

rei digital, a partir del dia 38 es van començar els tractaments (detallats a l’apartat 

3.4.3), els animals van ser sacrificats per dislocació cervical quant el tumor va adquirir 

un tamany màxim de 2,5cm3. El volum tumoral es va calcular d’acord amb la fórmula 

TV (Tumor Volume): d2xD/2, on la lletra d equival al diàmetre més curt i la lletra D al 

més llarg. 

Els cultius cel·lulars utilitzats en els experiments in vivo d’aquesta tesis eren 

negatius en la detecció de la contaminació de micoplasma. Per la detecció d’aquest 

organisme és va utilitzar el MycoAlertTM Mycoplasma Detection Kit (Cambrex). 

5.4.3 Tractament dels animals 

Els tractaments dels animals varen ser: 

 Vorinostat: 200 mgr de Vorinostat van ser dissolts en 800µl de DMSO fins 

arribar a una concentració de 12.5mg/ml. Aliquotats i mantinguts a -80ºC fins la 
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seva utilització. En el moment del tractament vam afegir 475µl de Corn Oil 

(amb PBS va resultar no se soluble) fins arribar a una concentració de  

50mg/kg/day. Es va injectar intraperitoneal 100µl/animal durant 2 setmanes 5 

dies/setmana. 

 Nac: aquest anxioxidant es preparava cada dia fresc. 50mg de N-acetilcistïna 

(SIGMA-A7250) van ser dissolts en 200µl de PBS fins arribar a una concentració 

de 62.5mg/ml, es mantenia en agitació entre 28-40ºC durant 45 minuts. En el 

moment del tractament vam afegir 2250µl de PBS per cada 75µl inicials, fins 

arribar a una concentració de  250mg/kg/day. Es va injectar intraperitoneal 

150µl/animal durant 2 setmanes 5 dies/setmana, una hora abans d’injectar el 

Vorinostat. 

 

6. HISTOLOGIA I TINCIONS D’IMMUNOLOGIA 

6.1 Histologia bàsica 

Els òrgans i tumors dels ratolins s’extreuen del animal i immediatament es fixen 

amb paraformaldehid al 4% en PBS (pH7-7,4) durant 2 hores a 4ºC. Posteriorment, 

depenent de la tècnica histològica que volem emprar, es poden realitzar dos protocols 

diferents. Per fer protocols d’Immunohistoquímica, els teixits s’inclouen en parafina i 

posteriorment es fan seccions de 5μm amb un micròtom per tal de fer tincions 

d’Hematoxilina-Eosina (H-E) a fi d’estudiar la histologia de cada teixit o tincions 

d’antígens específics per l’anàlisi de marcadors proteics. 

6.2 Immunohistoquímica 

Abans de començar el procés, els talls de 5μm de parafina es posen a assecar a una 

estufa de 65ºC durant 1h, després es realitza un pretractament de desparafinació i 

rehidratació del teixit. Posteriorment es submergeixen els portaobjectes en un buffer 

que conté 50x Tris/EDTA a pH 9 a 95ºC durant 20minuts, utilitzant un aparell de pre-

tractament PTLink (DAKO), per tal de recuperar els antígens emmascarats durant la 

preparació dels teixits per a la tinció (epitope retrieval). Abans de la tinció, els talls de 

parafina s’incuben amb 0.3% de H2O2 per bloquejar la peroxidasa endògena i disminuir 

el fons (Background) quan utilitzem el cromogen. Després es fan tres rentats amb PBS i 



Materials i Mètodes 

99 
 

ja podem aplicar l’anticòs primari (Taula 17) durant 20-30 minuts a temperatura 

ambient. Posteriorment a la incubació es fan tres rentats amb PBS i s’aplica l’anticòs 

secundari (Taula 18). Si s’utilitza directament l’anticòs secundari unit a la peroxidasa 

(HRP) s’incuba durant 30 minuts, en canvi si s’utilitza un sistema d’amplificació de la 

senyal, s’incuba primer l’anticòs unit a biotina durant 30 minuts, després es fan tres 

rentats amb PBS i s’incuba el teixit amb Streptavidina unida a peroxidasa (HRP) durant 

15 minuts, tot a temperatura ambient. Finalment per tal de visualitzar la reacció 

s’aplica el cromogen de diaminobenzidina (DAB) i es contra tenyeix amb Hematoxilina 

per marcar els nuclis de les cèl·lules del teixit analitzat.  

 

 

ANTIGEN DILUCIÓ PROVEÏDOR Nº CATÀLEG 

Acetyl H4 1/100 Cell Signal 2591 

VDR 1/100 ABCAM ab3508 

H2AX 1/100 Millipore 16-193 

CYP2R1 1/300 ABCAM ab137634 

CYP27A1 1/500 ABCAM ab64889 

CYP24A1 1/100 SIGMA HPA022261 

KI67 RTU* DAKO IR626 

Taula 17: Anticossos primaris utilitzats en assajos d’immunohistoquímica. *(RTU=Ready To 

Use) 

 

ANTIGEN DILUCIÓ PROVEÏDOR Nº CATÀLEG 

Sheep IgG-HRP 1/200 SIGMA A3415 

Rabbit anti-biotina 1/200 Jackson 111-065-144 

Rat anti-biotina 1/200 Jackson 712-065-150 

Streptavidina-HRP 1/400 Jackson 016-030-084 

Taula 18: Anticossos secundaris utilitzats en assajos d’Immunohistoquímica. 
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RESULTATS 

1. L’INHIBIDOR DE LES HISTONES DEACETILASES, VORINOSTAT, REDUEIX EL 

CREIXEMENT DE LES CÈL·LULES DE CARCINOMA D’ENDOMETRI IN VITRO I IN 

VIVO. 

Inicialment, per tal d’estudiar els efectes del Vorinostat en les línies de CE (IK, 

RL.95 i HEC-1A) vam avaluar els canvis produïts en la viabilitat cel·lular, proliferació i el 

creixement clonogènic. Com ja s’ha comentat a l’apartat d’introducció, el Vorinostat és 

un inhibidor de les histones deacetilases, cosa que resulta en una hiperacetilació de 

proteïnes (histones o no-histones). Per tal d’assegurar-nos de que el Vorinostat era 

efectiu, vam analitzar els nivells de la histona H4 mitjançant immunofluorescència i 

Western Blot. Com s’observa a la figura 34.A, a mesura que la concentració del fàrmac 

augmenta s’observa més acumulació en els nivells d’acetilació de la histona H4, fet que 

suggereix una bona inhibició de les HDACs per part del Vorinostat.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34.A. Detecció per immunofluorescència (panell superior) i per Western Blot (panell 

inferior) de la histona H4 acetilada després del tractament amb Vorinostat. 
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A continuació vam analitzar els efectes del tractament en la viabilitat cel·lular, 

mitjançant un assaig MTT, en la capacitat clonogènica de les cèl·lules i en la 

proliferació cel·lular mitjançant incorporació de BrdU. El Vorinostat va causar una 

disminució de la viabilitat cel·lular en les tres línies de CE analitzades, que depenia de 

la dosi i del temps. En la figura 34.B s’observa que la viabilitat de les tres línies de CE, a 

les 24 hores de tractament amb 3-5µM, era d’un 50%, i queia fins un 20-30% a les 48 

hores, en el mateix punt. Els valors eren significatius a partir 1-3µM (p<0.05) 

(depenent de la línia cel·lular) tan a les 24 com a les 48 hores de tractament. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34.B. Determinació de la viabilitat cel·lular de les línies de carcinoma d’endometri (IK, 

RL.95 i HEC-1A) un cop tractades a dosis creixents de Vorinostat (0.5-50µM) durant 24 i 48 

hores. 

 

 

De la mateixa manera, el tractament amb Vorinostat redueix la capacitat 

clonogènica de les cèl·lules en les tres línies de CE (Figura 34.C). El gràfic mostra una 

disminució semblant en el nombre de colònies, tot i que la línia RL.95 sembla ser més 

sensible al tractament amb Vorinostat, la disminució és significativa a dosis a partir de 

1µM (p <0.05). 

La capacitat de creixement cel·lular va ser analitzada mitjançant un assaig de 

incorporació de BrdU. El la figura 34.D s’observa que el tractament amb Vorinostat 

promou una disminució significativa de la proliferació, dosi-depenent a partir de 1µM 

(p <0.05). Vist els resultats anteriors, vam avaluar els nivells de la ciclina D1 i vam 
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veure que, el Vorinostat va causar una disminució progressiva d’aquesta proteïna 

(Figura 34.E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34.C. Assaig clonogènic de les línies de carcinoma d’endometri tractades a dosis 

creixents de Vorinostat (0.5-10µM) durant 24 hores. 
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Donat que les cèl·lules de CE són capaces de desenvolupar tumors subcutanis quan 

s’injecten sota la pell de ratolins immunodeprimits (SCID mice), vam voler estudiar 

l’activitat antitumoral del Vorinostat in vivo. Així mateix, vàrem injectar 

subcutàniament un nombre concret de cèl·lules HEC-1A (1*106) a l’esquena dreta de 

ratolines SCID. Després vam fer mesures setmanals (fins el dia 38 després d’haver 

injectat les cèl·lules) per analitzar el creixement tumoral dels xenografts generats. En 

aquest punt, es va injectar el Vorinostat intraperitoneal a una dosis de 50mg/kg 5 

dies/setmana, durant dues setmanes. Com es mostra a la Figura 34.F, al finalitzar 

l’experiment, observem un volum tumoral menor quan el ratolí havia estat tractat amb 

Vorinostat, si el comparem amb els tumors desenvolupats de ratolí no tractat. Aquest 

fet indica que el Vorinostat produeix una disminució del volum tumoral dels xenografts 

de CE in vivo. 

D 

E 

Figura 34.D. Assaig 

d’incorporació de 

BrdU en les IK 

tractades a dosis 

creixents de 

Vorinostat (0.5-

50µM) durant 24 

hores. 

 

Figura 34.E. Western Blot 

mostrant la reducció en 

els nivells de Ciclina D1 de 

les IK tractades a dosis 

creixents de Vorinostat 

(0.5-10µM) durant 24 

hores. 
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Figura 34.F. El tractament amb Vorinostat disminueix significativament el volum de 

creixement dels xenografts. i) Ratolins SCID amb xenografts de HEC-1A, control (UN) i tractat 

amb Vorinostat. ii) Gràfic mostrant el creixement dels xenografts, a partir del dia 38 es van 

tractar amb Vorinostat (fletxa vermella). 

 

 

2. EL TRACTAMENT AMB VORINOSTAT ACTIVA TANT LA VIA EXTRÍNSECA COM 

INTRÍNSECA DE L’APOPTOSI, INDUINT MORT APOPTÒTICA A LES CÈL·LULES DE 

CARCINOMA D’ENDOMETRI. 

Un cop demostrat que el Vorinostat disminuïa la viabilitat cel·lular, vam voler 

investigar si també era capaç d’induir mort apoptòtica en les línies de CE. En primer 

lloc, per detectar mort apoptòtica, vam realitzar una tinció amb Hoechst de les línies 

de CE: IK, RL.95 i HEC-1A tractades amb dosis creixents de Vorinostat. Vam observar 

que el Vorinostat causava un augment en el nombre de cèl·lules amb morfologia 

apoptòtica de forma dosi depenent (Figura 35.A). A 3µM les tres línies de CE ja 

mostraven valors estadísticament significatius (p <0.01). 
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Figura 35.A. Quantificació del nombre de cèl·lules apoptòtiques després del tractament amb 

Vorinostat. 

 

 

A continuació vam investigar el mecanisme molecular involucrat en la transducció 

de la mort apoptòtica. Per aquest propòsit, vam analitzar l’activació de les caspases 

iniciadores de la via extrínseca (caspasa-8) i de la via intrínseca (caspasa-9) mitjançant 

Western Blot. El tractament de les IK amb Vorinostat 5µM, va resultar en el 

processament de les caspases 8 i 9 (Figura 35.B), suggerint que tant la via extrínseca 

com intrínseca de l’apoptosi s’activaven amb el tractament de Vorinostat.  
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L’activació de la via extrínseca i intrínseca de l’apoptosi també la vàrem observar 

en les línies de CE, HEC-1A i RL.95 (Figura 35.C). Les dues varen ser tractades a dosis 

creixents de Vorinostat (0.5-10µM) durant 24h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 35.C. Western Blot mostrant el processament de les caspases iniciadores i efectores en 

les HEC-1A i les RL.95, després de ser tractades amb Vorinostat. 
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Figura 35.B. Western 

Blot mostrant el 

processament de les 

caspases iniciadores i 

efectores en les IK, 

després de ser 

tractades amb 

Vorinostat. 
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3. LA MORT APOPTÒTICA INDUÏDA PEL VORINOSTAT ES DEPENENT DE LES 

CASPASES. 

A continuació vam investigar la importància de l’activació de les caspases en la 

inducció d’apoptosi pel tractament amb Vorinostat, utilitzant un inhibidor de les 

caspases d’ampli aspectre, z-VAD-fmk. Com s’observa a continuació, el tractament 

amb z-VAD-fmk rescata les cèl·lules, IK, de la mort cel·lular induïda per Vorinostat 

(Figura 36.A), disminueix el nombre de cèl·lules amb morfologia apoptòtica (Figura 

36.B) i augmenta significativament la capacitat clonogènica de les cèl·lules (Figura 

36.C) en la línia de CE, IK. (** p <0.01) 
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Figura 36. La inhibició del processament de les caspases rescata de la mort induïda pel 

Vorinostat. A) Assaig de viabilitat de les IK tractades amb Vorinostat i dosis creixents de z-VAD-

fmk (2,5-15µM).  B) Quantificació del nombre de cèl·lules apoptòtiques de les IK tractades amb 

Vorinostat i z-VAD-fmk (5µM). C) Assaig de clonogenicitat de les IK tractades amb Vorinostat i 

z-VAD-fmk (5µM). 

 

 

Aquests resultats suggereixen que l’activació de les caspases és essencial en la 

inducció de mort apoptòtica pel tractament amb Vorinostat en les línies de CE. 

 

 

4. LA PROTEÏNA FLIP NO ESTÀ INVOLUCRADA EN LA MORT INDUÏDA PEL 

TRACTAMENT AMB VORINOSTAT EN LES CÈL·LULES DE CARCINOMA 

D’ENDOMETRI. 

Un cop demostrat que el tractament amb Vorinostat, induïa el processament de la 

caspasa-8, vam voler estudiar el paper que tenia la via extrínseca de l’apoptosi en la 

transducció d’aquesta mort cel·lular. 

C 



Resultats 

112 
 

En treballs previs realitzats en el nostre laboratori vam demostrar que alts nivells 

de la proteïna Flip-L inhibien la mort apoptòtica induïda pels receptors de mort en les 

línies de CE 15, 234-236. Com s’ha explicat en la introducció, Flip-L competeix amb la 

caspasa-8 per unir-se a FADD en el complex DISC. Com havíem vist processament de la 

caspasa-8, la nostra pregunta era si el Vorinostat causava una disminució ens el nivells 

de Flip, permetent l’activació de la caspasa-8. Els anàlisis de Western Blot van revelar 

que el tractament amb Vorinostat causava una disminució, de manera dosi-depenent, 

en els nivells de Flip-L en les línies de CE: IK, HEC-1A, AN3CA i RL.95 (Figura 37.A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37.A. Western Blots mostrant la reducció en els nivells de Flip-L, en les línies de CE. 

 

Aquesta reducció en els nivells de la proteïna Flip es correlacionava amb una 

reducció en els nivells relatius del mRNA de Flip, observat per RT-PCR en temps real 

utilitzant la sonda Flip/CFLAR i normalitzant els resultats amb l’expressió de GAPDH 

(Figura 37.B) (*p<0.05, ** p<0.01). 
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Figura 37.B. Quantificació relativa dels nivells de mRNA de Flip-L en les IK. 

 

 

Entusiasmats amb aquests resultats, ens vam plantejar si aquesta important 

reducció en els nivells de Flip-L estava involucrada en els efectes antitumorals del 

Vorinostat. Per esbrinar això, vam infectar tres línies de CE: IK, HEC-1A i AN3CA, amb 

lentivirus sobreexpressors de la proteïna Flip-L (pEIGW-FLIP). A més, en cada cas, com 

a control vàrem infectar les línies de CE esmentades, amb lentivirus que contenien el 

vector buit (pEIGW). Per últim, vam realitzar una quantificació del nombre de cèl·lules 

apoptòtiques després del tractament amb Vorinostat (Figura 37.C)(**p 0.01). 
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Figura 37.C. Quantificació del nombre de cèl·lules apoptòtiques, un cop infectades amb 

lentivirus sobreexpresant la proteïna Flip-L, les línies de CE: IK, HEC-1A i AN3CA, i tractades 

amb Vorinostat. 

 

 

Sorprenentment, la sobreexpressió de Flip-L no inhibia l’activació de la caspasa-3 

en les línies de CE (Figura 37.D). En la Figura 37.D, s’observa la correcta sobreexpressió 

de Flip, en la detecció de la proteïna Anti-Flag (unida a Flip-L) mitjançant Western Blot.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37.D. Western Blot de les línies de CE infectades amb lentivirus sobreexpresant la 

proteïna Flip-L  i tractades amb Vorinostat, es mostra la correcta infecció amb els lentivirus 

(detecció de Flag) i el processament de la caspasa-3. 
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A més a més, la sobreexpressió de Flip-L no va ser capaç de recuperar la capacitat 

clonogènica de les línies de CE: IK, HEC-1A i AN3CA, després del tractament amb 

Vorinostat (Figura 37.E). En resum, aquests resultats, ens suggereixen que la reducció 

de Flip-L no està relacionada amb l’activitat antitumoral del Vorinostat (**p<0.01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37.E. Assaig de formació de colònies de les línies de CE: IK, HEC-1A i AN3CA, un cop 

infectades amb el lentivirus sobreexpressor de la proteïna FLIP-L i tractades amb Vorinostat. 

 

 

5. LA BAIXADA D’EXPRESSIÓ DE LA CASPASA-8 REDUEIX EL CREIXEMENT 

TUMORAL I AUGMENTA L’ACTIVITAT ANTINEOPLÀSICA DEL VORINOSTAT. 

Com s’ha mencionat en l’apartat anterior, el processament de la caspasa-8, 

indicava l’activació de la via extrínseca de l’apoptosi un cop tractades les cèl·lules de 

CE amb Vorinostat. Estudis previs del nostre laboratori havien demostrat que la 
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inhibició de la caspasa-8 bloquejava la mort apoptòtica induïda per TRAIL 235, 236. Per 

tant, vam decidir estudiar si la inhibició dels nivells de la caspasa-8 resultava en un 

bloqueig de la mort apoptòtica induïda pel tractament amb Vorinostat. Per mitjà 

d’infecció amb lentivirus amb shRNA de caspasa-8, vam inhibir l’expressió de la 

caspasa-8 en les línies de CE: IK i HEC-1A i vam analitzar la presència de cèl·lules 

apoptòtiques després tractament amb Vorinostat. Sorprenentment, la reducció en els 

nivells de la caspasa-8 va augmentar de manera significativa la mort apoptòtica de les 

cèl·lules de CE després del tractament amb Vorinostat, reflectit amb la forta activació 

de la caspasa-3 en les línies IK i HEC-1A (Figura 38.A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38.A. Western Blot mostrant la correcta inhibició de la caspasa-8, disminució dels seus 

nivells, i del processament de la caspasa-3, en les línies de CE: IK, HEC-1A i AN3CA, un cop 

infectades amb el lentivirus inhibidor de l’expressió de la caspasa-8 i tractades amb Vorinostat. 

 

 

La capacitat clonogènica de les línies de CE: IK, HEC-1A i AN3CA també va ser 

avaluada un cop el nivells de la caspasa-8 havien estat reduïts. El tractament amb 

Vorinostat i la inhibició de la caspasa-8 van resultar en gairebé la pèrdua completa de 

la capacitat clonogènica de les cèl·lules de CE (Figura 38.B). Val a dir, però, que la sola 

inhibició de la caspasa-8 ja mostrava una important reducció en la capacitat 

clonogènica en les línies de CE, sense la presència del Vorinostat. Aquests resultats ens 

van suggerir un important paper de la caspasa-8 en la regulació del creixement de les 

cèl·lules de CE independentment dels efectes del Vorinostat (** p<0.01). 
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Figura 38.B. Assaig de formació de colònies de les línies de CE: IK, HEC-1A i AN3CA, un cop 

infectades amb el lentivirus inhibidor de l’expressió de la caspasa-8 i tractades amb Vorinostat. 

 

 

Finalment, per investigar si l’apoptosi induïda pel Vorinostat estava causada per 

l’expressió de la caspasa-8 o per l’activitat proteolítica d’aquesta, les IK van ser 

tractades amb Vorinostat a més del inhibidor de l’activitat de la caspasa-8, z-IETD-fmk 

(IETD). L’addició del IETD amb el Vorinostat va causar una disminució significativa en la 

viabilitat cel·lular (Figura 38.C), suggerint que l’activitat proteolítica de la caspasa-8, 

induïda pel tractament amb Vorinostat, té un paper anti-apoptòtic i protector 

(*p<0.05, ** p<0.01). 
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Figura 38.C. Assaig de viabilitat de les IK, pre-tractades durant dos hores amb l’inhibidor de la 

caspasa-8, z-IETD-fmk (100-200µM), i tractades amb vorinostat. 

 

  

6. LA COMBINACIÓ DEL VORINOSTAT I LA BAIXADA D’EXPRESSIÓ DE LA 

CASPASA-8 SUPRIMEIX EL CREIXEMENT TUMORAL DE LES CÈL·LULES DE 

CARCINOMA D’ENDOMETRI IN VIVO. 

El resultats obtinguts in vitro, ens van animar a estudiar els efectes de la 

inhibició de la caspasa-8 per si mateixa o en combinació amb Vorinostat en les 

línies de CE en un model  in vivo, utilitzant el xenotransplantament de cèl·lules de 

CE en animals immunodeprimits (SCID). Per començar, vam infectar amb lentivirus 

les línies de CE, HEC-1A,  unes amb el vector control (FSV) i altres amb el vector 

inhibidor de l’expressió de la caspasa-8 (FSV-Casp-8 shRNA). A continuació vam 

injectar subcutàniament un nombre concret de cèl·lules HEC-1A (1*106) a 

l’esquena del ratolins SCID femella. A la part dreta hi vam injectar les HEC-1A 

expressant el vector control (FSV) i a l’esquerra les HEC-1A amb l’expressió de la 

caspasa-8 inhibida (FSV-Casp-8 shRNA). Després vam fer mesures cada setmana 

(fins el dia 38 després d’haver injectat les cèl·lules subcutàniament) per analitzar el 

creixement tumoral dels xenografts generats (Figura 39.A). En aquest punt, i per 

estudiar els efectes del Vorinostat en el creixement tumoral quan hi ha inhibició de 

la caspasa-8, es va injectar el Vorinostat intraperitoneal a una dosis de 50mg/kg 5 
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dies/setmana, durant dues setmanes. Es van fer mesures del volum del tumor 

setmanals, fins al sacrifici dels animals (Figura 39.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39.A. Corba de creixement de volum dels xenografts, i imatge de dos xenografts 

representatius de cada grup, control i amb la inhibició de la caspasa-8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39.B. Imatge de dos ratolins SCID amb els xenografts indicats amb fletxa negra (inhibició 

caspasa-8) i blanca (control), a la dreta, els xenografts extrets. 

 

Com es pot observar en el gràfic de la figura 39.C, la combinació del Vorinostat a 

més de la inhibició de l’expressió de la caspasa-8 produeix una reducció significativa en 

el volum del tumor. De fet, els tumors que presentaven la caspasa-8 inhibida, van 

mostrar des d’un principi un creixement tumoral molt per sota del control.  
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Figura 39.C. Gràfic representatiu del creixement tumoral dels xenografts. A partir del dia 38, es 

va començar el tractament amb Vorinostat. 

 

Per descartar la possibilitat de que la caspasa-8 estès inhibint l’acetilació induïda 

pel tractament amb Vorinostat, un cop els tumors van ser extrets i processats, els 

nivells d’acetilació de la histona H4 van ser analitzats per immunohistoquímica. Els 

tumors (FSV i FSV-casp8 shRNA) procedents dels animals tractats amb Vorinostat van 

expressar nivells superiors de la histona H4 acetilada que els no tractats (Figura 39.D). 

En la Figura 39.D s’observa quela inhibició de la caspasa-8 no redueix l’acetilació 

induïda pel Vorinostat. 

 

 

 

 

 

Figura 39.D. Immunohistoquímica que mostra l’acetilació de la histona H4 en els xenografts 

tractats amb Vorinostat. 

 

 

7. LA SOBREEXPRESSIÓ DE Bcl-XL SUPRIMEIX L’APOPTOSI INDUÏDA PER LA 

COMBINACIÓ DEL VORINOSTAT I LA BAIXADA DE L’EXPRESSIÓ DE LA 

CASPASA-8. 

Havent demostrat que el bloqueig de la caspasa-8 augmenta significativament la 

mort induïda pel Vorinostat; vam estudiar si aquest increment era causat per un 
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augment en l’activació de la via intrínseca de l’apoptosi. Com hem observat en la figura 

35.B, el tractament amb el Vorinostat processa la caspasa-9, suggerint l’activació de la 

via intrínseca. Vam analitzar la contribució de la via intrínseca en la inducció dels 

senyals apoptòtics després del tractament amb Vorinostat. Vam inhibir aquesta via de 

dos maneres: incrementant els nivells de la proteïna anti-apoptòtica Bcl-XL i 

farmacològicament, inhibint la caspasa-9. En primer lloc i mitjançant una infecció 

lentiviral vam incorporar a les IK el lentivirus sobreexpresor de la proteïna anti-

apoptòtica Bcl-XL. La sobreexpressió de Bcl-XL va reduir dràsticament el nombre de 

cèl·lules apoptòtiques (Figura 40.A), depenent del temps d’exposició al tractament, 

acompanyada d’una inhibició en l’activació de la caspasa-3 (Figura 40.B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40.A.  La sobreexpressió de Bcl-XL en les IK rescata la most induïda pel Vorinostat. i) 

Quantificació del nombre de cèl·lules apoptòtiques i ii) Western Blot mostrant la correcta 

sobreexpressió de Bcl-XL, i la inhibició del processament de la caspasa-3. 

 

Vist els resultats anteriors i com s’observa en la següent figura 40.B, era d’esperar 

que la sobreexpressió de Bcl-XL rescatés la capacitat clonogènica de les cèl·lules 

tractades amb Vorinostat. 
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Figura 40.B. Assaig de formació de colònies de les IK un cop infectades amb el lentivirus 

sobreexpresor de Bcl-XL i tractades amb Vorinostat. 

 

En segon lloc es van tractar les IK amb l’inhibidor de la caspasa-9, LEHD-fmk, com 

ja he comentat, per inhibir la via intrínseca. Vam realitzar un contatge de nuclis 

apoptòtics i de manera similar, el tractament de les IK amb Vorinostat i LEHD-fmk va 

inhibir la mort apoptòtica induïa pel Vorinostat (Figura 40.C) (**p<0.01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aquests resultats ens suggereixen que l’activació de la via mitocondrial, la via 

intrínseca de l’apoptosi, és necessària per a conduir els senyals apoptòtics del 
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** ** 

Figura 40.C. Quantificació 

del nombre de cèl·lules 

apoptòtiques un cop les IK 

van ser tractades amb 

l’inhibidor de la caspasa-9, z-

LEHD-fmk, i tractades també 

amb Vorinostat. 
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tractament amb Vorinostat. Finalment, vam investigar el paper de la via mitocondrial 

en la transducció del senyal apoptòtic causat pel cotractament del Vorinostat i la 

inhibició de la caspasa-8. Per aquest propòsit, les IK van ser coinfectades amb lentivirus 

sobreexpresant Bcl-XL i lentivirus amb shRNA de la caspasa-8 (FSV-Casp8 shRNA). La 

sobreexpressió de Bcl-XL va reduir significativament el nombre de cèl·lules 

apoptòtiques causat pel cotractament del Vorinostat i la inhibició de la caspasa-8 

(Figura 40.D i), i conseqüentment l’activació de la caspasa-3 també va ser bloquejada 

(Figura 40.D ii). 

 

 

 

 

 

 

Figura 40.D. La sobreexpressió de Bcl-XL rescata la mort induïda pel tractament conjunt amb 

Vorinostat i la inhibició de la caspasa-8. i) Quantificació del nombre de cèl·lules apoptòtiques. 

ii) Western Blot mostrant el processament de la caspasa-3. 

 

 

8. LA COMBINACIÓ DEL VORINOSTAT I LA BAIXADA DE L’EXPRESSIÓ DE LA 

CASPASA-8 ÉS INDEPENDENT DE L’ACTIVITAT NF-ĸB. 

Són diverses les funcions conegudes i acceptades de la caspasa-8, més enllà de la 

seva capacitat per induir mort apoptòtica 237, 238.  Una d’aquestes funcions és la de 

promoure la supervivència cel·lular, en alguns casos, a través de l’activació de la via 

NF-ĸB, fet que podria resultar, en principi, contradictori.  

Com ja s’ha comentat en resultats previs, la combinació del Vorinostat i la inhibició 

de la caspasa-8, va reduir significativament la supervivència cel·lular, suggerint-nos que 

la caspasa-8 té funcions de pro-supervivència en les cèl·lules de CE. A continuació vam 

voler estudiar si aquesta capacitat de promoure supervivència era a través de 
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l’activació de la via NF-ĸB. Per tant, vam realitzar un assaig d’activitat transcripcional 

d’NF-ĸB, però no vam observar diferències en l’activitat NF-ĸB; els nivells d’activitat 

transcripcional no variaven en cap de les condicions observades en el gràfic de la 

Figura 41.A. Seguit vam realitzar un assaig de formació de colònies de les IK infectades 

amb lentivirus sobreexpresant p65, subunitat d’NF-ĸB, inhibint caspasa-8 i tractades 

amb Vorinostat, però tampoc es va veure restablerta la capacitat clonogènica (Figura 

41.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. La caspasa-8 no promou l’activitat NF-ĸB. A) Assaig d’activitat transcripcional d’ NF-

ĸB en les IK. B) Assaig clonogènic i quantificació del nombre de colònies de les IK infectades 

amb la inhibició de la caspasa-8, sobreexpressió de p65 i tractades amb Vorinostat. 

Aquests resultats suggereixen que la caspasa-8, efectivament, té funció pro-

supervivència, però que aquesta activitat és independent de l’activació de la via d’NF-

ĸB. 
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El nostre següent estudi es basa en la determinació dels processos moleculars 

responsables dels efectes antitumorals del Vorinostat. Són varis els estudis que 

indiquen la formació d’espècies reactives d’oxigen (ROS) com les responsables de la 

inducció de dany al DNA que condueix a una mort apoptòtica. Per investigar el paper 

de l’estrès oxidatiu en els efectes antineoplàsics del Vorinostat, hem avaluat l’efecte 

de diferents antioxidants (Bha, Nac i tiron) en la línia de CE, IK. 

 

9. EL TRACTAMENT AMB VORINOSTAT INDUEIX DANY AL DNA I PER TANT 

FORMACIÓ DE FOCIS EN LA HISTONA H2AX EN EL CARCINOMA D’ENDOMETRI. 

Inicialment, vam estudiar l’habilitat del Vorinostat per causar dany al DNA en la 

línia de CE, IK. Per aquest propòsit, vam quantificar la formació de “focis” mitjançant la 

immunomarcació del foci variant de la histona fosforilada gamma H2AX (Figura 42.A). 

Els focis es produeixen quan hi ha un trencament a la doble cadena d’ADN.  

El tractament amb Vorinostat augmenta significativament el nombre de focis. En la 

condició control el nombre de focis per cèl·lula representa un 24.5% i augmenta fins a 

un 80% després del tractament. Aquest augment en la fosforilació es va confirmar 

mitjançant Western Blot (Figura 42.B). Aquests resultats suggereixen que el tractament 

amb Vorinostat provoca danys i trencaments a la doble cadena d’ADN en les IK. 

(**p<0.01) 
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Figura 42. El Vorinostat causa dany al DNA. A) Immunodetecció de focis un cop les IK van ser 

tractades amb Vorinostat (panell esquerre) i recompte del nombre de focis (gràfic dret). B) 

Western Blot mostrant l’acumulació de la histona H2AX. 

 

 

Estudis previs demostren que els efectes letals dels inhibidors de les HDAC podrien 

estar relacionats amb l’estrès oxidatiu 239-242. Per aquest motiu vam procedir a estudiar 

si la producció de ROS podia tenir un paper en els efectes antitumorals del Vorinostat 

en el CE. La producció de ROS en les IK va ser mesurada durant el tractament 

d’aquestes amb Vorinostat a diferents concentracions (Figura 42C-esquerra). La 

producció de ROS es va veure significativament augmentada; aquests augment es 

correlacionava amb una pèrdua del potencial de membrana mitocondrial (MMP), 

mesurat amb una tinció de Rodamina 123 (Figura 42C-dreta)(**p<0.01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42.C. Gràfics representatius de la producció de ROS (esquerra) i la pèrdua del potencial 

de membrana mitocondrial, MMP (dreta), en les IK un cop tractades a dosis creixents de 

Vorinostat. 

Aquests resultats indiquen que el tractament amb Vorinostat provoca un augment 

de l’estrès oxidatiu en les línies de CE, IK. 
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10. LA COMBINACIÓ D’ANTIOXIDANTS COM NAC, TIRON I BHA AMB VORINOSTAT 

INHIBEIX ELS EFECTES CITOTÒXICS INDUÏTS PEL VORINOSTAT EN EL 

CARCINOMA D’ENDOMETRI. 

Un cop demostrat que el Vorinostat provoca tant producció de ROS com dany al 

DNA en les  cèl·lules de CE, IK, vam voler investigar el seu paper en l’activitat 

antineoplàsica del Vorinostat. En primer lloc vam testar els efectes del diferents 

antioxidants (Nac, Bha i Tiron) en la disminució de la viabilitat provocada pel 

Vorinostat. Les IK van ser tractades amb Vorinostat (3µM) i dosis creixents dels 

antioxidants. A les 24 hores de tractament es van realitzar assajos de viabilitat amb 

MTT.   

Els resultats ens van mostrar que el tractament amb qualsevol dels tres 

antioxidants causava un augment en la viabilitat cel·lular, és a dir, rescatava dels 

efectes citotòxics del Vorinostat (Figura 43.A). També vam voler quantificar el nombre 

de cèl·lules amb morfologia apoptòtica quan eren tractades amb els antioxidants i 

Vorinostat. Per aquesta raó, les IK van ser tractades amb Vorinostat 3µM, sol o 

combinat amb antioxidants: Nac 5mM, Bha 300µM i Tiron 5mM durant 24 hores. La 

presència de Nac va reduir de manera significativa el nombre de cèl·lules apoptòtiques 

en el cultiu (Figura 43.B). Bha i Tiron també van reduir el nombre de cèl·lules amb 

morfologia apoptòtica però essent menys efectius que el Nac (Figura 43.B). Com el Nac 

mostrava millor eficiència que els altres, vam continuar treballant solament amb 

aquest antioxidant. La combinació d’antioxidants i Vorinostat va mostrar valors 

significativament estadístics per a totes les dosis de Nac i Bha, en canvi el Tiron sols va 

mostrar un augment significativament estadístic per les dosis de 1 i 5 mM. (** p<0.01). 
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Figura 43. Efecte del tractament conjunt amb Vorinostat i antioxidants. Assajos de viabilitat 

cel·lular i quantificació del nombre de cèl·lules apoptòtiques de les IK, tractades amb 

Vorinostat i dosis creixents de antioxidants A) Nac, B)Tiron i C) Bha. 

 

De manera conjunta, els resultats indiquen que la producció de ROS causada pel 

tractament amb Vorinostat té un paper clau en l’augment de toxicitat induïda pel 

Vorinostat. 

 

 

11. LA COMBINACIÓ DE L’ANTIOXIDANT NAC AMB VORINOSTAT REDUEIX EL 

DANY AL DNA AIXÍ COM LA PRODUCCIÓ DE ROS EN EL CARCINOMA 

D’ENDOMETRI. 

Per aclarir si els ROS contribuïen en la inducció de dany al DNA en les cèl·lules de 

CE, vam tractar les IK amb Vorinostat 3µM i Nac 5mM durant 24 hores, i van ser 

recollides i analitzades per a detectar producció de ROS. Per poder quantificar els ROS 
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vam realitzar una tinció amb CM-H2DCFDA, per avaluar la producció intracel·lular de 

peròxid d’hidrogen, superòxid i altres tipus de ROS. El cotractament de les IK amb Nac 

va reduir lleugerament la producció de ROS induïda pel tractament amb Vorinostat, 

comparant amb les que van ser tractades solament amb el fàrmac (Figura 44.A). Com a 

control positiu es van utilitzar IK tractades 30 minuts amb H2O2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44.A. Quantificació de la producció de ROS en les IK tractades amb Vorinostat i Nac. 

 

 

Per tal d’avaluar els efectes del Nac en el dany al DNA causat pel Vorinostat, en les 

IK, vam determinar el nombre de focis de H2AX formats després del cotractament amb 

Vorinostat i Nac. El nombre de focis es va veure reduït dràsticament durant el 

cotractament (Figura 44.B). Com s’observa en la figura 44.B, l’aparició de focis en les IK 

es va detectar després de 24 hores de tractament, evidenciant que el tractament amb 

Vorinostat induïa dany al DNA. Per contra, el cotractament de les IK reduïa els nivells 

de fosforilació de la histona H2AX (Ser 139) (Figura 44.C)(** p<0.01). 
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Figura 44. El cotractament de les IK amb Vorinostat i Nac disminueix el dany al DNA. 

B) Immunofluorescència per detectar els focis en les IK cotractades (panell esquerra) i 

quantificació del nombre de focis (gràfic dreta). C) Western Blot que mostra els nivells de 

fosforilació de la histona H2AX. 

 

 

Aquests resultats indiquen que el tractament de les IK amb Vorinostat causa un 

increment en la producció de ROS que és important per causar dany al DNA. En resum, 

els resultats suggereixen que el dany oxidatiu té un efecte funcional en la letalitat 

induïda pel Vorinostat en la línia de CE, IK. 

 

 

12. EL TRACTAMENT AMB ANTIOXIDANTS NO INHIBEIX LA HIPERACETILACIÓ DE 

LA HISTONA H4 INDUÏDA PEL VORINOSTAT, EN EL CARCINOMA 

D’ENDOMETRI. 

Estudis previs del nostre grup han demostrat, que els antioxidants poden inhibir 

l’activitat antineoplàsica de diferents fàrmacs interferint sobre el seu mecanisme 

d’acció molecular 235. En observar que el tractament amb antioxidants reduïa el dany al 

DNA i la producció de ROS, vam suposar que potser els antioxidants afectaven a 

l’activitat antitumoral del Vorinostat, variant els nivells d’acetilació de les histones. Per 

aclarir aquesta possibilitat, vam avaluar els nivells d’acetilació de la histona H4 després 

del cotractament de les IK amb Vorinostat i antioxidants. Per assegurar que el 

tractament amb Vorinostat era efectiu quan administràvem antioxidants vam 

examinar l’acumulació de la histona H4 mitjançant Western Blot. Vam observar una 

correcta hiperacetilació de la histona H4, degut a l’activitat dels HDACis. Les IK 

tractades amb els diferents antioxidants: Nac, Bha i Tiron juntament amb Vorinostat, 
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van mostrar, també, nivells semblants d’hiperacetilació de la histona H4 als observats 

amb el tractament de Vorinostat (Figura 45.A, B i C; línies 2 i 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aquests resultats demostren que els antioxidants no inhibeixen el mecanisme 

molecular d’actuació del Vorinostat. 

 

13. LA COMBINACIÓ DE L’ANTIOXIDANT NAC AMB VORINOSTAT AUGMENTA LA 

CAPACITAT DE FORMACIÓ DE COLÒNIES I REDUEIX EL PROCESSAMENT DE LA 

CASPASA-3 EN EL CARCINOMA D’ENDOMETRI. 

Havent demostrat que el tractament amb antioxidants disminuïa la producció de 

ROS i el dany al DNA, causat pel tractament amb Vorinostat, sense interferir amb 

l’acetilació de les histones, és a dir, sense inhibir l’efecte del Vorinostat, vam estudiar 

la capacitat clonogènica i l’apoptosi de les cèl·lules IK tractades amb Vorinostat i Nac. 

La combinació del Vorinostat amb el Nac va resultar en un augment significatiu de la 

capacitat clonogènica en comparació amb les que sols havien estat tractades amb 

Vorinostat (p= 3,956* 10-5)(Figura 46.A). 
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Figura 45. Quantificació relativa dels 

nivells d’acetilació de la histona H4 en les 

IK.  A) Després del tractament amb Nac B) 

Tiron i C) Bha amb o sense Vorinostat 

3µM durant 24 hores. 
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Els anàlisis amb Western Blot (Figura 46.B) van demostrar que el cotractament 

amb Vorinostat i Nac reduïa el processament de la caspasa-3. Aquests resultats ens 

van suggerir que el cotractament esmentat redueix la mort apoptòtica induïda pel 

Vorinostat i per altra banda n’augmenta la capacitat clonogènica, assenyalant que la 

producció de ROS té un paper decisiu en l’activitat antitumoral del Vorinostat. 
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Figura 46.B. Western 

Blot mostrant el 

processament de la 

caspasa-8 i 3, en les IK 

tractades amb 

Vorinostat, Nac i 

contractades amb Nac i 

Vorinostat. 

Figura 46.A. Assaig de 

formació de colònies 

(imatge superior)i 

quantificació del 

nombre de colònies en 

les IK, tractades amb 

Vorinostat, Nac i 

contractades amb 

Vorinostat i Nac (gràfic 

inferior). 
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14. EL TRACTAMENT AMB NAC NO INHIBEIX ELS EFECTES ANTINEOPLÀSICS DEL 

VORINOSTAT I LA BAIXADA EN L’EXPRESSIÓ DE LA CASPASA-8 EN EL 

CARCINOMA D’ENDOMETRI. 

Com hem demostrat anteriorment (apartats 5 i 6) la reducció dels nivells de la 

caspasa-8 i el tractament amb Vorinostat mostra una forta activitat antitumoral en les 

línies de CE in vitro i in vivo. Per tant, vam voler avaluar si el tractament amb 

antioxidants també era capaç d’inhibir aquest efecte combinatori.  

Per aquest propòsit, les IK van ser infectades mitjançant lentivirus amb la caspasa-

8 inhibida i tractades amb Vorinostat 3µM amb o sense Nac 5mM durant 24h. Després 

d’aquest període de temps vam quantificar el nombre de cèl·lules mostrant morfologia 

apoptòtica. Va ser interesant observar que el Nac no reduïa el nombre de cèl·lules 

apoptòtiques quan la caspasa-8 es trobava inhibida (Figura 47.A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47.A. Quantificació del nombre de cèl·lules apoptòtiques en les IK tractades 

amb Vorinostat, Nac i contractades amb Nac i Vorinostat. 
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De la mateixa manera, els anàlisis de Western Blot van mostrar que el 

processament de la caspasa-3 no es veia reduït després del tractament amb Nac quant 

la caspasa-8 estava inhibida (Figura 47.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Els resultats indiquen, doncs, que la combinació entre Vorinostat i la inhibició de la 

caspasa-8 no és sensible al tractament amb antioxidants com el Nac. 

 

 

15. EL TRACTAMENT AMB NAC RESCATA ELS EFECTES ANTITUMORALS DEL 

VORINOSTAT, PERÓ NO TÉ CAP EFECTE EN LA COMBINACIÓ DEL VORINOSTAT 

I LA INHIBICIÓ DE LA CASPASA-8 IN VIVO. 

Finalment, vam avaluar els efectes dels antioxidants sobre l’efecte terapèutic de la 

combinació del Vorinostat i la inhibició de la caspasa-8 in vivo. Per aquest propòsit, 

vam infectar amb lentivirals la línia de CE, IK,  unes amb el vector control (FSV) i altres 

amb el vector inhibidor de l’expressió de la caspasa-8 (FSV-Casp-8 shRNA). A 

continuació vam injectar subcutàniament un nombre concret de cèl·lules IK a 

l’esquena del ratolins SCID femella. A la part esquerra hi vam injectar les IK expressant 

el vector control (FSV) i a la dreta les IK amb l’expressió de la caspasa-8 inhibida (FSV-

Casp-8 shRNA). Després vam fer mesures cada setmana (fins el dia 42 després d’haver 

injectat les cèl·lules subcutàniament) per analitzar el creixement tumoral dels 

xenografts generats (Figura 48.A). En aquest punt, es van fer 4 grups: el primer grup no 

es va tractar (control), el segon grup es va tractar amb Nac (500 mg/kg), el tercer grup 

B 

Figura 47.B. Western 

Blot mostrant 

l’expressió de la 

caspasa-8, i el 

processament de la 

caspasa-3. 
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es va tractar amb Vorinostat (50 mg/kg) i el quart grup amb Nac i una hora més tard 

amb Vorinostat. Aquest tractament es va realitzar durant dues setmanes, 5 

dies/setmana. El pes dels animals i les mesures dels volums dels tumors és van fer 

setmanals fins al final de l’experiment. 

 

Com s’observa en la figura 48.A, l’administració del Vorinostat i el Nac  va 

permetre el desenvolupament dels tumors amb mesures semblants al control. Aquests 

resultats indiquen que, tal i com vam observar in vitro, el tractament amb antioxidants 

també inhibeix els efectes antitumorals del Vorinostat in vivo. Per contra, en el mateix 

experiment realitzat amb les IK infectades amb lentivirus que inhibien l’expressió de la 

caspasa-8 els resultats van ser diferents. En aquest cas, els tumors del grup  3 o 4, on 

s’havien tractat els animals amb Vorinostat o Nac i Vorinostat, respectivament, el 

volum era semblant al grup control, és a dir als no tractats (Figura 48.B), indicant que 

els antioxidants no són capaços d’inhibir els efectes de la combinació del Vorinostat 

amb la caspasa-8 en les cèl·lules de CE (Figura 48.B). 
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Figura 48. Xenografts tractats amb Vorinostat, Nac i la seva combinació. El tractament amb 

Nac rescata la mort induïda pel Vorinostat A), però no quant s’inhibeix la caspasa-8 B). 
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Com ja s’ha comentat en la introducció, el tractament del CE es basa en la cirurgia, 

la quimioteràpia i la radioteràpia. El tractament radioterapèutic està indicat en les 

pacients amb CE amb risc intermedi o alt de reaparició. Però, el principal problema 

d’aquest és l’aparició de radioresistència al tractament fet que comportaria la 

reaparició del tumor de manera local o també en forma de metàstasis. En aquesta part 

de l’estudi vam voler investigar els efecte de la radioteràpia en el CE així com una 

possible combinació de tractaments per tal d’aconseguir un efecte sinèrgic i 

augmentar els efectes antitumorals per bloquejar el creixement tumoral de les línies 

de CE. 

 

16. LES LÍNIES DE CARCINOMA D’ENDOMETRI (HEC-1A, IK, RL.95 I KLE) EXPRESSEN 

DIFERENTS GRAUS DE RADIOSENSIBILITAT UN COP EXPOSADES A DOSIS 

CREIXENTS DE RADIACIÓ IONITZANT. 

Per tal d’avaluar els efectes de la IR en les mostres de CE, aquestes van ser 

irradiades al Servei de Radioteràpia Oncològica de l’HUAV, amb l’accelerador lineal 

Clinac 2100C (Varian), tal i com s’explica a l’apartat 1.6 de Materials i Mètodes. En la 

figura 49 s’observa que el tractament a dosis creixents de IR (1, 3, 6 i 8 Gy) promou la 

disminució de la capacitat clonogènica de les línies de CE.  
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Figura 49. A) Assaig clonogènic i B) gràfic amb les corbes de supervivència de les línies de CE 

(IK, HEC-1A, RL.95 i KLE) després de ser irradiades a dosis de 1, 3, 6 i 8 Gy. 

 

 

En el gràfic de la figura 49 es mostren les corbes de supervivència de les línies de 

CE un cop irradiades; aquestes presenten diferents graus de radiosensibilitat: les KLE 

van ser classificades com les més radiosensibles, mentre que les HEC-1A van ser 

classificades, relativament, com les més radio-resistents. Com les IK es trobaven en 

una posició intermitja, van ser les escollides per a continuar els nostres experiments 

(*p<0.05, **p<0.01). 

 

 

17. EL TRACTAMENT AMB RADIOTERÀPIA INDUEIX MORT APOPTÒTICA A TEMPS 

LLARGS EN EL CARCINOMA D’ENDOMETRI. 

A continuació vam voler estudiar si la IR era capaç també d’induir mort apoptòtica 

en les línies de CE. Per aquest motiu vam quantificar el nombre de cèl·lules 

apoptòtiques mitjançant citometria de flux, prèvia tinció amb Annexina V-FITC i iodur 

de propidi (IP). Tal i com s’observa en la figura 50.A ni als 30 minuts ni a les 24 hores 

després del tractament amb IR s’observava presència de cèl·lules apoptòtiques en cap 

de les tres dosis emprades. Els percentatges de cèl·lules apoptòtiques després del 
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tractament van ser de 0.8 en el control; 2.2 en 1 Gy; 1 en 3 Gy i 1 en 8 Gy i després de 

24h van ser de 1; 1.8, 1.1 i 4.3 respectivament. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50.A. Anàlisis representatiu de la citometria de flux de l’apoptosi induïda després del 

tractament amb IR. 

 

Resultats similars vam obtenir després de tenyir amb Hoechst les IK exposades a 

dosis creixents de IR (0, 1, 3 i 8 Gy) (Figura 50.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50.B. Recompte del nombre de cèl·lules apoptòtiques 30 minuts i 24 hores després del 

tractament amb IR. 

 

 

En aquest punt vam pensar que la IR potser induïa mort apoptòtica a temps més 

llargs. Per aquest motiu les IK van ser irradiades a 3 Gy i juntament amb el seu control 

A 
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(0 Gy) van ser tenyides amb Hoechst als 30 minuts, 24, 48 i 72 hores després del 

tractament. En la figura 50.C el gràfic mostra un augment significatiu del nombre de 

cèl·lules amb morfologia apoptòtica a les 48 i 72 hores després de ser tractades amb IR 

(p48h=0.0363, p72h=0.0045). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50.C. Recompte del nombre de cèl·lules apoptòtiques 30 minuts, 24, 48 i 72 hores 

després del tractament amb IR. 

 

 

18. LA RADIOTERÀPIA PRODUEIX UNA ATURADA DEL CICLE CEL·LULAR EN LA FASE 

G2/M I UNA REDUCCIÓ DEL NOMBRE DE CÈL·LULES EN FASE S. 

A continuació vam estudiar la capacitat de la IR en inhibir la progressió del cicle 

cel·lular mitjançant citometria de flux. Les IK van ser recollides 30 minuts i 24 hores 

després de ser irradiades (0, 1, 3 i 8 Gy). Com s’observa en la figura 51.A, la IR va 

causar una disminució significativa en la fase S1 (16,78% (control) vs. 5,7% (3 Gy) i 
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6,04% (8 Gy)), acompanyat per un simultani augment de la fase G2/M (19,53% (control) 

vs. 66,57% (3 Gy) i 75,91% (8 Gy)).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51.A. Distribució de les diferents fases del cicle cel·lular de les IK després del tractament 

(30 minuts i 24 hores) amb IR a dosis de 1, 3 i 8 Gy. 

 

 

19. EL TRACTAMENT AMB RADIACIÓ IONITZANT INDUEIX DANY AL DNA I 

AUGMENTA LA PRODUCCIÓ DE ROS DEPENENT DE LA DOSI DE RADIACIÓ.  

Havent observat que la IR provocava una aturada en la fase G2/M, vam pensar si 

també induïa dany al DNA. La fosforilació de la histona H2AX (ϒ-H2AX), la qual té lloc 

als voltants del trencament de la doble cadena de ADN, els anomenats DSB (Double 

Strand Breaks), pot proporcionar una mesura del nombre i la ubicació dels DSBs dins el 

nucli i per tant pot ser utilitzat com un indicador de dany al DNA induït per la IR. 

Aquestes fosforilacions que “marquen” els llocs de trencament de la doble cadena és 

coneixen com focis. Per aquest motiu vam quantificar, mitjançant 
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immunofluorescència marcant la histona H2AX fosforilada, el nombre de focis formats 

després del tractament de les IK amb IR (Figura 52.A). Les IK van ser IR a 3 Gy , 

recollides i fixades als temps indicats (30 minuts, 3, 6, 12 i 24 hores). Els focis van ser 

presents als 30 minuts després del tractament i el percentatge de nuclis amb focis 

augmentava significativament al llarg del temps. Els percentatges de cèl·lules exhibint 

focis era del 35,82% als 30 minuts de tractament, 64,38% a les 3 hores, 67,17% a les 6 

hores, 72,63% a les 12 hores i 82,12% a les 24 hores (** p <0.001). Aquestes troballes 

són consistents amb l’evidència bioquímica que la IR indueix focis i indiquen també 

que els DSBs persisteix en les cèl·lules transformades.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 52.A. Immunofluorescència pel marcatge de la histona H2AX després del tractament 

amb IR. El nombre de focis va augmentar significativament després del tractament. 

 

Per comprovar els nivells Υ-H2AX després del tractament vam realitzar un Western 

Blot, i vam observar que els nivells augmentaven considerablement al llarg del temps 

(Figura 52.B).   
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La relació entre el dany al DNA i la producció d’espècies reactives d’oxigen (ROS) 

està àmpliament descrita 243. A continuació vam analitzar la producció de ROS en les IK 

després de ser irradiades a dosis de 1 i 3 Gy. Coincidint amb els resultats anteriors les 

IK van mostrar un fenotip relativament sensible al tractament amb IR. La producció de 

ROS va augmentar significativament en les dos condicions (p<0.05)(Figura 52.C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

20. LA COMBINACIÓ DE RADIOTERÀPIA I VORINOSTAT AUGMENTA ELS EFECTES 

CITOTÒXICS D’AQUEST, REFLEXANT-SE AMB UNA BAIXADA EN LA CAPACITAT 

CLONOGÈNICA DE LES CÈL·LULES DE CARCINOMA D’ENDOMETRI.  

Alguns estudis en diferents tipus de càncers afirmen que els HDACis són potents 

radiosensibilitzadors 244, 245. A continuació vam voler estudiar si l’HDACi, Vorinostat 

utilitzat al llarg d’aquesta tesi, tenia efectes radiosensibilitzadors en les IK. Les IK van  

ser tractades i IR tal i com s’explica en l’apartat 1.6 de Materials i Mètodes. Hem 

ajustat els valors, obtinguts dels replicats, en models lineals i models lineals mixtes 

B 

C 

** 

Figura 52.B. Western 

Blot mostrant els nivells 

de ϒ-H2AX després de 

la irradiació de les IK. 

Figura 52.C. Producció 

de ROS en les IK 

després del 

tractament amb IR. 
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(tenint en compte la variabilitat introduïda per les mesures repetides). Els resultats 

obtinguts indiquen que tant l’efecte de la dosi, com de la irradiació tenen un efecte 

estadísticament significatiu (p<0.0001) i també la seva interacció (p<0.0001) (Taula 19, 

20). D’aquest manera es pot constatar que a major dosi de Vorinostat menor 

proporció de colònies, si bé, aquesta disminució és molt major quan s’irradien les 

cèl·lules (Figura 53). Les taules de sota mostren el resultat dels models ajustats. 

 

 

Effect Df Sum Sq Mean Sq F value p-value 

Dose 5 2,08 0,41 535,68 <0.0001 

Radio 1 0,50 0,50 651,35 <0.0001 

Interacction Dose 

with Radio 

5 0,19 0,04 49,67 <0.0001 

Residuals 12 0,01 0,0007   

Taula 19. Taula d’anàlisi de la variància amb els resultats del model lineal que avaluen els 

efectes de la dosi, la radiació i la seva interacció en la proporció del nombre de colònies. 

 

 

> anova(dades.lme) 

 

            numDF denDF  F-value p-value 

(Intercept)     1    11 7216.847  <.0001 

Dose            5    11  535.681  <.0001 

Radio           1    11  651.352  <.0001 

Dose:Radio      5    11   49.672  <.0001 

 

Taula 20. Taula d’anàlisi de la variància amb els resultats del model lineal mixt que avaluen els 

efectes de la dosi, la radiació i la seva interacció en la proporció del nombre de colònies. 

 

En la taula 21 observem els intervals de confiança per a les proporciones 

estimades  pels models, on es pot evidenciar que, per exemple a dosi 500nM de 

Vorinostat la  proporció de colònies és del 97% (IC 93%-100%) sense irradiar, 

mentre  que amb irradiació la proporció disminueix fins al 44% (I.C. 40-48%). 
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> taula 

 

               Dose Radio  fit   lwr  upr 

   0 Gy      (DMSO)   0Gy 1.00  0.96 1.04 

              500nM   0Gy 0.97  0.93 1.01 

                1µM   0Gy 0.70  0.66 0.75 

                3µM   0Gy 0.56  0.52 0.60 

                5µM   0Gy 0.28  0.23 0.32 

               10µM   0Gy 0.27  0.22 0.31 

   3 Gy      (DMSO)   3Gy 1.00  0.96 1.04 

              500nM   3Gy 0.44  0.40 0.48 

                1µM   3Gy 0.26  0.22 0.30 

                3µM   3Gy 0.18  0.14 0.23 

                5µM   3Gy 0.12  0.08 0.17 

               10µM   3Gy 0.02 -0.02 0.07 

 

Taula 21. Taula d’anàlisi amb les proporcions estimades, segons el previst model, amb 

els intervals de confiança del 95%. Els resultats constaten la marcada diferència en la 

proporció observada amb la radiació respecte a la no-radiació. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53. Assaig de formació de colònies i gràfic mostrant les proporcions de 

dosificació i l’exposició a la radiació ionitzant.  
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Finalment, l’última part del nostre estudi es basa en la possible administració de 

VD per al tractament del CE. La VD3 inactiva sofreix una sèrie d’hidroxilacions fins a 

convertir-se en 1,25D (hormona activa circulant), tal i com s’explica en la introducció, i 

s’uneix al receptor de VD, VDR. Aquest receptor pot actuar com activador/repressor 

transcripcional de més de 200 gens reguladors del creixement, diferenciació i apoptosi 

en les cèl·lules normals i tumorals. L’endometri és un teixit diana on la 1,25D promou 

efectes antitumorals. 

 

21. L’ENDOMETRI CANCERÓS PRESENTA NIVELLS INFERIORS DE VDR EN 

COMPARACIÓ AMB LES DOS FASES (PROLIFERATIVA I SECRETORA) DE 

L’ENDOMETRI NORMAL. 

Per a que hi hagi un correcte efecte antiproliferatiu i antitumoral degut a la unió 

de 1,25D-VDR, és necessària una correcta translocació del VDR citosòlic al nucli. Tal i 

com s’ha explicat en la introducció l’VDR és un factor de transcripció que per a regular 

els efectes antitumorals s’ha de transposar al nucli, també són necessaris uns nivells 

adequats de VDR, un cop aquest s’ha unit al seu lligand. Per aquest motiu, l’expressió 

de VDR va ser avaluada, mitjançant tècniques d’immunohistoquímica, en les diferents 

fases del cicle menstrual (secretora i proliferativa) de l’EN i també en el CE.  

 

En l’EN, els nivells de VDR eren heterogenis i significativament reduïts en la fase 

proliferativa en comparació amb la secretora (p=0.000004 i p=0.00000005, 

respectivament)(valors en blau)(Taula 22)(Figura 54.A i 54.B). 

Les mostres de CE mostraven uns nivells significativament inferiors de VDR 

nuclear, en comparació amb les mostres de NE (p=0.0002)(valors en verd) (Taula 

22)(Figura 54.C). L’VDR va ser observat també, en el citoplasma de les cèl·lules de CE 

de manera heterogènia.  
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  n min Max Mean SD Fold-
change 

p-value 

Normal 
samples 

All 56 0.0 290.0 142.5 90.9   

 Proliferative 14 0.0 135.0 54.3 46.2 1.00  

 Secretory 41 10.0 290.0 171.9 82.9 3.17 0.00002 

         
Normal 
versus 

All 137 0.0 290.0 105.7 77.2   

tumor 
samples 

Normal 56 0.0 290.0 142.5 90.9 1.00  

 Tumor 137 0.0 270.0 90.7 65.5 0.64 0.0003 

 

Taula 22. Anàlisis estadístic dels nivells de VDR en EN i CE. (n)=Nombre de pacients; min i 

max= Indiquen el valors mínims i màxims; SD= Desviació estàndard; Fold-change= Denota el 

canvi en l’expressió del biomarcador en relació amb el valor mitjà de la primera categoria; P-

values de Mann-Whitney, Kruskal Wallis (global p-value) o proves de tendència. Els valors 

ressaltats són els estadísticament significatius. 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

Figura 54. Anàlisi per immunohistoquímica de l’expressió de VDR en l’EN i l’EC. A) Expressió 

del VDR en l’EN, fase proliferativa: majoritàriament localitzat en el nucli de les glàndules 

endometrials amb poca tinció citoplasmàtica, i tinció moderada en l’estroma endometrial; B) 

Expressió del VDR augmentada en l’EN, fase secretora. C) Expressió lleugera del VDR en el 

citoplasma de l’estroma i heterogènia en el nucli de les cèl·lules de CE. 

 

 

Les mostres de EEC presentaven nivells més baixos de VDR nuclear en comparació 

amb les mostres de NEEC (valors en taronja)(Taula 23). Finalment, no vam observar 

diferències significatives en l’expressió del VDR nuclear entre graus histològics o 

patològics (valors violeta i rosa)(Taula 23). 
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  N min Max Mean SD Fold-
change 

p-value 

Tumor 
samples 

All 137 0.0 270.0 90.7 65.5   

 NEEC 22 30.0 250.0 131.8 71.8 1.00  

 EEC 114 0 270 82.4 61.7 1.60 0.002 

         

 Grade 1 39 15 250 87.6 57.0 1.0  

 Grade 2 52 0 250 91.2 62.1 1.0  

 Grade 3 46 0 270 92.8 76.5 1.0  

      increasing trend  
p-value 

0.71 

      global p-value 0.93 

         

 Stage I 77 0 270 81.49 60.7 1.0  

 Stage II 23 0 250.0 77.61 57.1 1.0  

 Stage III 15 0 210.0 92.53 60.2 1.2  

 Stage IV 1 20 20.0 20.00  0.2  

      trend p-value 0.91 

      global p-value 0.64 

 

Taula 23. Anàlisis estadístic dels nivells de VDR en EN i CE. (n)=Nombre de pacients; min i 

max= Indiquen el valors mínims i màxims; SD= Desviació estàndard; Fold-change= Denota el 

canvi en l’expressió del biomarcador en relació amb el valor mitjà de la primera categoria; P-

values de Mann-Whitney, Kruskal Wallis (global p-value) o proves de tendència. Els valors 

ressaltats són els estadísticament significatius. 

 

 

Per a que la VD sigui biològicament activa, ha de sofrir una sèrie de 

modificacions/hidroxilacions. Aquesta transformació es porta a terme en diferents 

passos i amb l’ajuda de diferents enzims, els anomenats metabòlits de la VD, que hem 

explicat a la introducció. 

 

22. L’ENDOMETRI CANCERÓS PRESENTA NIVELLS MOLT SUPERIORS DE L’ENZIM 

CYP27A1 EN COMPARACIÓ AMB L’ENDOMETRI NORMAL. 

La primera hidroxilació de la VD, en el seu camí per a convertir-se en una forma 

activa, és la hidroxilació per l’enzim mitocondrial CYP27A1 o 25-hidroxilasa en el fetge. 

Per aquesta raó vam voler avaluar l’expressió d’aquest enzim, mitjançant tècniques 

d’immunohistoquímica, en l’EN i en l’EC. En l’EN, l’expressió de CYP27A1 es localitzava 
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majoritàriament al citoplasma, però també, l’epiteli glandular presentava en algun cas 

una tinció nuclear lleu. L’EN en fase proliferativa va mostrar una lleu o gairebé absent 

tinció citoplasmàtica (valors en blau)(Taula 24), aquests nivells s’observaven doblats en 

la fase secretora. No obstant, aquestes diferències no eren significatives 

(p=0.06245)(Taula 24)(Figura 55.A). En l’EC, els nivells de CYP27A1 eren 11 cops 

superiors que en l’EN (p=0.0000)(valors en verd)(Taula 24)(Figura 55.B). Cal esmentar, 

en aquest apartat, que tot i ser un enzim mitocondrial, nosaltres l’hem observat, tot i 

que lleugerament, al nucli, segurament per algun problema en la tinció. 

 

  n min Max mean SD 
Fold-

change 
p-value 

Normal 
samples 

All 52 0.00 40.00 6.9 11.3   

 Proliferative 13 0.00 40.00 3.9 11.2 1.0  

 Secretory 39 0.00 40.00 8.0 11.2 2.1 0.06 

         

Normal 
versus 

All 185 0.00 190.00 56.7 51.2   

tumor 
samples 

Normal 52 0.00 40.00 6.9 11.3 1.0  

 Tumor 133 0.00 190.00 76.1 47.5 11.0 <0.00001 

 

Taula 24. Anàlisis estadístic dels nivells de CYP27A1 en EN i CE. (n)=Nombre de pacients; min i 

max= Indiquen el valors mínims i màxims; SD= Desviació estàndard; Fold-change= Denota el 

canvi en l’expressió del biomarcador en relació amb el valor mitjà de la primera categoria; P-

values de Mann-Whitney, Kruskal Wallis (global p-value) o proves de tendència. Els valors 

ressaltats són els estadísticament significatius. 

 

 

L’EEC presentava un 30% més d’expressió, d’aquest enzim, si es comparava amb 

l’NEEC (valors en taronja)(Taula 25), però sense diferències significatives (p=0.08). De 

la mateixa manera, tampoc era significativa l’expressió dels nivells de CYP27A1 en l’EC 

quan es comparaven els diferents graus histològics (FIGO), la tinció era lleu, i els 

tumors de grau 3 van presentar els nivells més reduïts (p=0.072)(valors en 

violeta)(Taula 25).  

Tampoc, hi va haver diferències significatives en la reducció dels nivells de 

CYP27A1, en els diferents estadis patològics, tot i això, val a dir, en l’estadi III del CE, 
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els nivells de CYP27A1 sí eren significativament inferiors (p=0.003)(valors en 

rosa)(Taula 25).  

Cal remarcar, que en les mostres de CE l’expressió del VDR nuclear estava, 

significativament, correlacionada amb l’expressió de CYP27A1 (p=0.0031). 

 

  n min Max mean SD Fold-
change 

p-value 

Tumor 
samples 

All 133 0.00 190.00 76.1 47.5   

 NEEC 21 0 160 59.3 47.7 1.0  

 EEC 111 0.00 190.00 79.7 46.9 1.3 0.08 

         

 Grade 1 36 0 190 84 53.1 1.0  

 Grade 2 52 0 155 81 46.1 1.0 0.81 

 Grade 3 44 0 160 65 43.0 0.8 0.1 

      decreasing 
trend  p-value 

0.07 

         

 Stage I 75 0 190 76.4 49.63 1.0  

 Stage II 23 5 170.00 89.3 45.50 1.2 0.27 

 Stage III 13 5 103.00 39.5 35.67 0.4 0.03 

 Stage IV 1 110 110.00 110.0 - 2.8 - 

       Trend 
p-value 

0.19 

      global p-value 0.02 

 

Taula 25. Anàlisis estadístic dels nivells de CYP27A1 en EN i CE. (n)=Nombre de pacients; min i 

max= Indiquen el valors mínims i màxims; SD= Desviació estàndard; Fold-change= Denota el 

canvi en l’expressió del biomarcador en relació amb el valor mitjà de la primera categoria; P-

values de Mann-Whitney, Kruskal Wallis (global p-value) o proves de tendència. Els valors 

ressaltats són els estadísticament significatius. 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. Anàlisi per immunohistoquímica de l’expressió de CYP27A1 en l’EN i l’EC.  A) 

Expressió de CYP27A1 en l’EN en fase proliferativa amb tinció positiva als nuclis de l’estroma i 

a l’epiteli. B) Expressió citoplasmàtica i granular de CYP27A1 molt superior en l’EC. 

 

A B 
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23. L’ENDOMETRI CANCERÓS PRESENTA NIVELLS SUPERIORS DE L’ENZIM CYP2R1 

EN COMPARACIÓ AMB L’ENDOMETRI NORMAL. 

Apart del CYP27A1, l’enzim CYP2R1 també es responsable de la primera 

hidroxilació de la VD, són moltes les característiques que assenyalen la important 

funció d’aquest enzim mitocondrial en la hidroxilació de la VD. Per aquesta raó vam 

decidir estudiar l’expressió d’aquest enzim, mitjançant tècniques 

d’immunohistoquímica, en l’EN i en l’EC. En les glàndules de l’EN en fase proliferativa, 

l’expressió de CYP2R1 era citosòlica i reduïda sense tinció en l’estroma (valors en 

blau)(Taula 26), i es veia augmentada 4.3 vegades en les glàndules de l’endometri 

secretor, amb una tinció lleu en l’estroma (p=0.001)(valors en blau)(Taula 26). 

Per contra, l’EC va mostrar una tinció de CYP2R1, citoplasmàtica, heterogènia i 

1.29 vegades superior que en l’EN en qualsevol de les fases del cicle menstrual 

(p=0.005)(valors en verd)(Taula 26).  

 

  n min Max mean SD Fold-
change 

p-value 

Normal 
samples 

All 27 5 180 113.5 44.1   

 Proliferative 4 5 60 30.0 23.5 1  

 Secretory 23 80 180 128.0 17.1 4.3 0.001 

         

Normal 
versus 

All  5 240 141.0 52.5   

tumor 
samples 

Normal 27 5 180 113.5 44.1 1  

 Tumor 129 20 240 146.8 52.4 1.3 0.005 

 

Taula 26. Anàlisis estadístic dels nivells de CYP2R1 en EN i CE. (n)=Nombre de pacients; min i 

max= Indiquen el valors mínims i màxims; SD= Desviació estàndard; Fold-change= Denota el 

canvi en l’expressió del biomarcador en relació amb el valor mitjà de la primera categoria; P-

values de Mann-Whitney, Kruskal Wallis (global p-value) o proves de tendència. Els valors 

ressaltats són els estadísticament significatius. 

 

Els anàlisis d’immunohistoquímica no van mostrar diferències estadísticament 

significatives en el contingut de CYP2R1 en l’EC, en relació amb el tipus histològic, grau 

FIGO o estadi patològic (valors en violeta i rosa)(Taula 27). La figura 56 mostra una 

distribució heterogènia de CYP2R1, amb una forta tinció d’aquest enzim en algunes 
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poques mostres de CEE (Figura 56.A) en comparació amb la poca tinció d’aquest 

mateix enzim en algunes mostres de NEEC (Figura 56.B).  

Cal remarcar que vam observar una correlació positiva entre l’expressió de CYP2R1 

i el VDR nuclear en l’EN (p=0.004), i en l’EC (p=0.04). 

 

  n min Max mean SD Fold-
change 

p-value 

Tumor 
samples 

All 129 20 240 146.8 52.4   

 NEEC 21 50 240 158.4 55.3 1  

 EEC 107 20 230 144.0 51.7 0.9 0.24 

         

 Grade 1 36 30 220 134.47 49.5 1  

 Grade 2 48 20 220 147.,06 53.6 1.1 0.22 

 Grade 3 44 50 240 155.26 52.5 1.2 0.08 

      Increasing trend 
p-value 

0.07 

      global p-value 0.20 

         

 Stage I 71 20 230 149.2 52.14 1  

 Stage II 23 30 207.5 130.4 51.40 0.9 0.10 

 Stage III 13 50 240 144.6 63.52 1.0 0.89 

 Stage IV 1 110 100 110 - -  

      trend p-value 0.31 

      global p-value 0.46 

 

Taula 27. Anàlisis estadístic dels nivells de CYP2R1 en EN i CE. (n)=Nombre de pacients; min i 

max= Indiquen el valors mínims i màxims; SD= Desviació estàndard; Fold-change= Denota el 

canvi en l’expressió del biomarcador en relació amb el valor mitjà de la primera categoria; P-

values de Mann-Whitney, Kruskal Wallis (global p-value) o proves de tendència. Els valors 

ressaltats són els estadísticament significatius. 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 56. Anàlisi per immunohistoquímica de l’expressió de CYP2R1 en l’EN i l’EC. A) 

Expressió de CYP2R1 heterogènia i alta en l’EEC; B) Expressió de CYP2R1 heterogènia i baixa en 

NEEC. 

B A 
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24. L’ENDOMETRI CANCERÓS PRESENTA NIVELLS INFERIORS DE L’ENZIM CYP24A1 

EN COMPARACIÓ AMB L’ENDOMETRI NORMAL. 

Com ja hem explicat en la introducció, el balanç correcte de VD activa es regula 

tant a nivell de síntesi com de degradació. L’enzim responsable d’aquesta degradació 

és el CYP24A1. En condicions fisiològiques normals, el complex 1,25D-VDR indueix 

l’expressió de CYP24A1 per evitar la toxicitat de la VD a través de la degradació de la 

1,25D circulant o el seu precursor 25(OH)D, quan els seus nivells superen els normals. 

Per aquesta raó vam decidir estudiar l’expressió d’aquest enzim, mitjançant tècniques 

d’immunohistoquímica, en l’EN i en l’EC.  

D’acord amb aquests fets, vam poder observar que alts nivells de VDR, en les 

cèl·lules epitelials, de l’EN en fase secretora van coincidir amb alts nivells de CYP24A1 

citosòlics (valors en blau)(Taula 28), comparats amb l’EN proliferatiu amb nivells 

reduïts d’VDR (p=0.000063)(Taula 28)(Figura 57.A). A més a més, en les mostres d’EN, 

l’expressió de CYP24A1 estava fortament relacionada amb l’expressió nuclear de VDR 

(p=0.000000), i sorprenentment, també amb nivells citosòlics de CYP27A1 (p=0.006) i 

CYP2R1 (p=0.0005). Aquestes associacions suggereixen un possible paper d’aquests 

enzims, CYP27A1 i CYP2R1, en l’activació del complex 1,25D/VDR de l’expressió del 

CYP4A1. 

En l’EC, malgrat els augments significatius dels enzims productors de 25(OH)D, 

CYP27A1 i CYP2R1,  l’expressió de CYP24A1 va ser significativament inferior comparat 

amb el NE (p=0.01)(valors en verd)(Taula 28). Com a enzim mitocondrial que és, 

CYP24A1 s’expressava en el citoplasma de les cèl·lules de CE, i el seu patró d’expressió 

era granular i heterogeni (Figura 57.B). 

 

  n min max mean SD Fold-
change 

p-value 

Normal 
samples 

All 53 15 295 131.6 84.3   

 Proliferative 14 15 220 64.3 49.3 1.00  

 Secretory 39 30 295 155.8 81.4 2.42 0.00006 

         

Normal 
versus 

All 178 10 295 101.8 62.6   

tumor 
samples 

Normal 53 15 295 131.6 84.3 1.00  

 Tumor 125 10 210 89.2 45.6 0.68 0.01 
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Taula 28. Anàlisis estadístic dels nivells de CYP24A1 en EN i CE. (n)=Nombre de pacients; min i 

max= Indiquen el valors mínims i màxims; SD= Desviació estàndard; Fold-change= Denota el 

canvi en l’expressió del biomarcador en relació amb el valor mitjà de la primera categoria; P-

values de Mann-Whitney, Kruskal Wallis (global p-value) o proves de tendència. Els valors 

ressaltats són els estadísticament significatius. 

 

L’augment de la CYP24A1 té un paper important en la progressió del tumor, no ho 

hem observat en els nostres casos, però en altres tipus de càncers és la causa de la 

iniciació i la proliferació tumoral. Sorprenentment, l’expressió de CYP24A1 era més 

alta, 1,4 cops més, en l’NEEC que en EEC (p=0.008)(valors en taronja)(Taula 29). 

L’anàlisi de l’expressió de CYP24A1 en els diferents graus FIGO, mostrava que els de 

grau 3 eren els que presentaven nivells més alts d’aquest enzim, comparat amb els de 

grau 2 i 1 (p=0.0594)(valors en violeta) (Taula 29). Finalment l’expressió de CYP24A1 

no va mostrar diferències entre els graus histològics, però un altre cop, els estadis III i 

IV van mostrar nivells superiors de CYP24A1 (valors en rosa)(Taula 29). Cal remarcar, 

que a diferència dels resultats observats en l’EN, en aquest cas no vam trobar 

correlació entre CYP24A1 i VDR nuclear, o amb CYP24A1 i CYP27A1 o CYP2R1 en les 

mostres de CE, malgrat els nivells significativament elevats dels enzims productius de 

25(OH)D.  

 

  n min max mean SD Fold-
change 

p-value 

Tumor 
samples 

All 124 10 210 89.2 45.6   

 NEEC 19 25 190 114.2 44.8 1.00  

 EEC 105 10 210 84.2 44.3 0.74 0.008 

         

 Grade 1 36 10 200 86.4 39.1 1.0  

 Grade 2 47 15 180 80.0 45.7 0.9 0.42 

 Grade 3 41 10 210 101.0 48.8 1.3 0.059 

      Increasing trend 
p-value 

0.14 

 Stage I 67 10 210 92.04 46.7 1.0  

 Stage II 22 15 170 79.77 41.5 0.9 0.25 

 Stage III 14 25 190 105.00 50.5 0.7 0.17 

 Stage IV 1 120 120 120.00    

      Increasing trend 
p-value 

0.56 
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Taula 29. Anàlisis estadístic dels nivells de CYP24A1 en EN i CE. (n)=Nombre de pacients; min i 

max= Indiquen el valors mínims i màxims; SD= Desviació estàndard; Fold-change= Denota el 

canvi en l’expressió del biomarcador en relació amb el valor mitjà de la primera categoria; P-

values de Mann-Whitney, Kruskal Wallis (global p-value) o proves de tendència. Els valors 

ressaltats són els estadísticament significatius. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57. Anàlisi per immunohistoquímica de l’expressió de CYP24A1 en l’EN i l’EC. A) Forta 

expressió citoplasmàtica de CYP24A1 en l’EN en fase secretora. B) Baixa expressió citosòlica de 

CYP24A1 en l’EEC. 

 

Val a dir, que en aquest punt estaríem demostrant, per primera vegada, que 

l’endometri es comporta de manera similar als altres teixits, essent capaç de 

metabolitzar la VD des del principi. 

 

 

25. EL CARCINOMA D’ENDOMETRI PRESENTA NIVELLS SUPERIOR DE Ki67 EN 

COMPARARCIÓ AMB L’ENDOMETRI NORMAL. RELACIÓ AMB ELS METABOLITS 

DE LA VITAMINA D. 

La proliferació cel·lular, mesurada per la tinció nuclear del marcador de 

proliferació Ki67, era superior en les mostres de CE que en les d’NE (p=0.0005). Cal 

remarcar que en l’EN, els nivells de VDR estaven inversament relacionats amb els de 

Ki67 (p=0.0001). En l’EC, malgrat l’augment significatiu del 30% en l’expressió de 

CYP2R1, no vam observar correlació inversa amb Ki67, però, CYP27A1 si que estava 

inversament relacionat amb Ki67 (p=0.02). 

 

 

A B 
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26. EL TRACTAMENT AMB VITAMINA D DISMINUEIX LA PROLIFERACIÓ DE LES 

LINIES DE CARCINOMA D’ENDOMETRI (IK, HEC-1A I RL.95). 

A continuació és va analitzar el paper de l’augment dels enzims CYP27A1 i CYP2R1, 

en les accions antiproliferatives de VDR, per la producció local de 25(OH)D, en les línies 

de CE. Estudis a diferents dosis i diferents temps de les línies de CE: IK, HEC-1A i 

RL.95/2 tractades amb VD3 (cholecalciferol) es van realitzar per tal d’examinar els 

efectes antiproliferatius de la bioactivació local de la VD3 a 25(OH)D. Les cèl·lules van 

ser tractades amb concentracions de VD3 (0-10 µmol/L) durant 24, 48 o 72 hores 

(Figura 58.A). Els resultats dels anàlisis de les MTT realitzades van mostrar que les tres 

línies de CE reduïen la viabilitat en resposta al tractament amb VD3, depenent de la 

dosi i del temps. La reducció màxima de la viabilitat és va observar a les 72 hores de 

tractament, i en la concentració de 10 µM de VD3, la viabilitat de les línies de CE va ser 

de: 62% en les IK, 52% en les RL.95/2 i 55% en les HEC-1A. La manca d’una reducció 

significativa en les cèl·lules viables després d’una exposició de 24 hores a 10 µM de 

VD3, descarta que la toxicitat de la VD és la responsable de la baixada en la viabilitat 

cel·lular de les línies de CE. Els valors significativament estadístics són (* p<0.05; ** 

p<0.01). 
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Figura 58.A. 

Tractament amb 

vitamina D de les 

línies de CE. Les 

línies de CE es van 

tractades a dosis 

creixents de VD3 

(0-10 µmol/L) a 

diferents temps 

24, 48 i 72 hores, i 

es van realitzar 

assajos d’MTT. 
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En la figura 58.B, observem que el tractament amb VD3 (0-10 µmol/L) durant 48 

hores va causar una disminució de manera dosi-depenent en la capacitat de formació 

de colònies en les línies de CE, les tres línies de CE van mostrar valors significativament 

estadístics a dosis de 2-10 µM (* p<0.05). Les IK van ser les que van mostrar millor 

resposta al tractament amb 10 µM de VD3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58.B. Tractament amb vitamina D de les línies de CE. Assaig clonogènic de les línies de 

CE tractades amb a dosis creixents de VD3 (2-10 µM) durant 48 hores, i recompte del nombre 

de colònies. 

B 

* 
* 

** ** 

* 

* 
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La demostració de l’existència de diferents variants del gen CYP27B1, per splicing, 

en les cèl·lules IK 246 que poden posar en perill la producció de 1,25D a partir de 

25(OH)D a través de l’enzim CYP27B1, ens va portar a seleccionar les IK per examinar 

directament si la conversió de VD a 25(OH)D es produeix i si, per tant, contribueix en la 

translocació al nucli de VDR. Per tant,  vam utilitzar les IK per examinar directament si 

la conversió de la VD3 a 25(OH)D3 contribuïa a l’efecte antitumoral de la VD3, 

provocant tant la supressió del creixement com la reducció de la capacitat clonogènica 

a través de l’activació del VDR. En primer lloc, vam mesurar la producció de 25(OH)D 

per els enzims CYP27A1 i/o CYP2R1, en les IK, a les 0, 12, 24 i 48 hores després de ser 

tractades amb VD3 10µM. Mentre que no vam poder detectar producció de 25(OH)D3 

ni a les 12 ni a les 24 hores després del tractament, una mitja de 1.24 ng de 25(OH)D va 

ser sintetitzat a partir de 30 µg de VD3 per 7 milions de cèl·lules (IK) en 48 hores. 

Encara que les IK van mostrar taxes de conversió de V a 25(OH)D molt baixes, 

semblava que era suficient per la translocació del VDR al nucli, un procés que 

requereix l’activació de VDR ja sigui unint-se al seu lligant o bé al 25(OH)D directament 

o prèvia la seva conversió a 1,25D. 

 

 

27. ACTIVACIÓ DE VDR PER LA PRODUCCIÓ LOCAL DE 25(OH)D EN LA LÍNIA 

CEL·LULAR DE CARCINOMA D’ENDOMETRI (IK). 

Per tal de detectar l’activació de VDR com a conseqüència de la producció local de 

25(OH)D, en les cèl·lules tractades amb VD3 vam realitzar una immunofluorescència un 

cop acabat el tractament. La figura 59.A mostra un augment significatiu en el nombre 

de nuclis positius per VDR en les IK, exposades a VD3 durant 24 i 48 hores (p=0.0002). 

L‘augment dels nivells de VDR després del tractament amb 10 µM VD3 va ser 

corroborat mitjançant un Western Blot (Figura 59.B), on s’observa nivells superiors de 

VDR en els extractes totals. La translocació al nucli del VDR va ser confirmada per 

l’anàlisi del contingut nuclear i citosòlic a través d’un Western Blot (Figura 59.C). 

Aquest temps necessari per la màxima translocació del VDR al nucli, coincidia amb la 

detecció de 25(OH)D solament després de 48 hores de tractament amb VD3. 
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Figura 59. Detecció del VDR després del tractament amb VD3. A) Immunofluorescència 

marcant VDR després del tractament amb VD3 durant 24 i 48 hores (20X). I quantificació del 

nombre de cèl·lules positives pel marcatge amb VDR. B) Anàlisi Western Blot de lisats totals de 

proteïna per detectar VDR en les IK. C) Anàlisi Western Blot de lisats citosòlics i nuclears de 

proteïna per detectar la translocació de VDR en les IK. 
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DISCUSSIÓ 

1. LA COMBINACIÓ DE VORINOSTAT AMB LA INHIBICIÓ DE LA 

CASPASA 8 INDUEIX UN FORT EFECTE ANTITUMORAL EN LES LÍNIES 

DE CARCINOMA D’ENDOMETRI. 

A la primera part d’aquest treball de tesis doctoral ens hem centrar amb l’estudi 

del paper de l’HDACi, Vorinostat, en el CE. L’ús d’ HDACis com a agents antitumorals 

s’ha estudiat en nombrosos càncers 244, 247-251, partint de la hipòtesis de que podia 

frenar el creixement tumoral. Els HDACis estan relacionats amb rutes de regulació 

epigenètica, és a dir modulen l’expressió de proteïnes histones i no-histones 155, 252, 

alterant d’aquesta manera l’expressió d’una gran quantitat de gens relacionats amb la 

proliferació cel·lular, diferenciació, apoptosi (activació de la via extrínseca i intrínseca), 

aturada de cicle de la cèl·lula o directament alterant el microambient del tumor 253, 254. 

En aquest estudi ens hem centrat amb l’ HDACi, Vorinostat. Aquest es va començar a 

utilitzar en càncers hematològics, de fet, la “Food and Drug Administration (FDA)” va 

concedir la primera aprovació per al tractament del limfoma cutani de cèl·lules T 

(Octubre, 2010), actualment les investigacions es realitzen tant amb tumors sòlids com 

hematològics. 

El nostre estudi demostra que el tractament amb Vorinostat indueix mort 

apoptòtica, disminució del creixement i reducció de la capacitat clonogènica, en les 

línies cel·lulars de carcinoma d’endometri, aquests fets estan d’acord amb altres 

treballs que indiquen que el tractament amb Vorinostat o altres inhibidors de les 

histones deacetilases provoquen la parada de cicle cel·lular 255, apoptosi 250, 256 o 

inhibició de la invasió i migració 257. Apart dels resultats esmentats anteriorment, i de 

forma interessant, cal afegir que el nostre treball també demostra una important 

reducció del creixement tumoral en xenografts de cèl·lules de CE. 

A partir d’aquí vam voler continuar i centrar l’estudi en poder determinar els 

mecanismes moleculars involucrats en la inducció de mort apoptòtica provocada pel 

tractament amb Vorinostat. Després de diferents experiments vam poder afirmar que 

el Vorinostat causava l’activació tant de la via extrínseca com de la intrínseca de 

l’apoptosi, permetent, per tant, el processament de les caspases-3, -8, -9. L’activació 

de la via intrínseca de l’apoptosi era d’esperar, doncs són molts els estudis que 
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assenyalen el Vorinostat com a responsable directe de la inducció de dany al DNA 258-

260. És àmpliament conegut que el dany al DNA es responsable de l’activació de la via 

intrínseca a través del processament de la caspasa-9 261, no de la 8 262. Per altra banda, 

l’activació de la via extrínseca de l’apoptosi i el seu paper en la mort cel·lular induïda 

pel Vorinostat en les nostres línies de carcinoma d’endometri, no estava tant clara, tot 

i que alguns estudis en altres tipus de càncers també l’assenyalen com a via inductora 

de mort apoptòtica 253, 263.  

Pel que fa als efectes del Vorinostat sobre la via extrínseca cal esmentar que el 

tractament amb Vorinostat causava una important reducció de la proteïna FLIP, 

competidor amb caspasa-8 per la seva unió a FADD. Aquest fet ens va suggerir que 

l’activació de la caspasa-8 observada era gràcies a la baixada dels nivells de FLIP. 

Aquest fet no era d’estranyar, doncs, el nostre resultat es corrobora amb altres estudis 

que indiquen la necessitat de la reducció en l’expressió dels nivells de FLIP per tal que 

la caspasa-8 es processi fins la seva forma activa 256, 264. Com per exemple, el treball de 

Dolcet X. i col·laboradors 234 que va suggerir per primer cop el paper important de Flip 

en la regulació de l’apoptosi induïda per una citoquina pro-apoptòtica anomenada 

TRAIL (que quant s’uneix a uns certs receptors de mort causa apoptosi). L’estudi 

mostra que les línies de CE, KLE i IK, no entren en apoptosi després de ser tractades 

amb TRAIL, però, quan es tracten amb Actinomicin D (inhibidor de la transcripció), 

s’observa una important reducció en la viabilitat cel·lular, acompanyada d’una 

activació de la caspasa-8; a més a més aquests fets coincideixen amb una baixada en 

els nivells de Flip. Per altra banda, diversos estudis  assenyalen que la reducció de FLIP 

causada pel tractament amb Vorinostat sol o amb combinació amb altres fàrmacs 

sensibilitza les cèl·lules tumorals a la inducció d’apoptosi per TRAIL 264-268.  Més 

endavant, en un estudi del mateix grup, Llobet D. 269 va demostrar que la cinasa CK2 

(Casein Kinase 2) era la responsable de la modulació/control de Flip, ja que la seva 

inhibició sensibilitzava les cèl·lules de CE a l’apoptosi induïda per TRAIL a través de la 

reducció dels nivells de Flip. 

Sorprenentment, i havent observat que la pro-forma L de FLIP estès reduïda 

després del tractament amb Vorinostat, la sobreexpressió de FLIP-L no va 

desencadenar en la inhibició de l’apoptosi, tal i com seria d’esperar. Aquest resultat 

ens va portar a la conclusió de que la via extrínseca de l’apoptosi no era la responsable 
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de la mort de les línies de carcinoma d’endometri un cop eren tractades amb 

Vorinostat.  

Però, per poder demostrar que l’activació d’aquesta via era prescindible en la 

inducció de mort apoptòtica, vam decidir inhibir l’expressió de la caspasa-8. Estudis 

previs del nostre grup 236, 269 han demostrat que la reducció en els nivells de la caspasa-

8 inhibia la mort apoptòtica causada per receptors de mort en les línies de carcinoma 

d’endometri. Per tant vam pensar que si l’apoptosi observada pel tractament amb 

Vorinostat estava regulada solament per l’activació de la via extrínseca, la disminució 

en els nivells de les proteïnes d’aquesta via, com la caspasa-8 bloquejaria la mort. Per 

sorpresa nostra, la inhibició de l’expressió de la caspasa-8 va augmentar de manera 

significativa la mort induïda pel Vorinostat. Aquests resultats suggereixen que la 

caspasa-8 té un paper protector en la mort causada pel tractament amb Vorinostat. 

Clàssicament, les alteracions que condueixen a la pèrdua de l’activitat de la caspasa-8 

han estat considerats com un mecanisme de resistència a l’apoptosi als fàrmacs 

quimioterapèutics 270, 271.  

No obstant això, els nostres estudis demostren que la caspasa-8 pot ser una arma 

de doble tall. D’una banda, la inhibició de la caspasa-8 deteriora la senyalització 

d’apoptosi a través de la via extrínseca. Aquests bloqueig en la seva expressió resulta 

en una resistència a l’apoptosi, induïda per receptors de mort, una característica de 

malignitat. D’altra banda, la inhibició de la caspasa-8 augmenta l’apoptosi induïda pel 

Vorinostat, el que indica que la inhibició de la caspasa-8 pot ser eficaç en combinació 

amb Vorinostat. Els nostres resultats recolzen el paper protector de la caspasa-8 en 

l’apoptosi desencadenada pel tractament amb Vorinostat. Aquesta funció de protecció 

ha estat demostrada en evidències in vitro i in vivo 272, 273. Ratolins knock-out per 

proteïnes relacionades amb l’apoptosi, com caspasa-9, els provoca efectes relacionats 

amb un excés de cèl·lules 274, 275. Per contra, els ratolins knock-out per caspasa-8 són 

letals embrionaris per una fallada de la vascularització del sac vitel·lí i d’hematopoesis 

276. Aquest fenotip ens condueix a la hipòtesis de que aquestes proteïnes tenen papers 

en les funcions cel·lulars més enllà de l’apoptosi.  

Són molts els estudis que han demostrat altres funcions cel·lulars de la caspasa-8, 

aquests inclouen; la regulació del cicle cel·lular 277, activació d’NF-ĸB 278, la migració 
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cel·lular i la metàstasis 279, 280. A això, vam observar que la inhibició de la caspasa-8 

promogué una reducció significativa de la capacitat clonogènica in vitro i del 

creixement dels xenografts in vivo, inclús en absència de Vorinostat. Aquests resultats 

reforcen la hipòtesis que la caspasa-8 té funcions de pro-supervivència en les cèl·lules 

de CE. També vam demostrar que l’apoptosi induïda pel Vorinostat o la combinació de 

Vorinostat i inhibició de la caspasa-8 es veia afectada per la sobreexpressió de la 

proteïna anti-apoptòtica Bcl-XL. Aquests resultats indiquen que aquest increment en la 

mort apoptòtica és, en última instància, promoguda per la via intrínseca o mitocondrial 

de l’apoptosi.  

Cal esmentar que en altres tipus cel·lulars, com els limfòcits, una de les vies de 

senyalització regulada per la caspasa-8 és la via d’NF-ĸB. Degut a la importància de la 

via de senyalització NF-ĸB en la regulació de la proliferació del cicle cel·lular i la 

supervivència es va avaluar l’activitat d’NF-ĸB en les línies cel·lulars de CE en les que 

s’havia inhibit la caspasa-8. No obstant això, la inhibició de la caspasa-8 no afectava 

l’activitat d’NF-ĸB. A més a més, la sobreexpressió de la subunitat d’NF-ĸB, p65, no va 

poder restablir la capacitat clonogènica de les línies de CE. Aquests resultats 

suggereixen que la reducció de la viabilitat cel·lular de les línies de CE amb l’expressió 

de la caspasa-8 inhibida era independent de l’activitat d’NF-ĸB. 

Finalment, la combinació del Vorinostat i la inhibició de la caspasa-8 va causar una 

reducció significativa del volum del xenografts. Val la pena esmentar que, la 

combinació d’aquests dos tractaments gairebé va provocar una complerta inhibició del 

creixement dels tumors de les línies de CE in vivo. Per tant, creiem que la combinació 

del Vorinostat i la inhibició de la caspasa-8 podria ser una nova estratègia terapèutica 

per al tractament del càncer d’endometri. 
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Figura 60. Esquema resum dels efectes dels HDACis, com el Vorinostat, en les cèl·lules de 

CE. 
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2. ELS ANTIOXIDANTS BLOQUEGEN ELS EFECTES ANTITUMORALS DEL 

VORINOSTAT, PERÒ NO ELS EFECTES ANTINEOPLÀSICS DEGUTS A 

LA COMBINACIÓ DE VORINOSTAT I LA INHIBICIÓ DE LA CASPASA-8, 

EN EL CARCINOMA D’ENDOMETRI. 

A continuació, en la segona part d’aquest treball vam seguir investigant el 

mecanisme molecular subjacent a l’activitat antitumoral dels HDACis, com el 

Vorinostat, en el CE. Com ja hem comentat a la introducció, anomalies en la regulació 

genètica dictada per certes modificacions epigenètiques estan considerades, 

actualment, com a promotores del càncer 281, 282. Anys enrere, la principal raó 

d’emprar els inhibidors de les HDACs com a agents quimioterapèutics, es basava en 

l’observació de que molts tipus de càncers humans presentaven problemes de 

regulació de mecanismes epigenètics. En general, aquest balanç en l’acetilació de les 

histones condueix a canvis en l’estructura de la cromatina i per tant a una desregulació 

de gens involucrats en el control de la proliferació, progressió del cicle cel·lular, 

diferenciació i apoptosi. 

No obstant això, està àmpliament descrit que les HDACs no regulen solament 

l’acetilació de les proteïnes histones, sinó que, també regula l’acetilació d’altres 

proteïnes citosòliques o nuclears, no-histones, que a la vegada regulen nombrosos 

processos cel·lulars 283; com per exemple proteïnes involucrades en la reparació de 

l’ADN (Ku70, Ku86, Rad50); l’hiperacetilació d’aquestes proteïnes impedeix la seva 

unió als llocs de doble trencament de la cadena d’ADN i per tant la seva reparació a 

través del NHEJ (Non-Homologous End Joining) o de HR (Homologous Recombination) 

284.  

Durant els últims anys, molts estudis remarquen que l’activitat antitumoral dels 

HDACis va més enllà de la regulació epigenètica. Són molts els mecanismes moleculars 

proposats com a mediadors dels efectes antitumorals dels HDACis, alguns són la 

producció de ROS i el dany al DNA 243. Malgrat l’origen dels ROS està encara per aclarir, 

els processos inflamatoris i alteracions en la senyalització d’antioxidants semblen ser, 

de moment l’explicació més lògica. Tot i això, la generació de ROS és una explicació, 

almeny en part, per la font de dany a l’ADN observat amb el tractament amb HDACi. 
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L’augment de la mort apoptòtica depenent de caspases, la producció de ROS i el 

dany mitocondrial són fets que s’observen conjuntament en cèl·lules tractades amb 

agents antitumorals. L’estudi de Ling Y. 285 indica que la producció de ROS, com a 

resultat d’un procés d’estrés oxidatiu cel·lular, és el punt crític en la iniciació de 

l’apoptosi induïda per Bortezomib (inhibidor del proteasoma) a través de la disrupció 

de la membrana mitocondrial i la sortida del citocrom C del mitocondri, també 

assenyala que aquesta sortida de citocrom C es veu inhibida amb la sobreexpressió de 

la proteïna pro-apoptòtica Bcl-2, però, per contra la sobreexpressió de Bax (també pro-

apoptòtica) facilita la sortida del citocrom C promovent la generació de ROS. Els 

estudis de 285-287 assenyalen que l’acumulació de ROS dins la cèl·lula normalment 

promou la mort per apoptosi. Els nostres resultats demostren que les línies de CE 

mostren un augment significatiu de  la producció de ROS degut al tractament amb 

Vorinostat. 

Els antioxidants com ara N-acetilcisteïna (Nac) s’han utilitzat com a eines per a 

investigar el paper dels ROS en nombrosos processos biològics i patològics. Nac 

inhibeix l’activació de c-jun, p38 MAP (són proteïnes que s’activen per mitógens i que 

induirien mort en situació d’estrès oxidatiu). Nac també pot prevenir l’apoptosi, 

promoure la supervivència cel·lular i modificar directament l’activitat de diferents 

proteïnes per la reducció de la seva activitat. Malgrat la seva manca d’especificitat, la 

capacitat de modificar l’ADN i múltiples maneres d’acció molecular, Nac té valor 

terapèutic per a la reducció de la inflamació, fibrosi i invasió, 288. 

Malgrat s’ha assumit que els HDACis indueixen la producció de ROS en diferents 

tipus cel·lulars, els efectes deguts a l’addició d’antioxidants encara estan per aclarir. 

Alguns estudis com el de Yu H. i col·laboradors 289 assenyalen que la inhibició de la 

resposta dels antioxidants sensibilitza una línia resistent de leucèmia, als inhibidors de 

les HDACs. A més a més, altres estudis demostren que els antioxidants deterioren els 

efectes citotòxics dels HDACis en les cèl·lules de leucèmia mieloide aguda 290, 291, o de 

còlon 292. Per contra el grup de Basu H.S. 293 demostra que l’addició d’antioxidants 

augmenta els efectes antitumorals dels HDACis en les cèl·lules de càncer de pròstata i 

el grup de Nihal M 294 ho assenyala en melanoma. En tot això, val a dir que, el paper 

dels antioxidants en la prevenció del càncer i el tractament del càncer segueix sent 

objecte de debat. La bibliografia mostra doncs, per una banda nombroses evidències 
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que els antioxidants tenen un paper protector envers el càncer, i, per altra banda que 

els antioxidants poden modificar, inclús deteriorar els efectes dels agents 

quimioterapèutics emprats per el tractament d’algun tipus de càncers. 

Els nostres resultats in vitro i in vivo demostren que la reducció en els nivells de 

ROS per l’efecte dels antioxidants esta associada en una reducció de l’activitat 

antitumoral del Vorinostat, això recolza el paper important de la producció de ROS en 

la inducció dels efectes citotòxics del Vorinostat en les cèl·lules de CE. 

En el nostre estudi hem demostrat que la producció de ROS està relacionada amb 

un augment en la fosforilació de la histona H2AX. Aquesta histona es fosforila a la 

serina 139 per la proteïna quinasa  ATM en resposta a dany al DNA induint 

trencaments en la doble cadena d’ADN, aquest fet és un dels esdeveniments més 

primerencs en la senyalització del dany i la reparació del ADN 295. El dany del DNA 

induït pel tractament amb Vorinostat pot provenir de dues fonts; per una banda pot 

ser causada per la producció intracel·lular de ROS o, per altra banda, causat de forma 

independent mitjançant la modificació de l’activitat de reparació de l’ADN i factors de 

remodelació de la cromatina 243; en l’estudi de Rosato R. 284 assenyala que el 

tractament amb LAQ-824, un HDACis, indueix una ràpida producció de ROS a les 3h de 

tractament, acompanyat d’una fosforilació de la H2AX que persisteix a les 48h de 

tractament, ja que en aquest moment es produeix una inhibició de les proteïnes de 

reparació del ADN, com Ku86 i Rad50, una acetilació de Ku70, disminueix l’activitat 

d’unió al DNA de Ku70 i Ku86 i també s’observa una disminució dels gens de reparació 

del ADN, BRCA1 i RAD51. 

 Com en l’estudi realitzat en el nostre grup hem observat que la fosforilació de la 

histona H2AX causada pel tractament amb Vorinostat es redueix pel tractament amb 

antioxidants, és probable que la fosforilació sigui, almenys en part, causada pel dany al 

DNA degut a la producció de ROS induït pel tractament amb Vorinostat. 

Com hem esmentat anteriorment, els nostres resultats previs van demostrar que 

la teràpia combinatòria amb Vorinostat i la inhibició de la caspasa-8 va tenir efectes 

additius antitumorals en les línies de CE in vitro i in vivo. Per tant, vam voler estudiar el 

paper de ROS en tal efecte. Curiosament el tractament amb antioxidants no va poder 

bloquejar aquesta important  reducció en el creixement tumoral degut a la combinació 

del Vorinostat i la inhibició de la caspasa-8. Aquests resultats suggereixen que la 
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combinació d’aquests tractaments activa els mecanismes alternatius d’inhibició de 

creixement tumoral que són independents de la producció de ROS. Creiem que el fet 

que la combinació del Vorinostat i la inhibició de la caspasa-8 mostri una reducció 

important en l’activitat tumoral independent de l’estat d’estrès oxidatiu, augmenta el 

seu valor com a possible tractament per al càncer d’endometri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 61. Esquema resum del mecanisme d’inducció de mort del Vorinostat en les 

cèl·lules de CE. 
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3. EFECTES DE LA RADIOTERAPIA EN EL CARCINOMA D’ENDOMETRI. 

En aquesta tercera part de la tesi doctoral s’ha volgut aprofundir en la resposta de 

les nostres línies de CE al tractament amb radioteràpia. El tractament del CE depèn de 

varis factors; estadi del tumor, edat de la pacient i profunditat en la invasió del 

miometri 119, 296, 297. Com s’ha explicat en la introducció, hi ha diferents possibilitats 

terapèutiques en el tractament del CE: la cirurgia, radioteràpia, quimioteràpia i la 

teràpia hormonal, en alguns casos, una combinació d’elles acaba sent la millor opció 

120, 121, 298. La radioteràpia s’utilitza després de la cirurgia, generalment en estadis II i III, 

i en pacients en que les característiques del tumor prediuen un alt risc de recidiva local 

i/o mal pronòstic. Tot i que la radioteràpia s’utilitza en la clínica, en el tractament del 

CE, actualment, es qüestiona la seva eficàcia. De fet, els estudis de Creutzberg 299 i Keys 

300, van demostrar que el tractament amb radioteràpia millora el control local, però no 

augmenta, significativament, la supervivència en les pacients amb CE confinat en 

l’úter. 

El principal problema en aquest tipus de tractament és l’aparició de la 

radioresistència 301; la supervivència de les cèl·lules tumorals un cop irradiades pot 

provocar mecanismes de senyalització que resulten en la selecció clonal (cèl·lules 

canceroses que sobreviuen a la radiació ionitzant, i, s’adapten a l’entorn per 

desenvolupar un clon). Aquesta radioresistència es tradueix en la 

proliferació/creixement de les cèl·lules tumorals, poden provocar una reaparició del 

tumor en el lloc de tractament, i, si existeix una connexió angiogènica entre les 

cèl·lules tumorals supervivents i l’endoteli circumdant augmentaria encara més el 

creixement del tumor i, per tant, promouria el risc de metàstasis a distància (expansió 

clonal) 302, 303. Per tant, és necessari comprendre els mecanismes alterats després de 

l’exposició a la radiació, per intentar inhibir el creixement del tumor. 

Són varis els factors que poden influir en la radiosensibilitat cel·lular, el tipus 

cel·lular 304; els tumors amb origen limfoide o de cèl·lules germinals són més sensibles 

que els sòlids o d’origen epitelial 305, mutacions en p53 306, escurçament dels telòmers 

307, augment de l’activitat telomerasa 308, activació via PI3K/AKT 309 i la interrupció de la 

reparació del dany en la doble cadena d’ADN 310. 

Per avaluar els esdeveniments moleculars involucrats en la sensibilitat del CE, és 

van examinar diferents línies de CE (IK, KLE, RL.95 i HEC-1A). Per poder classificar-les en 
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diferents graus de radiosensibilitat i a la vegada observar, la seva capacitat de 

reparació, es va avaluar la seva capacitat clorogènica. Les línies van mostrar diferències 

en la sensibilitat a la radiació ionitzant i la seva resposta a la radioteràpia va ser dosi 

depenent com ja s’ha descrit en altres estudis 301, 307, 311. Les cèl·lules, de les diferents 

línies de CE, van mostrar menys colònies a dosis elevades de tractament, és a dir, la 

seva capacitat de reparació es veia afectada de manera dosi depenent. 

La radiació ionitzant és una radiació formada per fotons que en interactuar amb la 

matèria produeixen ions. El mecanisme molecular de la radiació ionitzant actua, de 

manera directa, danyant la cadena d’ADN de les cèl·lules canceroses. Aquest dany és 

produeix quan s’ionitzen els àtoms de la cadena d’ADN (ADN-). Per altra banda, el dany 

indirecte té lloc com a conseqüència de la ionització de molècules d’aigua. Aquestes 

formen radicals lliures (ROS), normalment radicals hidroxils, que acabaran danyant el 

DNA. La major part de l’efecte de la radiació és a través dels radicals lliures (ROS). 

La radiosensitivitat cel·lular depèn de varis factors; dany al DNA, capacitat de 

reparació del DNA, progressió del cicle cel·lular i la mort cel·lular. El DNA és una 

perfecta diana cel·lular pels efectes citotòxics, mutagènics i carcinògens de la radiació 

ionitzant 312. El tractament amb radioteràpia indueix trencaments simples (SSB)313 i 

dobles (DSB)314 de la cadena d’ADN. Els trencaments en la cadena simple d’ADN es 

formen, majoritàriament, com a conseqüència de la producció de ROS 315. Aquesta 

producció de ROS es genera, a dosis baixes de radiació (2-4 Gy). Els ROS a més de SSB 

promou l’alliberament de bases de l’ADN modificant els sucres de la cadena i zones no 

bàsiques 316. En canvi, a dosis més elevades es produeixen els trencaments de la doble 

cadena, aquests estan regulats per la via ATM que a la vegada indueix la fosforilació de 

les kinases Chk1/Chk2, responsables d’activar el mecanisme de reparació de l’ADN 317, 

318, a més a més, la formació d’aquests DSB també són deguts al complex MRN, format 

per unes proteïnes que s’uneixen, trenquen i senyalitzen el DNA 295. Atès que les 

cèl·lules tenen mecanismes de reparació de danys en una cadena senzilla d’ADN, els 

trencaments de l’ADN en la doble cadena seria la tècnica més important per a causar la 

mort cel·lular. 

 En el lloc de dany en la doble cadena d’ADN, hi ha un reclutament de proteïnes, 

que microscòpicament es poden veure com a petites regions sub-nuclears, 

comunament anomenades focis. Són moltes les proteïnes que poden formar focis, al 
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voltant o en el mateix lloc que els trencaments de la doble cadena d’ADN. Es pensa, 

que aquest focis serveixen com a plataforma perquè les proteïnes reparadores del 

DNA s’hi uneixin. Una d’aquestes proteïnes és la histona H2AX 295; passats uns minuts 

de la inducció de dany al DNA, aquesta histona es fosfori-la en la Serina 139 (Υ-H2AX) i 

es col·loca als voltants dels trencaments de la doble cadena d’ADN. La presència 

d’aquesta proteïna es necessària pel reclutament d’altres per acabar reparant el dany 

319, 320. D’acord amb aquests treballs, el nostre estudi mostra un augment significatiu 

del nombre de focis, després del tractament amb radiació ionitzant, que és depenent 

de la dosi. A més a més l’anàlisi del cicle cel·lular de la línia de CE, IK, després de la 

radiació presentava una aturada en la fase G2/M, indicant una parada per intentar 

arreglar el dany 321. L’estudi de Li 322 apunta que la cèl·lula té més capacitat de reparar 

els SSB que el DSB, ja que la radiació indueix una inhibició dels mecanismes de 

reparació dels DSB.  

Són diversos els mecanismes pels quals les cèl·lules s’acaben morint després del 

tractament amb radiació ionitzant. El grup de Dewey 323 assenyala l’apoptosi com a 

responsable de la mort induïda per la radioteràpia. En el nostre treball, no vam poder 

detectar mort apoptòtica a temps curts post tractament, ni mitjançant una tinció amb 

Hoechst ni amb un assaig amb Annexina, però si vam detectat mort apoptòtica, 

mitjançant una tinció amb Hoechst, a temps llargs després del tractament. De fet, les 

cèl·lules no necessàriament moren immediatament després de la inducció de dany al 

DNA, poden ciclar una quantitat de vegades fins que la inestabilitat genòmica es tan 

gran que acaben morint 324. L’aparició de ROS després del tractament i de manera dosi 

depenent, també conduiria a aquest tipus de mort, a través de l’activació d’una sèrie 

de senyals pro-apoptòtics 325. L’estudi de Ross 305 afegeix la catàstrofe mitòtica com a 

un altre model de mort cel·lular, aquesta té lloc quan la cèl·lula no s’ha pogut reparar i 

apareixen aberracions cromosòmiques, passats uns quants cicles, la cèl·lula acaba 

morint. Tot i que nosaltres no vam poder detectar catàstrofe mitòtica, aquest estudi, 

assenyala que les cèl·lules d’origen epitelial, com les nostres, tractades amb radiació 

ionitzant es moren per catàstrofe mitòtica. 

El futur de la radioteràpia es centra en la identificació de noves teràpies 

combinatòries en aquest tipus de neoplàsia. Això es basa en la detecció de gens 

diferencialment expressats en cèl·lules irradiades i no irradiades 326. Actualment són 
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molts els estudis que milloren la sensibilitat de les cèl·lules tumorals un cop irradiades 

utilitzant combinacions de tractaments; la utilització d’inhibidors del proteasoma 

juntament amb la radioteràpia és una de les vies de recerca actuals 327, 328, teràpies que 

bloquegen o augmenten la formació de focis en la histona H2AX, acaben inhibint el 

procés de reparació del DNA 245, o teràpies que inhibeixen el complex MRN, format per 

les proteïnes Mre11-Rad50-NBS1 329. En el nostre treball vam voler combinar la 

radioteràpia i l’inhibidor de les HDAC, Vorinostat, comunament acceptat com a potent 

radiosensibilitzador 254, 330. Vam observar que hi ha una interacció estadísticament 

significativa en la combinació de Vorinostat i radiació ionitzant, aquesta combinació 

resulta en una disminució del nombre de colònies, suggerint que el Vorinostat 

augmenta el bloqueig de la reparació cel·lular. Aquesta interacció també es veia 

reflectida en un augment en el nombre de cèl·lules amb morfologia apoptòtica, el 

Vorinostat indueix dany al DNA, que es veu reflectit en un augment en la fosforilació 

de la histona H2AX 331, 332. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 62. Esquema resum dels efectes de la radioteràpia en les cèl·lules de CE.  
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4. PAPER DE LA BIOACTIVACIÓ LOCAL DE LA VITAMINA D, PELS 

ENZIMS CYP27A1 I CYP2R1, EN EL CONTROL DEL CREIXEMENT 

CEL·LULAR, EN L’ENDOMETRI NORMAL I EL CARCINOMA 

D’ENDOMETRI. 

Aquesta quarta part del treball conté la primera demostració de que el 

metabolisme de la VD, en l’EN, reprodueix totalment el sistema endocrí sistèmic de la 

VD, és a dir, dona suport a una capacitat del teixit endometrial, fins ara ignorada, per a 

la correcta activació de la VD3 (inactiva) a 1,25D (hormona activa). Aquest fet 

proporciona una nova comprensió de la importància d’una suplementació adequada 

de VD3 en la prevenció/atenuació dels trastorns associats amb les accions del complex 

1,25D/VDR, incloent el creixement del CE. Concretament, una millora en l’expressió 

dels enzims CYP27A1 i CYP2R1, que converteixen la VD inactiva a 25(OH)D, per a que hi 

hagi una correcta activació autocrina/paracrina de l’activitat antiproliferativa del VDR, 

ja sigui directament o després de la conversió de 25(OH)D a 1,25D, en l’EN ciclant i el 

CE; una qüestió de rellevància clínica. 

A diferència de l’EN en fase proliferativa, el teixit de la fase secretora va mostrar 

un augment en l’expressió dels enzims CYP27A1 i CYP2R1, que coincidien amb les taxes 

de proliferació més baixes i, també, es va correlacionar directament i de manera 

significativa, amb un augment del VDR nuclear; a més a més vam detectar un augment 

en l’expressió de CYP24A1, el gen del metabolisme de la VD més caracteritzat, una 

acció que requereix l’activació transcripcional del complex 1,25D/VDR. Aquest enzim, 

CYP24A1, és induït per la unió del VDR al seu lligand (25(OH)D o 1,25D), en tots els 

teixits sensibles a l’activitat de la VD, per tal de prevenir la toxicitat local i sistèmica de 

la VD, inhibint l’activitat metabòlica tant de 25(OH)D com de 1,25D. Aquests resultats, 

que els enzims CYP27A1 i CYP2R1 disminueixen en la fase proliferativa, a més a més de 

la demostració que CYP27B1 és manté constant al llarg del cicle menstrual 199 (fase 

proliferativa i secretora), recolzen que una apropiada síntesi local de 25(OH)D podria 

contribuir a la supressió del creixement endometrial, mediat per VDR, i que l’efecte 

seria més potent que l’induït per CYP27B1. Desafortunadament, degut a les nostres 

limitacions per obtenir un anticòs altament específic per tal d’examinar, amb precisió, 

l’expressió de CYP27B1, no podem corroborar els nivells constants d’aquest enzim al 
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llarg del cicle menstrual, en el nostre conjunt de mostres d’EN. Segons el nostre 

coneixement, aquesta és la primera demostració que el metabolisme de la VD a l’EN, 

reprodueix totalment el sistema endocrí de la VD sistèmica, perquè s’expressen tots 

els enzims involucrats en la seva biosíntesi. 

La deficiència de VD, és coneguda, en afectar negativament la severitat de la 

endometriosis degut a un control local irregular de les respostes Th1/Th2 cap a la 

tolerància 333, 334; aquesta deficiència també pot afectar a la implantació de l’embrió, 

reduint les taxes de fecunditat de la dona, a través d’una regulació defectuosa en 

l’expressió del gen HOXA10 (factor de transcripció que es regula hormonalment, 

augmenta la seva expressió durant la implantació de l’embrió), procés controlat per 

VDR 335, 336. Un cop més, per tal d’entendre més sobre aquests trastorns, els estudis es 

limitaven a l’anàlisi de possibles canvis en l’expressió de CYP27B1. En el nostre treball 

l’anàlisi de l’expressió dels enzims productors de 25(OH)D: CYP27A1 i CYP2R1, en 

aquests trastorns no cancerosos, de la funció endometrial podria ajudar a millorar les 

estratègies actuals, amb una suplementació de VD que augmentes de manera efectiva 

l’activació de VDR, amb un impacte mínim sobre el calci i el fòsfor en l’organisme. Per 

tant, els nostres resultats suggereixen que les òptimes estratègies de suplementació 

de VD per tractar la endometriosis o les anomalies en la fertilitat, a causa de defectes 

en la implantació d’embrions ha de ser personalitzat i regulat a través del cicle 

menstrual, per assegurar una apropiada producció local de 25(OH)D pel control del 

complex 1,25D/VDR en les respostes autocrina/paracrina de Th1/Th2 cap a la 

tolerància, o per induir l’expressió de gens com HOXA10, respectivament. La correlació 

directa entre els augments en l’expressió dels enzims CYP27A1 i CYP2R1 i la inducció 

de CYP24A1, també suggereix que l’EN imita el sistema endocrí sistèmic de la VD en el 

seva auto-regulació estricta per la protecció de la toxicitat 6. 

És important destacar que, en les primeres etapes del desenvolupament del 

càncer, a diferència de les reduccions observades en VDR, l’expressió de CYP27B1 ha 

demostrat augmentar al principi, però disminueix en etapes més avançades 337. Els 

nostres resultats en CE demostren que l’expressió de CYP27A1 i CYP2R1 eren 11 i 1,3 

vegades, respectivament, superior que en l’EN, i no van disminuir en etapes més 

avançades. Aquests augments es poden veure compensats, parcialment, per la 

reducció citosòlica i nuclear de VDR, tal i com van proposar les correlacions directes 
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entre els Hscores de CYP27A1 i CYP2R1 i una alta expressió de VDR nuclear, un fet clau 

en l’activació dels efectes antitumorals causats per la unió del VDR al seu lligand, a més 

a més també es va veure acompanyat per una reducció en els nivells d’expressió de 

Ki67, fet que recolza al paper dels enzims productors de 25(OH)D: CYP27A1 i CYP2R1, 

en els responsables de la reducció del creixement cel·lular a través de l’activació de 

VDR. En suport d’aquesta evidència, d’un paper funcional i local de la 25(OH)D en la 

detenció del creixement del CE humà, el tractament de les línies de CE amb VD3, 

inactiva (cholecalciferol), durant 48 hores era suficient per a inhibir el creixement i la 

formació de colònies. A més, aquests efectes antiproliferatius de la VD inactiva van 

estar d’acord amb els nivells intracel·lulars detectables de 25(OH)D a les cèl·lules de 

CE, IK, i també amb nivells màxims en l’expressió de VDR nuclear. Des de que CYP2R1 

ha passat a tenir una major rellevància fisiològica en mantenir nivells adequats de la 

VD 222, el lleu augment del 30% observat en l’EC podria ser de rellevància per atenuar 

localment l’impacte de la deficiència de VD sistèmica sobre la progressió tumoral. Per 

tant, la simple correcció de la deficiència de VD podria ajudar a augmentar tant els 

nivells intratumorals de 25(OH)D com potenciar els efectes de l’VDR nuclear que 

sinergia amb les accions del complex 1,25D/VDR. Malauradament, la impossibilitat 

d’aconseguir VD-(colecalciferol)-tritiada ens a impedit poder avaluar aquesta sinergia 

en la nostra línia de CE, IK. Si les baixes taxes de conversió, de VD3 inactiva a 25(OH)D, 

observades en les cèl·lules de CE, IK, ocorren en altres tipus de cèl·lules canceroses, 

podria explicar, en part, per què només altes dosis diàries de VD redueixen eficaçment 

el risc de desenvolupar càncer 210, inclòs el d’EC 338. 

El nostre estudi recolza les diferències en l’expressió local de VDR i CYP24A1 amb 

el desenvolupament de diferents tipus de càncers. Està àmpliament acceptat que la 

combinació de nivells reduïts de VDR i nivells alts de CYP24A1, enzim que degrada els 

nivells circulants de 25(OH)D i 1,25D, contribueixen a agreujar els efectes de la 

deficiència de VD en la progressió del tumor 200. D’acord amb les propietats 

antiproliferatives, conegudes, de l’activació del VDR, els nostres anàlisis dels TMA van 

mostrar nivells de VDR nuclear superiors en la fase secretora de l’EN quan es 

comparava amb la fase proliferativa de l’EN. En contrast amb els nostres resultats, el 

grup de Vienonen 339 van demostrar que els nivells de mRNA del VDR, en l’endometri 

humà, es mantenien similars al llarg del cicle menstrual, de manera similar en l’estudi 
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realitzat en càncer de còlon 340, els tipus més agressius de CE van mostrar nivells de 

VDR nuclear inferiors que en el teixit normal adjacent. En el nostre treball vam 

observar que l’expressió citoplasmàtica de CYP24A1 era inferior en el CE que en l’EN, 

suggerint que la degradació dels metabòlits de la VD, per la CYP24A1, no té un paper 

important, en la iniciació del CE en pacients amb carència de VD. Resultats similars han 

estat publicats en altres neoplàsies regulades hormonalment; en càncer de pròstata 341 

i en cèl·lules MCF-7 de càncer de mama 342, histològicament, l’expressió de CYP24A1 

estava més reduïda en les zones neoplàstiques que en les zones adjacents benignes. En 

aquest estudi, solament les formes més agressives de CE; de NEEC, tumors de grau 3 i 

tumors en estadis III i IV, mostraven els nivells més elevats de CYP24A1 coincidint amb 

nivells baixos de VDR nuclear. Aquest fet suggereix, que en pacients amb deficiència de 

VD i estadis avançats de CE, l’expressió de CYP24A1 podria agreujar la deficiència local 

de 25(OH)D i 1,25D, a més de reduir l’activació de VDR i, per tant, de la seva activitat 

antitumoral, donant suport a la hipòtesis de que existeix una associació entre la 

sobreexpressió de CYP24A1 i el mal pronòstic demostrat en altres càncers humans;  tal 

i com demostra el grup de Bareis en càncer de còlon 343 i el grup de Mimori en càncer 

esofàgic 202. En concordança amb aquests estudis, en els tumors amb nivells baixos de 

VDR, alta expressió de CYP24A1, amb la conseqüent degradació de 25(OH)D i 1,25D 

agreujaria encara més l’impacte de la deficiència de la VD sobre les accions 

antitumorals del VDR, ja limitades pels baixos nivells inicials. L’expressió de CYP24A1 

sembla ser més específica del tumor que VDR. Anderson i el seu grup 344 van demostrar 

que malgrat l’expressió del mRNA de CYP24A1 estava significativament augmentada 

en diferents tipus de càncer, com còlon, ovari i pulmó, en comparació amb el teixit 

normal adjacent, estava disminuïda en càncer de mama. 

El nostre estudi posa de relleu una sèrie d’avantatges en la millora de les 

estratègies dels suplements de VD sobre intervencions exclusives amb el potent 1,25D 

o els seus anàlegs en l’atenuació de la progressió del CE. No només, el 1,25D, inhibeix 

l’activitat endometrial de CYP27B1, a nivells fisiològics 345, també suprimeix l’expressió 

de CYP2R1 en fibroblasts i càncer de pròstata 346, comprometent així al mateix temps 

la producció endometrial de 1,25D i agreujant la deficiència de la  VD sistèmica. A 

causa del sinergisme entre 25(OH)D i el 1,25D, en l’aturada del creixement tumoral 

induïda per l’activació del VDR 201, i que el 25(OH)D té una afinitat 25 cops menor per 
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l’enzim CYP24A1 que el 1,25D, els nostres resultats també suggereixen que una 

suplementació apropiada de VD podria ajudar a reduir tant les dosis de 1,25D com de 

compostos relacionats, per a la prevenció i tractament del CE, en tumors que 

expressen nivells baixos de VDR, mitjançant la reducció de la inducció de CYP24A1 i 

maximitzant les activitats intratumorals de CYP27A1 i CYP2R1, i, potser induint una 

sinergia amb l’activitat de CYP27B1 en l’activació del VDR. 

Sense cap dubte, els assaig clínics prospectius, amb un examen dels nivells 

d’expressió dels enzims del metabolisme de la VD: CYP27A1, CYP2R1 i CYP24A1 

juntament amb l’expressió de VDR, en el diagnòstic, són necessaris per obtenir proves 

concloents sobre l’impacte real dels suplements de VD en l’atenuació de la progressió 

del CE i de la precisió i la sensibilitat d’aquests marcadors del metabolisme de la VD 

endometrial en la predicció dels resultats clínics. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 63. Esquema resum de la conversió de la vitamina D en les cèl·lules de CE.
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CONCLUSIONS 

Primera 

L’inhibidor de les histones deacetilases, Vorinostat, indueix una reducció de la 

viabilitat, una parada del cicle cel·lular i apoptosi in vitro i in vivo en les línies cel·lulars 

de CE. 

 

Segona 

El Vorinostat provoca una activació de les vies intrínseca i extrínseca de l’apoptosi en 

les línies cel·lulars de CE. 

 

Tercera 

La baixada en l’expressió de la caspasa-8 redueix el creixement tumoral de manera 

significativa in vitro i in vivo en les línies cel·lulars de CE. 

 

Quarta 

La combinació del Vorinostat amb la baixada en l’expressió de la caspasa-8 gairebé 

suprimeix el creixement tumoral in vitro i in vivo en les  línies cel·lulars de CE. 

 

Cinquena 

El tractament amb Vorinostat indueix dany al DNA, augmenta la producció de ROS i 

disminueix el potencial de membrana mitocondrial (MMP), en les  línies cel·lulars de 

CE. 

 

Sisena 

La combinació d’antioxidants amb Vorinostat inhibeix els efectes antineoplàsics induïts 

pel tractament amb Vorinostat in vitro i in vivo en les  línies cel·lulars de CE. 

 

Setena 

El tractament amb Nac no inhibeix els efectes antineoplàsics de la combinació del 

Vorinostat i la baixada en l’expressió de la caspasa-8 en ni in vivo ni in vitro en les  

línies cel·lulars de CE. 
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Vuitena 

Les línies cel·lulars de CE expressen diferents graus de radiosensibilitat en ser 

exposades a radiació ionitzant. Aquesta radiació indueix mort apoptòtica, parada del 

cicle cel·lular, dany al DNA i augmenta la producció de ROS. 

 

Novena 

La combinació de Vorinostat i radiació ionitzant disminueix la capacitat clonogènica de 

les  línies cel·lulars de CE i augmenta els efectes citotòxics del fàrmac. 

 

Desena 

L’endometri normal té la capacitat d’activar la vitamina D inactiva en la seva forma 

hormonal. 

 

Onzena 

Els augments de CYP27A1 i CYP2R1 en el CE sugereixen que la suplementació 

adequada amb vitamina D seria suficient per a prevenir el desenvolupament i/o 

atenuar la progressió del CE. 

 

Dotzena 

El tractament amb vitamina D3 inactiva, colecalciferol, redueix la proliferació en les 

línies cel·lulars de CE. Per tant, és una demostració concloent de l’activitat de la 

CYP27A1 i CYP2R1 en convertir in vitro la vitamina D inactiva en 25(OH)D. 
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