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ADNc:  Àcid desoxiribonucleic complementari 

AINEs:  Antiinflamatoris no esteroideus 

ARN:  Àcid ribonucleic 

ARNm:  ARN missatger 

ATM:  Atàxia-telengiectasia mutated 

BER:  Base excission repair 

CAC:  Càncer colorectal associat a colitis 
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FDA:  Food and drug administration 

GSEA:  Gene set enrichment analysis 
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IL-8:  Interleuquina 8 

IL-1β:  Interleuquina 1 beta 

IL-1R:  Receptor de la interleuquina 1 

JNK:  c-Jun N-terminal kinases 



LPS:  Lipopolisacàrid bacterià 

LTβR:  Receptor de limfotoxina beta 

LV:  Leucovorin  

Lys:  Lisina 

MAPK:  Mitogen activated protein kinases 

miRNA:  microRNA 

MMPs:  Metal·loproteïnases de matriu 

MMR:  Mismach repair 

NEMO:  NF-κB essential regulator 

NER:  Nucleotide escission repair 

NES:  Seqüència d’exportació nuclear 

NF-κB:  Factor de transcripció nuclear kappa B  

NIK:  NF-κB inducing kinase  

NLS:  Nuclear localization sequences 

OD:  Densitat òptica 

O.N.:  Overnight 

OXA:  Oxaliplatí 

PBS:  Solució salina tamponada amb fosfat 

PFA:  Paraformaldehid 

PI:  Iodur de propidi 

RHD:  Rel Homology Domain 

ROS:  Radicals lliures d’oxigen 

rpm:  Revolucions per minut 

RR:  Taxa de resposta 

RT:  Retrotranscripció 

SD:  Desviació estàndard 

SEM:  Error estàndard de la mitjana 

Ser:  Serina 

SG:  Supervivència global 

SHH:  Sonic hedgehog 

siRNA:  small interference RNA 

SLM:  Supervivència lliure de malaltia  

SLP:  Supervivència lliure de progressió 

SM:  Supervivència mitjana 

TA:  Temperatura ambient 



TAD:  Transcription activation domain 

TBS:  Solució salina tamponada amb tris 

TLRs:  Toll-like receptors 

TNFα:  Factor de necrosis tumoral alfa 

TNFR:  Receptor de la família del TNF 

TNM:  Tumor-nòdul-metàstasi 

TP:  Temps a la progressió 

Thr:  Treonina 

TS:  Timidilat sintasa 

Tyr:  Tirosina 

VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule-1 

VEGF:  Factor de creixement vascular endotelial 
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1.1. El càncer colorectal 

1.1.1. Epidemiologia  

El càncer colorectal (CCR) representa un important problema de salut pública en els països 

desenvolupats degut a la seva elevada taxa d’incidència i mortalitat. A nivell mundial, 

representa la tercera causa més freqüent de diagnòstic de càncer en homes ( 746.000 nous 

casos anuals) per darrere del càncer de pulmó i pròstata i la segona en dones (614.000 nous 

casos anuals) per darrere del càncer de mama. Englobant ambdós sexes, el CCR és responsable 

d’aproximadament 600.000 morts anuals amb una incidència de més de 1,2 milions de nous 

casos (Font: IARC/GLOBOCAN www.globocan.iarc.fr). Concretament a l’estat espanyol, el CCR 

representa el tumor més freqüent (25.600 casos nous/any) i la setena causa de mort amb més 

de 13.000 defuncions anuals. Amb un increment anual de la incidència del 2,6%, la tendència 

d’aparició de nous casos s’ha duplicat en els darrers deu anys (Font: INE-ISCII www.iscii.es). 

L’edat té un gran impacte en la incidència del CCR, superior a qualsevol altre factor 

demogràfic. Així, l’edat mitjana en el moment del diagnòstic és de 70 anys i, en el 90% dels 

casos, es presenta en persones de més de 50 anys (1).  

 

D'altra banda, la supervivència global (SG) a 5 anys varia segons l’estadi del tumor en el 

moment de la seva detecció, essent superior al 90% en estadis I, del 72-85% en estadis II i de 

només el 27% en pacients d’estadis II d’alt risc i estadi III, que no han estat tractats amb 

teràpia adjuvant. Estadísticament, aproximadament el 20% dels pacients presentaran 

metàstasis en el moment del diagnòstic, essent el fetge i els pulmons les localitzacions més 

freqüents. De la mateixa manera, entre el 30 i el 60% dels pacients amb CCR localitzat 

desenvoluparà metàstasi. En aquests casos, la supervivència a 5 anys no supera el 10%. 

Tanmateix, la recaiguda dels pacients després de la cirurgia en la malaltia localitzada es 

produeix aproximadament als 3 anys i el temps a la progressió del tumor en els malalts 

metastàtics es troba al voltant dels 10 mesos (1)  

 

1.1.2. Etiologia i factors de risc  

L’etiologia del CCR és complexa i implica la interacció de factors genètics i factors 

mediambientals. Entre el 85 i el 90% dels CCRs es produeixen de manera esporàdica i són 

secundaris a factors ambientals i d’estil de vida. Així doncs, a banda de l’edat i el sexe, els 

factors de risc modificables del CCR inclouen el tabaquisme, el sedentarisme, l’alcoholisme, el 
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sobrepès, l’obesitat i el consum de carn vermella i processada, entre d’altres. Pel contrari, 

dietes amb un alt contingut en fibra, calci i vitamina D han estat descrites com a factors 

preventius del CCR. De la mateixa manera, certs fàrmacs com els antiinflamatoris no 

esteroideus (AINEs) o les estatines, han demostrat la capacitat de reduir l’aparició de lesions 

premalignes i la seva transformació tumoral (1).  

 

Aproximadament el 35% dels pacients amb CCR esporàdic presenten components de risc 

famíliar però no compleixen estrictament els criteris de Bethesda, criteris necessaris per a ser 

considerats síndromes hereditaris (2). D'altra banda, entre un 5 i un 10% dels casos de CCR 

estan causats per alteracions genètiques heretables en gens de susceptibilitat al càncer. Dins 

d’aquest grup de neoplàsies hereditàries existeixen dues formes de CCR clarament definides: 

la poliposis adenomatosa famíliar (PAF) i el càncer colorectal hereditari no polipòsic (HNPCC) o 

Síndrome de Lynch (3). Paral·lelament, s’ha demostrat un augment de la incidència de CCR en 

pacients amb malalties inflamatòries cròniques del colon, com la Colitis ulcerosa i la Malaltia 

de Crohn. De fet, els casos de CCR associats a aquestes malalties inflamatòries cròniques 

representen entre l’1 i el 2% del total de casos [Revisat a (4)]. 

 

1.1.3. Carcinogènesi i bases moleculars  

El CCR esporàdic es produeix com a resultat de l’acumulació gradual de mutacions gèniques, 

epigenètiques i alteracions cromosòmiques que conduiran a la transformació de la mucosa 

colònica normal en un càncer invasiu (5). En general, aquestes mutacions es produeixen en 

tres grans grups de gens: els oncogens (responsables de la proliferació cel·lular), els gens 

supressors tumorals (responsables del control del creixement cel·lular) i els gens de la via de 

reparació d'aparellament erroni de bases o via Mismach Repair (MMR).  

 

L’any 1990 Fearon i Vogelstein van proposar per primera vegada un model de carcinogènesi 

colorectal que considerava l’acumulació de mutacions en les etapes de transició epiteli 

normal-adenoma-carcinoma com a base del desenvolupament tumoral (6). Posteriorment, 

l’any 1997 van ser descrites dues classes de gens de susceptibilitat al càncer: els gens 

gatekeeper i els gens caretaker (7). Els gens getekeeper són gens implicats en el creixement i la 

divisió cel·lular; els gens caretaker, en canvi, tenen la funció principal de controlar i mantenir la 

integritat del genoma de la cèl·lula. Més tard, Michor i col·laboradors van definir un nou 

subgrup de gens de predisposició al càncer anomenats gens landscaper, els quals estan 
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representats per molècules de matriu extracel·lular i d’adhesió, marcadors i receptors de 

superfície cel·lular i factors de creixement essencials per al control del microambient cel·lular 

(8). 

 

Segons el model adenoma-carcinoma de Vogelstein i Fearon (6), el primer pas en el procés de 

carcinogènesi del colon és la mutació del gen gatekeeper APC. Una de les funcions principals 

del gen APC és la regulació de la via de senyalització de Wnt mitjançant el control de la 

quantitat de β-catenina disponible en el citoplasma. Així doncs, un cop el gen APC ha mutat, la 

β-catenina es transloca al nucli de la cèl·lula (9) i activa la via de Wnt que inclou els proto-

oncogens Myc i CCND1 (Ciclina D1) (10, 11). Aquesta activació es tradueix en un increment de 

la proliferació cel·lular. A continuació, són necessàries mutacions addicionals ens gens que 

codifiquen per proteïnes implicades en la via de les MAP quinases (MAPK, Mitogen activated 

protein kinases), com KRAS, DCC i TP53 i que contribuiran a la pèrdua del control de la 

regulació del cicle cel·lular (12) (Figura 1).       

                                     

 
Figura 1. Esquema del model adenoma-carcinoma de Fearon i Vogelstein. Pino MS, Chung DC. Gastroenterology 
(2010) (13) 
 
 

Amb posterioritat, han estat descrites altres vies alternatives de carcinogènesi que resulten en 

una inactivació de gens supressors tumorals, activació d’oncogens o inestabilitat genòmica. En 

aquest sentit, els tumors poden agrupar-se en funció de si presenten inestabilitat 

cromosòmica (fenotip CIN), inestabilitat de microsatèl·lits (fenotip MSI) o hipermetil·lació de 

les illes CpG dels promotors gènics (fenotip CIMP) [Revisat a (14)]. El fenotip CIN és el més 

comú (70% dels tumors esporàdics) i es caracteritza per una acumulació d’aberracions 

estructurals i numèriques en els cromosomes que es tradueix en una elevada variabilitat 

cariotípica i en una pèrdua d’heterozigositat (LOH). Els tumors CIN presenten tota una sèrie 
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d’amplificacions en regions genòmiques que comporten la sobreexpressió d’oncogens com 

KRAS, NRAS BRAF i PI3K. A més, es caracteritzen per la translocació i/o pèrdua de fragments 

cromosòmics que contenen importants gens supressors tumorals gatekeeper; com per 

exemple, el cromosoma 5q (gen APC), 17p (gen TP53) i 18q (gens DCC i SMAD4). Les vies de 

senyalització principalment activades en aquests tipus de tumors inclouen la via Wnt/β-

catenina, la via del factor de creixement transformant beta 1 (TGF-β, Transforming growth 

factor beta), la via del receptor del factor de creixement epidèrmic (EGFR, Epidermal growth 

factor receptor), la via de les MAPKs i la via de PI3K. A banda dels tumors esporàdics, un petit 

nombre de tumors hereditaris en els quals la inestabilitat cromosòmica és secundària a les 

mutacions en el gen APC (PAF) o en el gen MYH (PAF atenuada) també es desenvolupen a 

través d’aquesta via de carcinogènesi [Revisat a (13)]  

 

D’altra banda, aproximadament el 15% dels tumors esporàdics i les formes  hereditàries no 

polipòsiques presenten el fenotip MSI. Aquest fenotip, es basa en l’acumulació de mutacions 

en petites seqüències d’àcid desoxiribonucleic (ADN) no codificant anomenades microsatèl·lits 

o en el silenciament epigenètic produit per la metilació aberrant de regions promotores de 

gens caretaker implicats en la via de reparació de l’ADN MMR, com MLH1, MLH3, MSH2, 

MSH3, MSH6 o PMS2. Aquests tumors acostumen a ser poc diferenciats, mucinosos, amb 

infiltració limfocitària i de progressió ràpida. En general, els pacients amb fenotip MSI 

presenten un millor pronòstic i una major supervivència en comparació amb aquells pacients 

amb tumors positius per al fenotip CIN (15). 

 

 A banda dels fenotips CIN i MSI; entre un 15 i un 20% dels tumors colorectals presenten una 

tercera via d’inestabilitat epigenètica basada en l’estat de metilació de les illes CpG en regions 

promotores de diversos gens marcadors (fenotip CIMP). En base al nombre de gens marcadors 

metilats, el fenotip CIMP pot diferenciar-se en CIMP-alt i CIMP-baix. Les mutacions en 

l’oncogen BRAF han estat habitualment aïllades en el fenotip CIMP-alt i associades amb un 

increment del creixement cel·lular i la progressió de la carcinogènesi (16). Cal destacar que, en 

els darrers anys, han estat definits altres mecanismes implicats en la carcinogènesi del CCR. En 

són bons exemples, les alteracions en l’expressió o el funcionament de certs microRNA 

(miRNA) o les vies de senyalització proinflamatòries [Revisat a (14)].  

 

En el transcurs de l’última dècada, diversos treballs han intentat definir una classificació 

molecular dels diferents subtipus de CCR basada en conjunts de dades d’expressió gènica. Els 

resultats de cadascun d’aquests estudis coincideixen en la definició d’alguns subgrups; així per 
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exemple, tots els treballs identifiquen un subtipus basat en el fenotip MSI i un altre 

caracteritzat per l’elevada expressió de gens mesenquimals, però presenten poca 

homogeneïtat en la resta de grups proposats. Per tal d’arribar a un consens, el CRC Subtyping 

Consortium (CRCSC) va proposar una nova classificació basada en l’anàlisi conjunt de totes les 

dades. El resultat és la definició de 4 subtipus moleculars (CMS) diferenciats: CMS1 (subtipus 

d'inestabilitat de microsatèl·lits immune, 14% dels casos), CMS2 (subtipus canònic, 37% dels 

casos), CMS3 (subtipus metabòlic, 13% dels casos) i CMS4 (subtipus mesenquimal, 23% dels 

casos). Les característiques biològiques de cada un d’aquests subtipus es troben detallades a la 

Figura 2. Aquesta classificació es considera el sistema taxonòmic més robust del CCR i 

representa la base per una futura estratificació clínica dels pacients en base al subtipus 

molecular del seu tumor (17).  

 

                      
Figura 2.  Característiques biològiques dels quatre subtipus moleculars de CCR proposats pel CRCSC. Adaptat de 
Guinney J i col. Nat Med (2015) (17).  
 

1.1.4. Estadificació  

En el diagnòstic del CCR, paral·lelament a l’avaluació clínica del pacient es realitza l’avaluació 

patològica de la malaltia. Històricament, el sistema d’estadificació de Dukes i la seva posterior 

modificació per Astler i Coller han estat els mètodes més utilitzats per a la classificació dels 

tumors colorectals (18). Actualment però, el sistema de classificació TNM (tumor-nòdul-

metàstasi) és el més utilitzat en el diagnòstic del CCR i ha estat definit i aprovat per la UICC 

(International Union Against Cancer) i la AJCC (American Joint Comittee on Cancer) (19). El 

sistema TNM es basa en l’extensió del tumor primari (T), el grau de disseminació als ganglis 

limfàtics locorregionals (N) i la presència de metàstasis a distància (M) (Taula 1). La combinació 
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de les categories T, N i M, permet la classificació del CCR en diferents estadis de pronòstic que 

serveixen de base per a establir el tractament més adequat en cada cas (Taula2).  Tx El tumor primari no pot ser avaluat 
T0 No hi ha evidència de tumor primari  
Tis Carcinoma in situ: intraepitelial o invasió de la làmina pròpia 
T1 El tumor envaeix la submucosa 
T2 El tumor envaeix la muscularis propia 
T3 El tumor envaeix a través de la muscularis propia fins als teixits 

pericolorectals 
T4a El tumor penetra la superfície del peritoneu visceral 
T4b El tumor envaeix directament o s’adhereix a altres òrgans o estructures 
Nx No es poden avaluar els ganglis limfàtics regionals 
N0 No hi ha metàstasi als ganglis limfàtics regionals 
N1 Existeixen metàstasis d’ 1 a 3 ganglis limfàtics regionals 
N1a Existeix metàstasi a un gangli regional 
N1b Existeixen metàstasis de 2 a 3 ganglis limfàtics regionals 
N1c Hi ha depòsit(s) tumoral(s) a la subserosa o als teixits mesentèrics o 

pericolònics no peritonealitzats, o als teixits perirectals, sense 
metàstasi ganglionar regional 

N2 Existeixen metàstasis a ≥ 4 ganglis limfàtics regionals 
N2a Existeixen metàstasis de 4 a 6 ganglis limfàtics regionals 
N2b Existeixen metàstasis a ≥ 7 ganglis limfàtics regionals 
Mx No es possible avaluar una metàstasi a distància 
M0 No existeix metàstasi a distància 
M1 Presència de metàstasi a distància 
M1a La metàstasi està confinada a un òrgan o lloc (és a dir, fetge, pulmó, 

ovari, gangli no regional,...) 
M1b Existeixen metàstasis a > 1 òrgan o lloc, o en peritoneu  

Taula 1.  Classificació TNM 
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Estadi T N M Dukes MAC Supervivència a 5 anys 

0 Tis N0 M0 - - 

90% 

I 

T1 N0 M0 A A 

T2 N0 M0 A B1 

IIA T3 N0 M0 B B2 85% 

IIB T4a N0 M0 B B2 

72% 

IIC T4b N0 M0 B B3 

IIIA 

T1-T2 N1/N1c M0 C C1 

60% 

T1 N2a M0 C C1 

IIIB 

T3-T4a N1/N1c M0 C C2 

42% T2-T3 N2a M0 C C1/C2 

T1-T2 N2b M0 C C1 

IIIC 

T4a N2a M0 C C2 

27% T3-T4a N2b M0 C C2 

T4b N1-N2 M0 C C3 

IVA Qualsevol T Qualsevol N M1a - - 

10% 

IVB Qualsevol T Qualsevol N M1b - - 

 
Taula 2. Estadiatge del CCR segons la classificació TNM, la classificació de Dukes, la modificació d’Astler i Coller 
(MAC) i la supervivència a 5 anys 
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1.1.5. Tractament quimioterapèutic del CCR 

Actualment, el tractament estàndard dels pacients amb CCR localitzat continua essent 

l’extirpació quirúrgica del tumor i dels ganglis limfàtics primaris i regionals. L’aplicació de 

tractaments de quimioteràpia o de radioteràpia ha resultat ser especialment beneficiosa en 

pacients amb tumors colorectals en estadis localment avançats (estadis III) i avançats (estadis 

IV) així com en alguns casos d’estadis II d’alt risc. El descobriment de nous fàrmacs citotòxics i, 

més recentment, d’anticossos monoclonals dirigits contra dianes moleculars específiques, ha 

contribuït a una millora significativa de la supervivència i la qualitat de vida dels pacients. A 

continuació es fa un repàs de les estratègies terapèutiques en el CCR avançat (CCRa) ja que és 

en aquest subgrup de pacients on es focalitza aquest treball de tesi. 

 

1.1.5.1. Tractament del CCRa o metastàtic 

L’objectiu principal del tractament en la malaltia metastàtica és l’increment de la 

supervivència, la reducció dels símptomes i la millora de la qualitat de vida dels pacients. En 

efecte, per als pacients amb malaltia amb recurrència local o metastàtica localitzada 

únicament en fetge o pulmó, l’extirpació del tumor mitjançant cirurgia representa l’única opció 

curativa possible. Com veurem en aquest apartat, en els darrers 20 anys s’han assolit 

importants avenços en el tractament quimioterapèutic del CCRa que han permès una millora 

significativa de la supervivència i la qualitat de vida dels pacients. Així, després de gairebé 

quatre dècades en les que la fluoropirimidina 5-fluorouracil (5-FU) constituïa l’únic agent 

quimioterapèutic disponible, el desenvolupament d’altres agents citotòxics com l’irinotecan 

(CPT-11) o l’oxaliplatí (OXA) van millorar significativament els resultats terapèutics i la 

supervivència dels pacients ja que permetien, en determinats casos, fer operables lesions 

metastàtiques inicialment considerades inabordables quirúrgicament (20). Aquest fet, lligat a 

la recent aparició de nous fàrmacs antidiana ha contribuït a una millora significativa de la 

supervivència mitjana (SM) actual dels pacients amb CCRa, arribant a ser de 24 mesos o més 

en funció de la possibilitat de cirurgia de les metàstasis (21). 

      

El 5-FU és un anàleg de l’uracil al que se li ha substituït un àtom d’hidrogen per un de fluor en 

el carboni 5 de l’anell pirimidínic. Un cop entra dins la cèl·lula, el 5-FU és transformat en 

diferents metabòlits actius: el fluorodesoxiuridin monofosfat (FdUMP) que inhibeix 

directament l'enzim Timidilat sintasa (TS); el fluorodesoxiuracil trifosfat (FdUTP) que pot unir-

se a l’ADN aturant el seu procés de replicació i el fluorouridin trifosfat (FUTP) que ho fa a l’àcid 

ribonucleic (ARN), evitant la seva transcripció. El 5-FU s'administra juntament amb el metabòlit 
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de l'àcid fòlic leucovorin (LV), el qual, estabilitza la unió entre la TS i la forma activa del 5-FU, 

augmentant així el periode d'activitat d'aquest últim (22). El CPT-11 és un derivat soluble de la 

camptotecina el mecanisme d'acció del qual, es basa en la inhibició de l'enzim Topoisomerasa 

I, enzim que actua unint-se a l’ADN i col·laborant en l’eliminació dels impediments estèrics 

derivats de l’estructura helicoidal de l’ADN que impedeixen el procés de replicació d'aquest 

(23) . Finalment, l'oxaliplatí, com veurem amb detall en l'apartat següent, és un derivat del 

platí de tercera generació que actua unint-se a la cadena d'ADN i formant adductes Platí-ADN 

que impediran la síntesi i replicació d'aquest (24) . 

 

Així doncs, els esquemes de tractament en primera línia del CCRa es basen en l’administració 

de 5-FU per via intravenosa, o de la fluoropirimidina oral capecitabina, en diverses 

combinacions com ara el FOLFOX (5-FU/LV/OXA) o el FOLFIRI (5-FU/LV/CPT-11) les quals han 

demostrat augmentar les taxes de resposta (RR) més enllà del 50%, la supervivència lliure de 

progressió (SLP) i la SG en comparació amb la monoteràpia amb 5-FU/LV (25, 26). Actualment, 

tant el FOLFOX com el FOLFIRI representen els tractaments d’elecció en primera línia de 

tractament del CCRa. L’elecció d’un o altre esquema determina quin dels dos s’escullirà en 

segona línia. L'administració de FOLFOX o FOLFIRI en primera línia de tractament es tradueix 

en una millora de la supervivència i en un major percentatge de malalts subsidiaris de cirurgia 

secundaria per a l’extirpació de metàstasis hepàtiques considerades no extirpables abans de la 

quimioteràpia (27-29). També, la combinació de capecitabina i OXA (XELOX) ha demostrat ser 

una alternativa eficaç a la combinació de 5-FU i OXA (30, 31). Els triplets basats en la 

combinació de 5-FU/LV, OXA i CPT-11 (FOLFOXIRI) resulten molt tòxics però alhora molt 

efectius sobretot quan hi ha una intenció de convertir en operables aquelles metàstasis que no 

ho eren d’inici (32, 33).  

En els darrers anys, s’han desenvolupat tota una sèrie de nous agents farmacològics dirigits a 

dianes terapèutiques específiques i destinats a millorar l’eficàcia dels fàrmacs 

quimioterapèutics existents. Actualment, els agents antidiana aprovats per a ús clínic en CCRa 

es basen principalment en la supressió de l'angiogènesi i en el bloqueig del receptor EGFR.  

 

El Bevacizumab és un anticòs monoclonal que actua bloquejant el factor de creixement 

vascular endotelial A (VEGF-A, Vascular endothelial growth factor A) i per tant, interferint en la 

neoformació de vasculatura. La incorporació del Bevacizumab als règims estàndards de 

primera i segona línia de quimioteràpia millora la SG, la SLP i la RR en comparació a la 

quimioteràpia sola (34-36). A banda del Bevacizumab; s’ha avaluat l’eficàcia del ziv-aflibercept 

(un inhibidor del VEGF) i el Regorafenib (un inhibidor multiquinasa) en combinació amb 
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quimioteràpia estàndard en el tractament del CCRa. El Ziv-aflibercept representa una 

alternativa eficaç al Bevacizumab en combinació amb FOLFIRI, únicament en segona línia de 

tractament. L’ús del Regorafenib, en canvi, està limitat a aquells pacients que han progressat a 

totes les línies de tractament estàndard [Revisat a (37)]. A més a més, l'any 2015 va ser 

aprovat l'ús del Ramucirumab, un inhibidor del receptor de VEGF VEGFR2 (Vascular endothelial 

growth factor receptor 2), en combinació amb FOLFIRI en aquells pacients que havien 

progressat durant o després del tractament amb FOLFOX més Bevazucimab (38).  

 

El Cetuximab és un anticòs monoclonal IgG1 que s’uneix específicament al receptor del factor 

de creixement epidèrmic (EGF, Epidermal growth factor) i que va ser aprovat en base als 

resultats de l’estudi clínic BOND, en el qual es comparava l’esquema de tractament Cetuximab 

+ CPT-11 amb Cetuximab sol en pacients amb CCRa que havien progressat davant el 

tractament de primera línia amb fluoropirimidines i CPT-11. Aquest estudi va mostrar un 

augment de la RR i del temps a la progressió (TP) en la branca de Cetuximab + CPT-11, encara 

que no es van obtenir diferències significatives en relació a la SG (39). Posteriorment, l’assaig 

clínic de fase III CRYSTAL va demostrar que el tractament de primera línia amb Cetuximab + 

FOLFIRI reduïa el risc de progressió del CCR metastàtic en comparació al tractament amb 

FOLFIRI sol i també que només els pacients amb tumors que no presentaven mutacions en el 

gen KRAS, podien beneficiar-se del tractament amb Cetuximab (40). Pel que fa a la combinació 

de cetuximab i oxaliplatí no queda clar el benefici en pacients KRAS wild type (WT) comparat 

amb FOLFOX (41-43). La mutació V600F en BRAF (present en el 5-10% dels tumors colorectals) 

sembla tenir un valor pronòstic en les línies inicials de tractament amb fàrmacs anti-EGFR.  

 

Un segon fàrmac anti-EGFR utilitzat en el tractament del CCRa és el Panitumumab, un anticòs 

monoclonal IgG2 totalment humanitzat que va ser aprovat en monoteràpia de tercera línia en 

pacients amb tumors KRAS WT que havien desenvolupat resistència a CPT-11, oxaliplatí i 

fluoropirimidines (44).  Posteriorment es va demostrar un benefici en la SLP dels pacients amb 

CCRa (KRAS WT) tractats en primera línia amb la combinació FOLFOX-Panitumumab i en 

segona línia amb FOLFIRI-Panitumumab (45, 46). 

  

Els estudis clínics CAIRO-2, PACCE i BOND 2 van avaluar el benefici d’incorporar un fàrmac anti-

EGFR (Cetuximab o Panitumumab) als règims de tractament estàndard basats en CPT-11 o OXA 

més Bevacizumab (47, 48). Els resultats obtinguts no van reportar cap benefici significatiu però 

sí un augment de la toxicitat i per consegüent, l’ús conjunt dels anticossos anti-EGFR amb 

Bevacizumab no està recomanat actualment en la pràctica clínica.       
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Per últim, cal esmentar la recent aprovació per part de la U.S. Food and Drug administration 

(FDA) i l'agència europea del medicament (EMA), d'un nou fàrmac oral per al tractament del 

CCRa, el TAS-102. L'estudi de Fase III RECOURSE va demostrar que la utilització de l'agent 

antitumoral TAS-102 en pacients amb CCRa resistents a tots els règims de tractament 

estàndard, permetia una millorar de 2 mesos en la SG (49). 

 

A la figura 3 estan representats els diferents esquemes de tractament del CCRa a partir d'una 

primera línia basada en l'oxaliplatí, l'irinotecan o el triplet 5-FU/OXA/CPT-11.  

1ª línia opcional

1ª línia

2ª línia

3ª línia

4ª línia

1ª línia basada en oxaliplatí 1ª línia basada en irinotecan Triplet QT

 
Figura 3. Diagrama dels diferents esquemes de tractament del CCRa. (1) només en pacients KRAS wt. La 
primera línia opcional amb FU o FU+Bev està indicada en aquells pacients que no presenten símptomes 
o risc d'una ràpida progressió de la malaltia.  FU : fluoropirimidines; Iri : Irinotecan; Ox : oxaliplatí;  Bev: 
bevacizumab; Afli: aflibercept; Cet: cetuximab; Pan: panitumumab. Adaptat de Schmoll i col. Ann Oncol 
(2012) (50) 

 

1.2.  L’Oxaliplatí 

1.2.1. Aspectes generals 

Tal i com es desprèn de l’apartat anterior, l’oxaliplatí és un fàrmac essencial en el tractament 

del CCRa i a més a més, també ho és en el tractament de la malaltia localitzada (51-53). 
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L’oxaliplatí (1,2-diaminociclohexà-oxalat-platí II) és un compost platinat de tercera generació 

que ha demostrat tenir un perfil d’activitat i toxicitat diferent a la dels seus anàlegs platinats, 

cisplatí i carboplatí. L’oxaliplatí va ser descobert l’any 1976 pel professor Yoshinori Kidani i fou 

patentat tres anys més tard. L’any 1994, la farmacèutica Sanofi-Aventis va adquirir la seva 

llicència i el va comercialitzar sota el nom d’Eloxatin. Aquest fàrmac, va ser aprovat a Europa 

l’any 1999 i posteriorment als Estats Units per la FDA l’any 2004. 

 

La formula química de l’oxaliplatí és C8H14N2O4Pt i el seu pes molecular és de 397,28 g/mol. 

Estructuralment, està format per un grup oxalat, una molècula de platí (Pt) i un anell 

diaminociclohexà (DACH). La presència d’aquest anell DACH provoca un augment de la mida 

de la molècula d’oxaliplatí respecte la de cisplatí, conferint-li una estructura diferent (Figura 4). 

Aquestes diferències estructurals proporcionen a l’oxaliplatí un espectre diferent d’acció i 

d’activació de vies de reparació del dany a l’ADN en comparació als seus anàlegs platinats (54). 

 

AnellDACH Grup oxalat

OXALIPLATÍ CISPLATÍ

 
Figura 4. Esquema de l'estructura de les molècules d'oxaliplatí i cisplatí. Adaptat de Raymond E. i col. 
Mol. Cancer Ther. (2002) (55). 
 

S’ha demostrat l’activitat citotòxica de l’oxaliplatí tant a nivell in vitro com in vivo en diferents 

tumors, com els de colon i recte, mama, estòmac, ovari, pulmó de cèl·lula no petita i el 

limfoma de Hodking, entre d’altres. A més, l’oxaliplatí ha demostrat ser efectiu en aquells 

tumors intrínsecament resistents a altres compostos platinats com el cisplatí o el carboplatí 

[Revisat a (55)]. L’ús de l’oxaliplatí està aprovat per al tractament no només del CCR, sinó 

també del càncer gàstric i el càncer de pàncrees.  

 

1.2.2. Farmacocinètica i biotransformació  

L’oxaliplatí s’administra per via intravenosa mitjançant infusió continua durant 2 a 6 hores. En 

contacte amb la sang, l’oxaliplatí perd el grup oxalat i incorpora dos molècules de clor (DACH-
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Pt-Cl2). Aquesta molècula penetra a la cèl·lula principalment per difusió passiva encara que en 

determinats casos també ho pot fer mitjançant proteïnes transportadores. Un cop a l’interior 

de la cèl·lula, degut a la baixa concentració de clor intracel·lular, la molècula d’oxaliplatí 

substitueix els ions clor per dues molècules d’aigua i es transforma en una molècula de DACH-

Pt-diaqua carregada positivament capaç d’interaccionar principalment amb l’ADN, però també 

amb ARN i proteïnes, i produir el seu efecte citotòxic (Figura 5) [Revisat a (55, 56)]. El complex 

DACH-Pt pot presentar tres conformacions isomèriques que interaccionen de manera diferent 

amb l’ADN essent la forma TRANS-L la conformació més efectiva [Revisat (54)]. 

 

 
Figura 5. Procés de biotransformació de l'oxaliplatí. Adaptat de Raymond E. i col. Mol Cancer Ther (2002)(55). 
 

La farmacocinètica de l’oxaliplatí es caracteritza per presentar una curta fase inicial de 

distribució i una fase final més llarga d’eliminació del fàrmac. A les 2 hores d’infusió, el 15% de 

l’oxaliplatí es troba present a la sang i el 85% restant és ràpidament distribuït als teixits o 

eliminat. L’eliminació del fàrmac es produeix principalment per via renal amb aclariment 

màxim a les 48 hores post-administració [Revisat a (56)].  

 

1.2.3. Mecanismes d’acció  

La formació d’adductes d’ADN representa el mecanisme determinant de l’activitat antitumoral 

dels agents platinats [Revisat a (54)]. A l’interior de la cèl·lula, la molècula d’oxaliplatí (DACH-

Pt-diaqua) és capaç d’interaccionar amb molècules nucleofíliques com l’ADN, l’ARN i proteïnes, 

essent l’ADN la molècula diana preferent. La unió d’aquest agent platinat a l’ADN es produeix 

mitjançant enllaços covalents amb els nitrògens en posició 7 dels anells imidazol de les bases 

puríniques guanina (G) i adenosina (A) de l’ADN. Els adductes formats poden ser 

intracatenaris, intercatenaris i en forma de monoadductes. Els entrecreuaments intracatenaris 

representen les lesions més freqüents i es produeixen majoritàriament entre dues bases de 

guanina consecutives (1,2d-CpG), una guanina i una adenosina (1,2d-ApG) o entre guanina, 

base, guanina (1,3d-GpXpG). Els entrecreuaments intercatenaris, en canvi, es generen per la 

unió entre bases de guanina de les dues cadenes d’ADN. Per últim, la majoria dels 

monoadductes d’ADN reaccionen i es converteixen en adductes intracatenaris. La formació 

d’aquests adductes es tradueix en el bloqueig de la transcripció i replicació de l’ADN així com 



 

 15

In
tr
od

uc
ci
ó 

  

en la consegüent inhibició de les vies de reparació del dany a l’ADN i l’activació de vies de 

senyalització de mort cel·lular (57). Els adductes d’oxaliplatí produeixen el seu efecte en el 

bloqueig de la transcripció gènica mitjançant tres mecanismes d’acció: en primer lloc, evitant 

la unió dels factors de transcripció a les regions promotores de l’ADN i per tant impedint-ne la 

seva transcripció; en segon lloc, bloquejant l’accés de l’enzim polimerasa a la cadena d’ADN i 

per últim, alterant l’estructura i mobilitat de la cromatina i els nucleosomes [Revisat a (58)]. 

L’oxaliplatí també pot unir-se a certes proteïnes que actuen com a sensors del dany genòmic, 

segrestant factors de transcripció, aturant el cicle cel·lular i activant diverses cascades de 

senyalització [Revisat a (55)] (Figura 6). 

 

Monoadducte d’ADN Entrecreuament
intracatenari

Entrecreuament
intercatenari

Entrecreuament
ADN - proteïna  

Figura 6.Tipus d'adductes generats entre l'oxaliplatí i l'ADN. Adaptat de Rabik CA i col., Cancer Treat Rev (2007)(57) 
 

En resposta al dany a l’ADN causat per l’oxaliplatí, s’activen les proteïnes quinasa ATM (Ataxia-

telengiectasia mutated)/ATR (ATM-Rad3-related) i DNA-PK (DNA-dependendent kinase) les 

quals poden activar, directa o indirectament, la proteïna supressora tumoral p53. Per la seva 

banda, p53 activa la transcripció de tota una sèrie de gens, com p21, GADD45 i 14.3.3, 

responsables de l’aturada del cicle cel·lular en les transicions G1-S i/o G2-M i l’activació de les 

vies de reparació del dany a l’ADN (59).  

 

Per tant, el següent pas de la resposta cel·lular a l’estrès genotòxic és l’activació de les vies 

reparadores de l’ADN. Les principals vies activades per acció dels agents platinats són les que 

s’encarreguen de la reparació de danys intracatenaris distorsionadors de la doble hèlix d’ADN, 

com la via de reparació per escissió de nucleòtids o NER (Nucleotide excision repair) i de 

manera secundària, la via de reparació per escissió de bases o BER (Base excision repair). Altres 

vies de reparació, com el sistema MMR i la via de recombinació homòloga (HR/NHEJ), han 

estat relacionades amb el cisplatí però no sembla que participin en el reconeixement i 

reparació dels adductes produïts per l’oxaliplatí. S’ha hipotetitzat que aquest podria ser un 

dels motius pels quals els tumors amb alteracions en la via de de MMR, com el CCR, són 

intrínsecament resistents a cisplatí i carboplatí però sensibles a l’acció de l’oxaliplatí (57, 60).  
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L’acumulació de lesions a l’ADN causades pels adductes platinats acaben superant la capacitat 

de reparació de la cèl·lula, fet que provoca l’activació de les vies de senyalització de mort. 

L’oxaliplatí pot provocar la mort cel·lular a través de diferents mecanismes, com l’apoptosi, la 

necrosi, la catàstrofe mitòtica i/o la senescència.  

 

L’apoptosi pot activar-se a través de dues vies de senyalització: la via intrínseca i la via 

extrínseca. Sembla ser que la via intrínseca és la que predomina després del tractament amb 

oxaliplatí (61). Aquesta via està regulada per diverses proteïnes pro- i antiapoptòtiques de la 

família Bcl-2 (B cell lymphoma 2). Així, el balanç entre Bax (proapoptòtica) i Bcl-2 

(antiapoptòtica) provoca un canvi de permeabilitat en la membrana mitocondrial que permet 

l’alliberament del citocrom c al citosol, la formació de l’apoptosoma i l’activació de les 

caspases 9 i 3 respectivament [Revisat a (62)]. La proteïna p53 regula positivament l’expressió 

de Bax i ambdues proteïnes han demostrat tenir un paper determinant en la resposta 

citotòxica de diversos fàrmacs, entre ells l’oxaliplatí (63, 64). A més a més, Rakitina i 

col·laboradors van demostrar que el tractament amb oxaliplatí induïa l’apopotosi a través de la 

fosforilació i activació de la via de p38-MAPKs i la consegüent activació de les caspases 9 i 3 en 

línies cel·lulars de CCR (65). En la via extrínseca, en canvi, l’activació de les caspases 8 i 3 està 

produïda per l’activació de receptors de mort localitzats en la membrana cel·lular, com TNFR1, 

Fas/CD95, TRAIL, DR4 i DR5 [Revisat a (62)]. Marchetti i col·laboradors van reportar l’activació 

de la via extrínseca en resposta a oxaliplatí en la línia de CCR HCT15 (66) (Figura 7).  
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Via Extrínseca Via Intrínseca

Senyal d'estrès nuclear p53

Bax

Bak

Bcl-2

Lligand de mort

FADD procaspasa-8

tBid

procaspasa-9caspasa-9Bidcaspasa-8
APAF-1

apoptosoma

caspasa-3/7 IAP

apoptosi  
Figura 7. Representació dels processos que condueixen a l'activació de la via intrínseca i extrínseca d'apoptosi. 
 

Per últim, és important mencionar que l’oxaliplatí també pot activar la necrosi degut en part a 

la producció de radicals lliures d’oxigen (ROS) i estrès oxidatiu (67, 68). Un estudi realitzat pel 

nostre grup va demostrar que el tractament amb oxaliplatí produïa un augment de l’expressió 

de gens implicats en els processos de necroptosis (necrosi cel·lular programada) i autofàgia, 

entre ells, BMF (69).  A més a més, també s’ha reportat que la producció de ROS per part de 

l’oxaliplatí pot activar mecanismes de senescència en línies de carcinoma hepatocel·lular (70). 

Treballs realitzats amb línies cel·lulars d’adenocarcinoma gàstric i esofàgic van mostrar que el 

tractament amb oxaliplatí produïa una disminució dels nivells de la proteïna antiapoptòtica 

Survivina i en conseqüència l’activació de la mort cel·lular per catàstrofe mitòtica (71). En 

conclusió, la capacitat de l’oxaliplatí per induir diferents formes de mort cel·lular contribueix a 

la seva eficàcia com a agent citotòxic i antineoplàsic. 

 

1.2.4. Toxicitat de l'oxaliplatí 

En general, el tractament quimioterapèutic amb oxaliplatí indueix toxicitat a nivell del sistema 

hematopoiètic, tracte gastrointestinal i sistema nerviós. Els símptomes més característics són: 

neutropènia, trombocitopènia, nàusees, vòmits, diarrea i neuropatia perifèrica. La severitat de 

la toxicitat hematopoiètica i gastrointestinal és moderada i remet un cop s'atura el tractament 

amb oxaliplatí [Revisat a (72)]. La neuropatia sensorial perifèrica, en canvi, és la principal 

toxicitat limitant de dosi i una important causa d'interrupció del tractament. Aquesta 
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neurotoxicitat apareix en el 95% dels pacients i pot diferenciar-se en neuropatia aguda i 

neuropatia crònica. La neuropatia aguda es caracteritza per parestèsies i disestèsies en 

extremitats, boca i gola. Aquests símptomes remeten en qüestió d'hores o dies i estan causats 

com a conseqüència de la inhibició de les bombes de sodi per efecte de l'acció quelant de 

l'oxalat sobre les molècules de calci i magnesi [Revisat a (73)]. El tractament administrat per a 

controlar aquesta simptomatologia es basa en l'administració de gluconat de calci i/o sulfat de 

magnesi (74). D'altra banda, la neuropatia crònica apareix de manera progressiva per efecte de 

l'acumulació del fàrmac a l'organisme i la consegüent atrofia i mort neuronal. Els principals 

símptomes són parestèsies i formigueig en dits i peus, propiocepció reduïda, pèrdua dels 

reflexes perifèrics i atàxia sensorial [Revisat a (73)]. 

 

1.3. Resistència a la quimioteràpia 

La quimioteràpia continua essent una eina essencial en el tractament dels pacients amb CCR 

metastàtic però la seva eficàcia es veu compromesa degut a l’aparició de resistències. Aquesta 

resistència pot dividir-se en dues categories: la resistència intrínseca i la resistència adquirida. 

La resistència intrínseca és aquella que ja és present en les cèl·lules abans de l’inici del 

tractament, i que per tant, és deguda a factors inherents a la cèl·lula tumoral. D’altra banda, la 

resistència adquirida és aquella que apareix durant l’exposició al fàrmac en tumors que 

inicialment responien al tractament i que es produeix per l’aparició de mutacions durant el 

tractament així com per altres respostes adaptatives com la sobreexpressió de dianes 

terapèutiques o l’activació de vies de senyalització alternatives compensatòries [Revisat a 

(75)]. A més a més, degut a la gran heterogeneïtat molecular dels tumors (76), la resistència 

adquirida als fàrmacs pot aparèixer també per l’efecte del tractament en la selecció d’una 

petita subpoblació de cèl·lules resistents que ja eren presents inicialment en el tumor. En 

general, en el tractament de primera línia del CCRa, la resistència intrínseca es dóna en el 50% 

dels casos mentre que la resistència adquirida apareix aproximadament als 10 mesos de 

mediana després d’haver iniciat el tractament. La quimioresistència és un procés multifactorial 

i inclou una gran varietat de mecanismes complexes, com són [Revisat a (75)] (Figura 8): 

 

Factors intrínsecs al tumor: limitació a l’accés de la droga, mala absorció del fàrmac degut a la 

mida de la massa tumoral o bé, fenòmens d’hipòxia. 
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Factors farmacocinètics: increment en la detoxificació de la droga i/o una distribució 

insuficient del fàrmac que implicaran una menor concentració intracel·lular d’aquest. També, 

una mala absorció, metabolització o bé una ràpida degradació del fàrmac per part de les 

cèl·lules tumorals que provocaran una disminució en la concentració del fàrmac i conduiran a 

una pèrdua d’efectivitat. A més a més, es produeixen fenòmens de resistència degut a la 

utilització d’una via d’administració incorrecta o una mala dosificació del fàrmac. 

 

Factors farmacodinàmics: com els relacionats amb el transport de la droga (inhibició de 

l’entrada i/o increment dels mecanismes d’expulsió de la droga), alteracions en la 

metabolització, alteracions en les dianes terapèutiques, o bé, canvis relacionats amb el cicle 

cel·lular, els mecanismes de reparació, i les vies de protecció en front dels processos 

d’apoptosi. 

 

Metabolisme

Eliminació

Distribució

Absorció

FC

Entrada del fàrmac

Sortida del fàrmac

Activació del fàrmac

Dany cel·lular

Inactivació del fàrmac

Alteració en la diana del fàrmac

Resposta adaptativa

Alteracions en l’apoptosi

Mort cel·lular

Cèl·lula tumoral
FD

 
Figura 8.  Principis generals de la resistència a fàrmacs. FC: factors farmacocinètics. FD: factors farmacodinàmics. 
Adaptat de Holohan C i col. Nat Rev Cancer (2013)(75) 
 

 

També la pròpia genètica individual pot influenciar en els processos de resistència fet que 

queda demostrat per l’evidència clínica de que no tots els pacients responen de la mateixa 

manera a la quimioteràpia. Aquestes diferències interindividuals poden ser degudes a canvis 

en les seqüències dels gens implicats en els mecanismes descrits anteriorment. Coneixent 

aquestes variacions, anomenades polimorfismes, es pot saber quin és el genotip del pacient i 

per tant, quina és la seva predisposició genètica a la resposta al fàrmac. Com detallarem més 

endavant, el nostre grup han demostrat que els polimorfismes en el gen de l’enzim TS 

juntament amb els de gens de reparació de l’ADN com ERCC1, XRCC1 o XPD presenten valor 

predictiu de resposta a la quimioteràpia basada en 5-FU i OXA en pacients amb CCRa (77, 78). 

 



 

 20

In
tr
od

uc
ci
ó 

  

A banda d’aquests factors, la resistència també pot venir donada per l’heterogeneïtat del 

tumor i del seu microambient, així com pels canvis epigenètics esdevinguts en les cèl·lules 

tumorals (79, 80). Paral·lelament, tots aquells canvis que provoquin alteracions en les vies 

implicades en la cinètica del cicle cel·lular així com en les vies d’activació de l’apoptosi tenen 

un pes important en el desenvolupament de la quimioresistència (81). Més recentment, la 

presència de cèl·lules mare en els tumors també ha estat relacionada amb un increment de la 

resistència a la quimioteràpia en diversos tipus de càncer (82).  

 

En determinats casos, les cèl·lules tumorals poden esdevenir resistents a múltiples drogues 

alhora (fenotip multidrug resistant, MDR). Aquest fenomen apareix com  a conseqüència de la 

sobreexpressió de proteïnes responsables del transport dels fàrmacs a la cèl·lula. Exemples 

d’aquestes proteïnes són: les proteïnes transportadores de la família ABC (Adenosine-

triphosphate binding cassette), com MRP1, MRP2 i ABCG2 així com la  Glicoproteïna P (83).  

 

1.3.1. Resistència a oxaliplatí 

De la mateixa manera que succeeix amb altres agents quimioterapèutics, els tumors també 

poden presentar resistència a l’oxaliplatí. La resistència a oxaliplatí és un procés complex i 

multifactorial que implica un gran nombre de factors com ara alteracions en la captació, 

acumulació i eliminació del fàrmac, alteracions en la permeabilitat de les membranes 

cel·lulars, detoxificació del fàrmac per conjugació amb glutatió, alteracions en els sistemes de 

reparació del dany a l’ADN, alteració en les vies de mort cel·lular i canvis epigenètics. Els 

mecanismes moleculars de resistència a oxaliplatí han estat revisats recentment pel nostre 

grup (84) (Figura 9).  
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Figura 9. Principals mecanismes associats a la resistència a oxaliplatí. → activació;  inhibició; ↑: augment de 
l'expressió; ↓: disminució de l'expressió;  -pol: polimorfisme; -Met: metil·lat; Mito: mitocondria; DRs: receptors de 
mort; SB: trencaments de cadena simple. Adaptat de Martinez-Balibrea i col., Mol. Cancer Ther. (2015) (84). 
 

 

La reducció de la captació unida a un increment de l’eliminació es tradueix en una disminució 

dels nivells d’oxaliplatí presents a l’interior de la cèl·lula i per tant, en un decrement en el 

nombre d’adductes de platí-ADN formats. A tall d’exemple, diverses proteïnes transportadores 

de membrana encarregades de la captació de l'oxaliplatí com hCTR1 (Human copper 

transporter 1), o l’elimició del mateix com ATP7A (ATPase Cu transporting alpha polypeptide) i 

ATP7B (ATPase Cu transporting beta polypeptide) han estat relacionades amb la resistència a 

oxaliplatí a nivell in vitro (85). També en pacients de CCRa tractats amb oxaliplatí, el nostre 

grup va demostrar que nivells elevats d’ATP7B s’associaven a un pitjor pronòstic (86). De la 

mateixa manera, la sobrexpressió de diferents transportadors de la família SLC (solute carrier) i 

ABC (ATP-binding cassette) ha estat associada a un augment de la resistència a oxaliplatí en 

diferents models cel·lulars (87, 88). 
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L’augment en la detoxificació dels fàrmacs platinats mitjançant la seva conjugació amb l’enzim 

Glutatió-S-Transferasa (GST) ha demostrat estar relacionat amb la resistència tot i que en el 

cas de l’oxaliplatí aquest efecte no està tan clar (89, 90). Pel contrari, diversos polimorfismes 

en el gen que codifica aquest enzim sí s'han relacionat amb la sensibilitat a l’oxaliplatí (91).  

 

Les alteracions en les vies reparadores de l’ADN també constitueixen un important factor 

relacionat amb la resistència a l’oxaliplatí. Estudis realitzats en models in vitro han demostrat 

la implicació de certes proteïnes de la via NER, com ERCC1 , XPF i XPG, en la sensibilitat a 

l'oxaliplatí [Revisat a (92)]. D’acord amb això, s’ha reportat un increment de l'expressió 

d’ERCC1 en línies de CCR i càncer d'ovari resistents a oxaliplatí (93) i també s’ha observat que 

la inhibició específica de XPF i XPG es tradueix en una disminució de la capacitat reparadora de 

l'ADN i un augment de la sensibilitat a oxaliplatí (94). A nivell clínic, s’ha descrit l'associació 

entre els nivells d'expressió d'ERCC1 en els tumors i la resposta al tractament en pacients 

tractats amb oxaliplatí [Revisat a (92)] i que la positivitat tumoral d’ERCC1 era un factor 

pronòstic en pacients amb CCR d'estadi III tractats amb esquemes basats en aquest derivat 

platinat (95). D’altra banda, alguns polimorfismes en els gens ERCC1, XPD i XRCC1 s’han 

correlacionat amb la resposta i/o el TP dels pacients tractats amb esquemes de tractament 

que contenien oxaliplatí. Pel que fa als polimorfismes d'ERCC1, molts treballs s’han focalitzat 

en l'estudi de la mutació silenciosa [canvi de base citosina (C) per timina (T)] en el codó 118 

d'ERCC1 en relació al pronòstic dels pacients tractats amb oxaliplatí. Així, mentre que resultats 

del nostre grup han demostrat el valor predictiu del genotip T/T, altres treballs han reportat 

una associació negativa o nul·la entre l’al·lel T i el pronòstic dels pacients tractats amb aquest 

agent platinat (77, 92). En relació a la via de reparació BER, s'ha demostrat que la substitució 

de l'aminoàcid arginina per àcid glutàmic en el codó 399 de la proteïna XRCC1 es correlaciona 

amb un menor TP i un pitjor pronòstic dels pacients amb CCRa tractats amb combinacions 

basades en oxaliplatí (78). 

 

L’alteració dels mecanismes de mort cel·lular també representa un important mecanisme 

d’adquisició de resistència a l’oxaliplatí. Entre ells, el paper de la proteïna p53 ha estat focus 

d’atenció tot i que els resultats reportats són poc concloents. Així, la mutació de guany de 

funció de p53 (present en el 50% dels tumors humans) s’ha associat amb un increment de la 

resistència intrínseca a l’oxaliplatí (96). D’altra banda, certs estudis demostren que la inhibició 

de l’expressió de p53 mitjançant siRNA (small interference RNA) condueix a un increment de la 

resistència a oxaliplatí, però en canvi, en altres treballs aquesta correlació no queda 
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demostrada suggerint que l’estat mutacional de p53 representa un factor important, però no 

únic en la sensibilitat a oxaliplatí (87, 96). 

  

En relació a la via apoptòtica intrínseca, la pèrdua del factor proapoptòtic Bax s’ha relacionat 

amb una disminució de la sensibilitat a oxaliplatí (97) i al contrari, la inhibició de l'expressió de 

les proteïnes antiapoptòtiques Bcl-2 i Bcl-xl produeix un efecte sensibilitzador (98, 99). La via 

extrínseca d’activació de l’apoptosi sembla que també pot afectar la resistència donat que el 

silenciament gènic de la metal·loproteasa 7 (MMP7) condueix a un augment de la sensibilitat a 

oxaliplatí mitjançant l’increment del receptor Fas i en conseqüència, l'activació de la mort 

cel·lular (100). 

 

Tot i que menys estudiats, els mecanismes epigenètics com la metilació de l'ADN, la 

modificació d'histones i la presència de micro ARNs (miRNAs) també poden tenir un efecte en 

la resposta i resistència a oxaliplatí. Per exemple, com a conseqüència de l’adquisició de 

resistència a oxaliplatí, el gen SRBC s’hipermetila, silenciant-se la seva expressió i contribuint 

per mecanismes no descrits a la inefectivitat del platí en les línies resistents a aquest fàrmac. 

Aproximadament un 30% dels tumors primaris colorectals presenten aquesta alteració 

epigenètica el que es correlaciona amb un pitjor TP i SG quan els  pacients són tractats amb 

esquemes de quimioteràpia basats en l'oxaliplatí (101). 

 

Finalment, la hiperactivació de vies de senyalització intracel·lular que conflueixen en la 

transcripció de gens de supervivència i proliferació, com ara la via de Wnt o la de PI3K-Akt, 

també s’ha relacionat amb un increment en la resistència a oxaliplatí. En molts casos, el factor 

de transcripció nuclear kappa B (NF-κB), és un dels principals efectors d’aquestes vies [Revisat 

a (75)] i ha estat àmpliament associat amb fenomens de resistència a fàrmacs. En aquest 

context, el nostre grup va analitzar les diferències a nivell transcriptòmic entre quatre línies de 

CCR sensibles i les seves corresponents línies derivades amb resistència adquirida a oxaliplatí, 

identificant  3 gens, AKT1, CDK5 i TRIP les alteracions en l’expressió dels quals confluirien en 

una major activació de la via de senyalització NF-κB en les línies resistents (102) (Figura 10). 
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Figura 10. Implicació d'AKT1, CDK5 i TRIP en la regulació de la via de senyalització de NF-κB. Linies puntejades: 
estat de l'expressió d'aquests gens en les línies resistents a oxaliplatí en comparació a les línies sensibles; →: 
activació;  : inhibició. Martinez-Cardus i col.  Mol Cancer Ther (2009)(102). 
 

NF-κB juga un paper molt important en el desenvolupament i la progressió del càncer, i la seva 

sobreactivació ha estat proposada com un important mecanisme de quimioresistència 

mitjançant la transcripció de gens antiapoptòtics i activadors de la proliferació cel·lular [Revisat 

a (103)]. Així doncs, aquest treball representa el punt de partida de la present tesi doctoral 

focalitzada en l’estudi de la implicació de NF-κB en el procés d'adquisició de resistència 

adquirida a oxaliplatí, així com de la possibilitat d’inhibir-lo  farmacològicament com a 

estratègia de reversió d’aquest fenomen. 

 

 1.4. El factor de transcripció Nuclear kappaB (NF-κB) 

1.4.1. Família de NF-κB  

El factor de transcripció NF-κB fou descrit per primera vegada l’any 1986 per David Baltimore i 

Ranjan Sen com un factor modulador de la transcripció de la cadena lleugera de les 

inmunoglobulines en els limfòcits B (104). Posteriorment s’ha evidenciat que NF-κB és un 

factor de transcripció nuclear dimèric d’expressió ubiqua implicat en la regulació de múltiples 

processos cel·lulars com inflamació, adhesió, proliferació, diferenciació, apoptosi i oncogènesi 

[Revisat a (105-107)]. 
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NF-κB és un dímer constituït per proteïnes de la família Rel. En les cèl·lules dels mamífers, la 

família de NF-κB consta de 5 membres: RelA (p65), c-Rel, RelB, NF-κB1 (p50) i NF-κB2 (p52) 

(Figura 11), codificats pels gens: RELA, REL, RELB, NFKB1 i NFKB2, respectivament. Aquestes 

proteïnes poden ser classificades en dues subfamílies o grups funcionals [Revisat a (108)]:  

 

Subfamília I : inclou els membres amb domini TAD (transcription activation domain) en el seu 

extrem C-terminal: RelA, c-Rel i RelB.  El domini TAD és necessari per a la regulació positiva de 

l’expressió gènica.  

 

Subfamília II : inclou els membres sense domini TAD: NF-κB1 i NF-κB2. A diferència de la resta 

de membres de la família Rel, NF-κB1 i NF-κB2 són sintetitzats inicialment com a precursors, 

anomenats p105 i p100, essent posteriorment processats proteolíticament fins a generar les 

subunitats madures p50 i p52, respectivament. És per aquest motiu, que els membres 

d’aquesta subfamília no actuen com a activadors de la transcripció excepte en aquells casos en 

els que es troben formant dímers amb membres de la subfamília I. 

 

En relació a la seva estructura, tots els membres de la família NF-κB presenten un domini N-

terminal comú anomenat RHD (Rel Homology Domain). Aquest domini està format per 300 

aminoàcids i és el responsable de la dimerització entre els diferents membres d’aquesta 

família així com de l’associació amb les proteines inhibitòries IκB i la unió amb les seqüencies 

consens κB de l’ADN. El domini RHD conté també les seqüències de localització nuclear 

anomenades NLS (Nuclear Localization Sequence) necessàries per a la translocació nuclear de 

NF-κB. Malgrat que les funcions dels dominis RHD i TAD són diferents, ambdós dominis poden 

estar exposats a modificacions post-traduccionals que alhora poden afectar a l’activació 

transcripcional de NF-κB així com a la seva unió amb l’ADN [Revisat a (108)]. 

 

A la majoria de les cèl·lules, les proteïnes de la família de NF-κB es troben al citoplasma en 

forma inactiva formant homo i/o heterodímers. L’heterodímer p65/p50 constitueix la forma 

més abundant en les cèl·lules dels mamífers [Revisat a (109)] i en resposta a diferents estímuls, 

com ara un procés inflamatori o l’estrès oxidatiu, es transloca al nucli cel·lular. Un cop al nucli, 

els dímers poden unir-se a les regions promotores de gens que contenen les seqüències 

consens κB (5’- GGGRNWYYCC - 3’ on R representa bases puríniques, W representa adenina o 

timina, Y representa bases pirimidíniques i N representa qualsevol base), regulant-ne la 

transcripció [Revisat a (108)]. Malgrat que la majoria dels membres de la família actuen com a 
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activadors transcripcionals, certs dímers poden actuar també com a repressors. Així mentre 

que  p65/p50, c-Rel/p50, p65/p65 i p65/c-Rel són complexes transcripcionalment actius, els 

homodímers de p50 i p52 es comporten com a repressors ja que en absència d’estímuls 

activadors, es troben units a les seqüencies consens κB, impedint la seva modificació [Revisat a 

(108)]. L’activació de la via promou el desplaçament d’aquests, permetent la unió dels dímers 

de NF-κB amb domini TAD (RelA, RelB o c-Rel) a les seqüències κB de l'ADN [Revisat a (110)]. 

 

 
Figura 11. Esquema dels membres de la família de NF-κB. El nombre d’aminoàcids de cada proteina es troba 
indicat a la dreta de la imatge. RHD: Rel homology domain; TAD: transactivation domain; GRR: glycine rich region; i 
DD: death domain. Hayden MS, Ghosh S. Semin Immunol (2014)(107) 
 

1.4.2. Inhibidors de NF-κB:  Proteïnes IκB 

L’activitat de NF-κB es troba regulada principalment per la interacció amb les proteïnes 

inhibidores IκB. En estat basal, els dímers de NF-κB es troben predominantment retinguts al 

citoplasma cel·lular mitjançant la formació de complexes amb les proteïnes IκB [Revisat a 

(108)].  

 

En cèl·lules de mamífer, han estat descrites sis isoformes de la proteïna IκB: IκBα, IκBβ, IκBε, 

IκBγ, IκBδ i Bcl-3 (Figura 12). Totes elles tenen en comú la seva estructura tridimensional i 

difereixen en el nombre de repeticions dels dominis d’anquirina responsables de la interacció 

amb el domini RHD dels dímers de NF-κB. La unió de les proteïnes IκB amb els dímers de NF-

κB produeix l’ocultació de la seqüencia de localització nuclear NLS impedint, per tant, la 

translocació nuclear del factor de transcripció [Revisat a (110)].  

 



 

 27

In
tr
od

uc
ci
ó 

  

 
Figura 12. Esquema dels membres de la família IκB. El nombre d’aminoàcids de cada proteina es troba indicat a la 
dreta de la imatge. Les modificacions post-traduccionals que influeixen en l’activació i degradació de les IκB, així 
com fosforilacions i ubiquitinitzacions estan representades amb les lletres P i Ub, respectivament. ANK: regió amb 
repeticions d’anquirina; DD: death domain; RHD: Rel homology domain; GRR: glycine rich region. Hayden MS, Ghosh 
S. Semin. Immunol. (2014)(107) 
 

IκBα (NFKBIA) i IκBβ (NFKBIB) són les isoformes més abundants en la majoria de les cèl·lules i 

per tant, són les responsables de la regulació de gran part dels efectes de NF-κB. 

Concretament, IκBα és la isoforma millor caracteritzada i que presenta una cinètica de 

degradació més ràpida (111). En resposta a diferents estímuls, entre els quals destaquen 

citoquines [p. ex. Factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) i Interleuquina 1 beta (IL-1β)], factors 

de creixement [p. ex. Factor de creixement epidèrmic (EGF)], lipopolisacàrids bacterians (LPS), 

productes virals, radiació ionitzant i llum ultravioleta (UV), ROS i dany a l’ADN [Revisat a (112)], 

IκBα és fosforilada en els residus Ser32 i Ser36 per un complex de serina-treonina quinases 

anomenat IKKs (IκB quinases), amb la conseqüent alliberació del dímer de NF-κB, 

principalment p65/p50.  

 

Un cop fosforilada, IκBα es poliubiquitinitza en el residus Lys21 i Lys22 i és degradada pel 

proteasoma 26S (113).  Malgrat aquesta ràpida degradació, l’absència de IκBα a la cèl·lula és 

transitòria ja que l’activació de NF-κB indueix de forma ràpida la transcripció de novo de 

l’inhibidor a l’unir-se al motiu κB present en el seu promotor. S’ha observat que el tractament 

amb TNFα en línies cel·lulars de CCR es tradueix en una ràpida degradació de IκBα així com en 

la seva reexpressió al cap d'una hora post-estimulació (114). Un cop resintetitzada, IκBα pot 

unir-se als dímers de NF-κB, dissociar-los de l’ADN i, gràcies a la seqüència d’exportació 

nuclear (NES), translocar-los al citoplasma cel·lular on romandran de nou com a formes 

inactives (115). Així doncs, IκBα actua impedint una activació desmesurada del factor de 

transcripció, essent un dels primers gens que es transcriuen un cop NF-κB entra al nucli. 
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1.4.3. IκB quinases (IKKs) 

Com s’ha indicat anteriorment, la fosforilació de les proteïnes IκB requereix l’activació 

catalítica d’una sèrie de serina-treonina quinases anomenades IKKs que es troben al 

citoplasma cel·lular formant un complex proteic. El complex IKK es troba constituït per tres 

subunitats: dos amb domini quinasa, IKKα (o IKK1) i IKKβ (o IKK2), i una tercera subunitat 

reguladora, IKKγ també anomenada NEMO (NF-kB essential regulator) [Revisat a (116, 117)] 

(Figura 13). 

 

Malgrat que tant IKKα com IKKβ poden fosforilar IκBα en els residus Ser32 i Ser36 així com 

IκBβ en els residus Ser19 i Ser23 totes dues presenten una afinitat superior per IκBα, fet que 

justifica les diferències observades en la cinètica de degradació entre les dues isoformes. 

L’activació de les IKKs es produeix per la fosforilació de dos residus de serina, el 176 i 180 per a 

IKKα, i el 177 i 181 en el cas de IKKβ (118). Aquesta fosforilació és produïda per efecte de 

diverses quinases, entre les que destaquen NIK, MEKK1, MEKK2 MEKK3, TAK1, GSK3b, PKC, 

PDK1 i AKT, o bé per autoactivació mediada per trans-fosforilació [Revisat a (119) i (103)].  

 

 
Figura 13. Esquema dels membres de la família IKK. El nombre d’aminoàcids de cada proteina es troba indicat a la 
dreta de la imatge. Les modificacions post-traduccionals que influeixen en l’activació i degradació de les IκB, així 
com fosforilacions i ubiquitinitzacions estan representades amb les lletres P i Ub, respectivament. ULD: ubiquitin 
like domain; SDD: scaffolding and dimerization domain; LZ: leucine zipper domain; CC: coiled-coil domain. Hayden 
MS, Ghosh S. Semin Immunol. (2014)(107)  
 
 

1.4.4. Senyalització de la via NF-κB 

En cèl·lules de mamífer, s’han descrit tres mecanismes diferents d’activació de la via de NF-κB: 

la via clàssica (o canònica), la via no clàssica (o no canònica) i la via atípica: 
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1.4.4.1. Via canònica d’activació de NF-κB  

La via canònica o clàssica d’activació de NF-κB (Figura 14) representa la forma més comú 

d’activació en la majoria de tipus cel·lulars i participa en la iniciació dels processos de resposta 

immunitària innata i en la maduració de les cèl·lules que participaran en la resposta 

immunitària adaptativa. Es basa en l’activació de dímers de NF-κB formats per RelA (p65) o c-

Rel i p50 essent p65/p50 l’heterodímer més abundant en cèl·lules de mamífer. Aquesta via 

s’activa per efecte de l’estimulació de diversos receptors proinflamatoris, com els receptors de 

la família del TNF (TNFR), els Toll-Like receptor (TLRs) o receptors d‘interleuquines, com el de la 

interleuquina-1 (IL-1R). L’estimulació d’aquests receptors es tradueix en la fosforilació de la 

quinasa IKKβ en el residus Ser177 i 181 principalment per la quinasa TAK1 i la seva consegüent 

activació. Seguidament, IKKβ fosforila IκBα en els residus Ser32 i Ser36 i aquesta es 

poliubiquitinitza i és degradada pel proteasoma 26S amb la consegüent alliberació de 

l’heterodímer p65/p50 [Revisat a (120)]. 

 

1.4.4.2. Via no canònica d’activació de NF-κB 

La via no canònica o no clàssica (Figura 14) té com a efector l’heterodímer format per les 

subunitats RelB/p52 i s’activa a través de diferents tipus de receptors, entre els que podem 

destacar el de la limfotoxina β (LTβR), el del factor d’activació de cèl·lules B (BAFFR), i el de 

CD40, TNFR2, RANK i Fn14. L’estimulació d’aquests receptors produeix l’activació de la quinasa 

NIK (NF-κB inducing kinase) que alhora fosforila i activa la quinasa IKKα en els residus Ser 176 i 

180. IKKα fosforila la subunitat p100 que resulta en la seva ubiquitinització i parcial degradació 

donant lloc a la subunitat p52. Finalment aquesta última s’uneix a RelB i l'heterodímer 

p52/RelB es transloca al nucli cel·lular [Revisat a (121)]. 
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Figura 14. Vies d’activació canònica (esquerra) i no canònica (dreta) de NF-κB. Oeckinghaus A Nat Immunol 
(2011)(120) 
 

1.4.4.3. Via atípica d’activació de NF-κB 

A banda de la via canònica i no canònica, existeixen diverses rutes complementàries 

d’activació de NF-κB anomenades vies atípiques. Una d’aquestes , explicada amb detall més 

endavant, és la via d’activació iniciada per senyals genotòxics i conduïda per l’activació de la 

quinasa ATM i la ubiquitinització de la subunitat NEMO del complex IKK (122, 123). Una segona 

via atípica d’activació està basada en la fosforil·lació de IκBα en el residu Tyr42 en resposta a 

determinats estímuls com el peròxid d’hidrògen, la llum UV o l'eritropoeitina. Aquesta 

fosforilació indueix la separació de IκBα del dímer de NF-κB pero no implica la seva degradació 

per part del proteasoma com succeeix en resposta a la fosforilació en els residus de serina. Així 

doncs, en aquest cas la inducció de la via de NF-κB no implica la disminució dels nivells del seu 

inhibidor ni la seva conseqüent resíntesi en les primeres hores post-activació (124-126).   
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1.4.5. Regulació de l’activació transcripcional de NF-κB mitjançant les modificacions 
post-traduccionals de p65  
A banda de la fosforilació i la subsegüent degradació de IκB, s’ha descrit que calen una sèrie de 

modificacions post-traduccionals, especialment en p65, per tal de que es produeixi una 

activació completa de NF-κB. Així, p65 pot fosforilarse (a través de les IKKs, o per quinases 

d’altres víes de senyalització) en diferents residus Ser o Thr i acetil·lar-se en residus Lys, el que 

produeix canvis en la seva afinitat per l’inhibidor IκB o pels dominis κB de l’ADN. Per exemple, 

en resposta a estímuls proinflamatoris les quinases IKKα i IKKβ participen en la regulació de 

l’activitat transcripcional de p65 mitjançant la fosforilació d’aquesta proteïna en els residus 

Ser468 i Ser536 (127-130).  

 

A la Figura 15 es troben representades les principals modificacions post-traduccionals de p65:  

 

 
Figura 15. Modificacions post-traduccionals de p65. S: Serina; T: Treonina; K: Lisina. Hoesel B. Mol Cancer 
(2013)(119) 
 

1.4.6. Paper de NF-κB en inflamació i càncer 

La inflamació és un mecanisme de resposta immunològica innata que s’activa en resposta a 

estrès físic, fisiològic i/o oxidatiu, i que es troba associat principalment a l’activació de la via 

canònica de senyalització de NF-κB. La inflamació crònica pot produir dany tissular, malalties 

autoimmunes, malalties degeneratives i càncer mitjançant l’increment de l’estrès cel·lular, la 

captació de factors proinflamatoris i l’acumulació del dany en l’ADN. En els procesos tumorals, 

la inflamació juga un paper dual ja que per una banda inhabilita el reconeixement de les 

cèl·lules tumorals per part del sistema immunitari, i per altra promou la proliferació cel·lular 

descontrolada i la inestabilitat genètica que condueixen a l’aparició de mutacions 

oncogèniques [Revisat a (131)].  
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El factor de transcripció NF-κB ha estat proposat com un dels principals nexes entre els 

processos inflamatoris i la carcinogènesi, promovent la iniciació i el desenvolupament tumoral. 

En zones d’inflamació, els ROS i les citoquines com el TNFα, la IL-1, l’Interleuquina 6 (IL-6) i 

l’Interleuquina 8 (IL-8) alliberades per neutròfils i macròfags activen la via de NF-κB promovent 

la formació d’un cicle de retroalimentació positiva que promou l’activació d’aquesta via de 

senyalització en altres cèl·lules presents en el lloc d’inflamació i que contribueix a la formació 

d’un microambient protumorogènic que afavoreix la proliferació, supervivència i migració 

cel·lular, així com l’angiogènesi, la invasió i la metàstasi [Revisat a (132)].  

 

L’estudi de l’activació de NF-κB en models murins de CCR associat a colitis (CAC) va demostrar 

el paper d’aquest factor de transcripció en la carcinogènesi intestinal. [Revisat a (4)]. 

 

La sobreactivació de la via de NF-κB s’ha observat en molts tumors, tant d’origen hematològic 

com en tumors sòlids com el càncer de mama (133), pròstata (134), ovari (135), pàncrees (136) 

i tiroides (137); i també en CCR (138), càncer gàstric (139), hepatocarcinoma (140) i melanoma 

(141), entre d’altres. En el cas concret del CCR, l’activació constitutiva de NF-κB ha estat 

observada en el 66% de les línies cel·lulars estudiades i entre el 40 i el 60% dels pacients amb 

aquesta patologia [Revisat a (142)] .   

 

L’elevada activitat de NF-κB en els tumors pot tenir diferents causes com ara, les mutacions en 

els gens de la via de NF-κB, les quals s’han observat en diferents tipus de tumors, 

principalment en limfomes (143, 144) però també en alguns tumors sòlids (145). Tanmateix, 

l’amplificació gènica i la translocació cromosòmica de regions on es troben gens que 

codifiquen per a membres de la família NF-κB representen també dos importants mecanismes 

d’hiperactivació d'aquest factor de transcripció en diferents tipus de limfoma [Revisat a (146)].  

 

Una altra causa és la hiperactivitat de la via de transducció PI3K/Akt la qual s’ha descrit en 

melanomes (147) o leucèmies mieloides (148). Akt pot activar NF-κB per fosforilació directa de 

les quinases IKK i de p65 o de manera indirecta estimulant l’activació del complex IKK a través 

de mTOR o MAP3K [Revisat a (103)]. Una darrera causa la constitueix la persistent i 

perllongada estimulació autocrina i/o paracrina amb factors de creixement i citoquines a la 

que es troben exposades les cèl·lules tumorals i que es tradueix en una activació constant de la 

via de senyalització de NF-κB [Revisat a (103)]. 
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Segons Hanahan i Weinberg, la fisiologia de la cèl·lula tumoral està caracteritzada per 

alteracions essencials, entre les quals trobem: autosuficiència en el creixement, insensibilitat 

als senyals inhibitòris del mateix, evasió de l’apoptosi, potencial replicatiu il·limitat, capacitat 

angiogènica, capacitat invasiva i potencial metastàtic, inestabilitat genòmica i mutació (131). 

És important destacar que un gran nombre d’aquests processos estan orquestrats per l’acció 

de gens regulats pel factor de transcripció NF-κB (Figura 16). 

 

 

NF-ҡB

Immortalitat

Inflamació

Angiogènesi

Metàstasi

Anti-apoptosi / 
supervivència

Proliferació

Promoció tumoral

p. ex: telomerasa

p. ex: TNF, IL-1, quimiocines

p. ex: VEGF, TNF, IL-1, IL-8, COX2

p. ex: ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1

p. ex: bcl-2, cIAP, XIAP, cFLIP, Survivina

p. ex: TNF, IL-1, IL-6, ciclina D1, cMyc

p. ex: COX2, iNOS, MMP-9, uPA

 
Figura 16. Gens protumorals induïts per l'activació de NF-κB involucrats en supervivència cel·lular, proliferació, 
angiogènesi, inflamació, invasió i metàstasi. Adaptat de Aggarwal B i col. Cancer cell (2004) (149)  
 

1.4.6.1. Paper de NF-κB en la proliferació cel·lular i l’apoptosi 

NF-κB promou la transcripció de tota una sèrie de gens implicats en la supressió de la mort 

cel·lular entre els que destaquen els membres de la família de proto-oncogens Bcl-2 com el 

propi Bcl-2, Bcl-xL i Bfl-1/A1  [Revisat a (103)].  

 

Un segon grup de proteïnes antiapoptòtiques regulades per NF-κB són les anomenades 

proteïnes inhibidores de l'apoptosi (IAPs, Inhibitor of apoptosis proteins), que actuen unint-se 

a les caspases i procaspases inhibint-ne la seva funció. Entre les més importants podem 

destacar c-IAP1, c-IAP2, XIAP i Survivina [Revisat a (150)]. L’expressió de Survivina en els 

tumors colorectals és un factor de mal pronòstic i s’associa amb la malaltia metastàtica (151, 

152). En relació al tractament amb oxaliplatí, s'ha descrit que la inhibició específica de 

Survivina i Bcl-2 mitjançant siRNA incrementa la sensibilitat a aquest fàrmac en línies cel·lulars 

de càncer de pròstata metastàsic (99). 

 



 

 34

In
tr
od

uc
ci
ó 

  

Cal fer referència a que en determinats tipus cel·lulars i sota estímuls concrets, NF-κB pot 

activar la transcripció de gens proapoptòtics. Concretament, aquest fenonem ha estat 

observat en limfòcits B, limfòcits T, neurones i cèl·lules endotelials [Revisat a (153)]. 

 

NF-κB pot controlar la proliferació cel·lular a través de l’activació de la transcripció de gens 

que codifiquen proteïnes reguladores del cicle cel·lular, com les Ciclines Ds (Ciclina D1, D2 i 

D3), la quinasa CDK2 i c-myc, entre d’altres [Revisat a (146)]. En concret, la Ciclina D1 juga un 

paper important en el desenvolupament tumoral, regulant el pas de la fase G1 a la fase S del 

cicle cel·lular mitjançant la fosforilació de la proteïna del Retinobastoma (Rb). La 

sobreexpressió d’aquesta proteïna, aixi com l’amplificació o translocació de la regió 

cromosòmica on es troba situat el gen que la codifica (CCND1) ha estat observada en diferents 

tipus de tumor [Revisat a (103)]. També s’ha descrit que que la inhibició de l’expressió de 

Ciclina D1 es tradueix en un augment de la sensibilitat a cisplatí i 5-FU en cèl·lules de càncer de 

pàncrees (154, 155). 

1.4.6.2. Paper de NF-κB en l’angiogènesi 

La neovascularització dels tumors és un procés essencial per al seu desenvolupament i que 

requereix l’alliberació de factors proangiogènics per part de la pròpia cèl·lula tumoral i/o de les 

cèl·lules del microambient tumoral. En aquest sentit, NF-κB regula la transcripció de factors 

proangiogènics com el VEGF i de diverses quimiocines com la IL-8, CXCL1 (Gro-α), CXCL2 (Gro-

β) i MCP-1, entre d’altres [Revisat a (112) i (142)] i s’ha descrit que l’activació constitutiva de 

NF-κB en cèl·ules de CCR s’associa amb un increment en l’expressió d’algunes d’aquestes 

quimiocines (156). D'altra banda, el bloqueig de la via de NF-κB mitjançant la introducció d’una 

forma mutada de IκBα resistent a fosforilació i degradació en models de malanoma, càncer 

d’ovari i càncer de pròstata, suprimeix l’expressió de VEGF i IL-8 tant a nivell in vivo com in 

vitro (135, 157, 158).  

 

Un altre gen regulat per NF-κB i que participa activament en el procés d’angiogènesi és la 

Ciclooxigenasa 2 (COX-2), un enzim proinflamatori responsable de la conversió de l’àcid 

araquidònic a prostaglandines. La sobreexpressió de COX-2 ha estat àmpliament observada en 

diferents tipus tumorals, inclòs el CCR [Revisat a (103)], en el que es tradueix en un augment 

en la síntesi de factors proangiogènics com VEGF o TGF-β (159). A més a més, s’ha demostrat 

el paper de COX-2 en la quimioresistència a diversos fàrmacs utilitzats en la teràpia del CCR, 

com l'oxaliplatí (160) o el CPT-11 (161). 
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1.4.6.3. Paper de NF-κB en migració, invasió i metàstasi 

NF-κB participa en la transcripció de tota una sèrie de gens implicats en processos de migració, 

invasió i metàstasi com ara aquells que codifiquen per a metal·loproteinases de matriu 

(MMPs). Les MMPs, com MMP-2, MMP-3 o MMP-9, degraden la matriu extracel·lular facilitant 

la migració cel·lular i la invasió d’altres teixits [Revisat a (162)]. Alhora, l’activació de NF-κB 

també es tradueix en la transcripció de molècules d’adhesió que faciliten l’extravasació de les 

cèl·lules tumorals com VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1), ELAM-1 (Endothelial 

leukocyte adhesion molecule-1) i ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1) (163). 

El procès de transició epiteli-mesènquima (EMT) és clau en la disseminació a distància dels 

tumors sòlids (i també en l’embriogènesi, carcinogènesi, recurrència tumoral i 

quimioresistència) i en ell hi juga un paper molt important NF-κB. Durant l’EMT, les cèl·lules 

epitelials perden les seves característiques i adquireixen propietats mesenquimals, com la 

pèrdua d’adhesió cel·lular, augment de la motilitat i invasivitat, resistència a l’apoptosi i canvis 

morfològics [Revisat a (164)]. S’ha demostrat que el tractament amb TNFα en cèl·lules de 

càncer de mama promou l’EMT mitjançant la sobreexpressió d’un gen diana de NF-κB, el 

repressor transcripcional Twist-1 (165) i que la inhibició de la via de NF-κB reverteix aquest 

procés, suggerint el paper central de NF-κB no només en la iniciació sinó també en el 

manteniment del EMT (166).  

 

Per últim, NF-κB pot regular la migració i metàstasi a través de la transcripció d’altres gens 

com ara el receptor de quimiocines CXCR4 (167). 

 

1.4.7. Activació de NF-κB i quimioteràpia 

S’ha demostrat que els agents danyants de l’ADN com el paclitaxel, la vimblastina, la 

vincristina, la doxorubicina, la daunomicina, el tamoxifè, el 5-FU, el CPT-11, el cisplatí i 

l’oxaliplatí, entre d’altres poden activar la via de senyalització de NF-κB [Revisat a (168)].  

 

Els mecanismes pels quals els fàrmacs quimioterapèutics indueixen l’activació de NF-κB són 

poc coneguts però s'ha demostrat que en resposta al dany genotòxic, la proteïna quinasa ATM 

s’activa i fosforila la proteïna NEMO en el residu Ser85 el que promou la seva mono-

ubiquitinització i exportació al citoplasma formant un complex amb ATM. Ja al citoplasma, 

l’heterodímer NEMO-ATM pot associar-se amb el complex de quinases IKK, activar-lo i iniciar la 

cascada de senyalització de NF-κB (122, 123). 
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Diferents fàrmacs utilitzats en el tractament dels pacients amb CCR com el CPT-11 i el 5-FU han 

demostrat la capacitat d'activar aquesta via en diferents línies cel·lulars de CCR (169-172). 

 

Els compostos platinats, com el cisplatí, el carboplatí o l’oxalipatí, també poden activar la via 

de NF-κB mitjançant la producció de ROS i el conseqüent dany oxidatiu en l’ADN [Revisat a 

(84)]. En relació a l’oxaliplatí, s’ha demostrat que l’administració d'aquest fàrmac indueix 

l’activació de NF-κB en models cel·lulars de càncer de pròstata (99) i CCR (173). 

 

1.4.8. NF-κB com a diana terapèutica en càncer 

Atès el paper de la via de senyalització de NF-κB en el desenvolupament i la progressió 

tumoral així com en els processos d’adquisició de quimioresistència, en les darreres dècades 

s’han explorat noves estratègies terapèutiques consistents en la supressió de l’activitat de NF-

κB en les cèl·lules tumorals. La inhibició farmacològica de NF-κB es pot assolir actuant a 

diferents nivells en la seva via de senyalització, podem bloquejar la via per sobre del complex 

de quinases IKK (lligands, receptors, proteïnes adaptadores), a nivell del complex IKK 

(supressió de l’activació de les IKKs, estabilització de IκB) o per sota del complex IKK 

(translocació nuclear de NF-κB i unió a l’ADN). Dins de l’ampli ventall d’inhibidors de NF-κB 

(aproximadament uns 700 descrits) [Revisat a (174)]) els millor caracteritzats poden agrupar-se 

en : inhibidors del complex de quinases IKK, AINEs, agents inmunomoduladors, inhibidors del 

proteasoma i compostos d’origen natural [Revisat a (103)]. Malgrat que un gran nombre 

d’aquests compostos han demostrat resultats prometedors en models preclínics, la seva 

eficacia clínica no ha estat ben establerta. De fet, actualment l’únic inhibidor farmacològic de 

NF-κB aprovat per la FDA per a ús clínic és el Bortezomib, un inhibidor del proteasoma que és 

utilitzat en el tractament de patologies hematològiques com el mieloma múltiple o la leucèmia 

de cèl·lules T [Revisat a (103)].  

 

La inhibició de NF-κB es tradueix en una potenciació de l’efecte dels fàrmacs 

quimioterapèutics i de la radioteràpia, posant de relleu el potencial terapèutic de la 

combinació de la quimioteràpia clàssica amb inhibidors de NF-κB. Així, s’ha observat un efecte 

beneficiós del tractament combinat de FOLFOX i Bortezomib en pacients amb CCR (175), un 

increment de la sensibilitat cel·lular a oxaliplatí mitjançant la inhibició específica de p65 amb 

siRNA (176, 177) i un potenciament de l’efecte de l’oxaliplatí mitjançant inhibidors 

farmacològics de NF-κB en models cel·lulars de CCR (65, 99, 173) i càncer de pàncrees 

metastàtic (99). 
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Un dels principals obstacles de la terapia antitumoral basada en la inhibició de NF-κB radica en 

la dificultat de trobar compostos farmacològics capaços de bloquejar l’activitat oncogènica de 

NF-κB sense interferir en les seves funcions fisiològiques.  

 

Un gran nombre de compostos naturals amb activitat antitumoral han demostrat la capacitat 

d’inhibir la via de senyalització de NF-κB així com l’expressió dels seus gens diana. En aquest 

sentit, la present tesi doctoral està focalitzada en l'ús de la curcumina, un potent inhibidor de 

la via de senyalització de NF-κB, per tal d'avaluar l'efecte de la inhibició d'aquest factor de 

transcripció en la reversió de resistència a oxaliplatí.   

 

1.5. Curcumina 

1.5.1. Aspectes generals 

La curcumina (diferuloylmethane) és un polifenol natural hidrofòbic i un dels principals 

curcuminoids (77% curcumin, 17% demethoxycurcumin i 3% bis-demethoxycurcumin) derivats 

de l’arrel de la planta Curcuma longa (Figura 17). 

 

 
Figura 17. Principals curcuminoids presents en l’arrel de la planta Curcuma longa. Kurita T., Makino Y.  Anticancer 
Res (2013)(178). 
 
 
La curcumina s’utilitza habitualment com a espècie o colorant en alimentació, però ha estat 

emprada durant molt segles en la medicina tradicional índia i xinesa degut a les seves 

propietats antioxidants, antisèptiques, analgèsiques, antimalàriques i antinflamatòries. El 

potencial terapèutic de la curcumina s’ha demostrat en diferents malalties com la diabetis, 

l’artritis reumatoide, l’obesitat, la hipercolesterolèmia, l’arteriosclerosi, les malalties 

neurodegeneratives i autoimmunes, l’esclerosi múltiple i l’alzheimer, entre d’altres [Revisat a 
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(179)]. El potencial de la curcumina en la prevenció i tractament de diferents tipus de càncer 

ha estat demostrat tant a nivell in vitro com in vivo i s’ha correlacionat amb les seves 

propietats antiinflamatòries, antioxidants, antiapopotòtiques, antiproliferatives, 

antiangiogèniques i antimetastàsiques [Revisat a (180)]. L’evidència científica indica que els 

efectes pleiotròpics de la curcumina depenen de la seva capacitat d'interactuar i regular 

múltiples dianes moleculars. Així doncs, la curcumina és capaç de modular l’expressió de 

citoquines inflamatòries, factors de creixement i els seus receptors, enzims, proteïnes quinasa, 

molècules d’adhesió, proteïnes apoptòtiques i proteïnes implicades en el cicle cel·lular. A més, 

pot modificar també l’activitat de diversos factors de transcripció alterant les vies de 

senyalització en les que estan implicats [Revisat a (181)] (Figura 18). 

 

            
Figura 18. Dianes moleculars modulades per la Curcumina. ↑ Increment de l’expressió, ↓ disminució de 
l’expressió. Adaptat de Shanmugam i col. Molecules (2015) (182). 
 
 

Estudis epidemiològics han demostrat una menor incidència de càncer (incloent el CCR) a la 

Índia, on tradicionalment s’ha utilitzat la cúrcuma a nivell gastronòmic (183). En un estudi dut 

a terme per la Universitat de Leicester sobre la incidència de càncer en la població del sud 

d’Àsia (Índia, Pakistan i Bangla Desh) es va demostrar que la relativa al CCR en individus d’edat 

avançada era menor en comparació als individus joves. Els autors d'aquest estudi van suggerir 
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que aquest fet podria estar relacionat amb el fet que la població de més edat manté un estil de 

vida i una dieta més tradicional basada en l’ús d’espècies com la cúrcuma (184). 

 

1.5.2. Biodisponibilitat de la Curcumina 

Un dels aspectes més discutits en relació al tractament amb curcumina oral és la seva baixa 

biodisponibilitat sistèmica degut a la seva baixa absorció i ràpida metabolització i eliminació. 

S’ha observat que la biodisponibilitat i els nivells de curcumina en sang són baixos després de 

l’admistració oral d’aquest compost, tant en animals com en humans (185, 186). La curcumina 

absorbida es metabolitza principalment per glucoronidació i sulfatació al fetge, mucosa 

colònica i ronyons (187). La seva excreció es produeix bàsicament a través de les femtes (188). 

La seva metabolització produeix diversos metabòlits, com la tetrahydrocurcumina, 

l’hexahydrocurcumina, l’octahydrocurcumina i l’hexahydrocurcuminol, els quals han 

demostrat propietats antioxidants, antiinflamatòries i antitumorals [Revisat a (189)] (Figura 

19).  

              

 
Figura 19. Estructura molecular de la curcumina i els seus metabòlits. Jordan i col. Life Sci (2016)(190). 

 

Un altre factor limitant de la eficàcia de la curcumina a nivell in vivo, és la seva curta vida mitja. 

Carroll i col·laboradors van analitzar la concentració plasmàtica de curcumina i els seus 

metabòlits conjugats en 19 pacients de CCR tractats amb 4 g de curcumina diària durant 1 
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mes. Els resultats van mostrar nivells indetectables de curcumina lliure en plasma i nivells 

inferiors a 80 ng/ml dels seus conjugats. La concentració de curcumina en teixit colorectal 

també va ser analitzada, resultant en 370 ng/ml al final de l’estudi (191). Malgrat aquesta 

baixa biodisponibilitat, sembla ser que la curcumina es distribueix en major mesura en el 

tracte gastrointestinal i de manera independent a la distribució sistèmica corroborant el 

potencial d’aquest polifenol en la prevenció i tractament del CCR. Per exemple, l’estudi de 

Perkins i col·laboradors va demostrar que l’administració de curcumina oral en models murins 

de PAF es traduïa en una reducció del 40% en el nombre de pòlips (192). L’activitat antitumoral 

de la curcumina també s’ha descrit en models in vivo de càncer d’esòfag, fetge o estómac, 

entre d’altres (193, 194). 

 

El creixent interès pel desenvolupament de noves formulacions de curcumina més 

biodisponibles queda palès pel gran nombre de noves estratègies farmacològiques descrites 

en els últims anys. Una possible estratègia és l’ús d’adjuvants que bloquegin vies metabòliques 

implicades en el metabolisme de la curcumina. N’és un bon exemple el compost natural 

piperina, que mitjançant la seva acció bloquejant sobre la glucoronidació hepàtica i intestinal 

permet un increment del 2000% en la biodisponibilitat de la curcumina quan ambdós 

compostos són administrats concomitantment (195). Altres estratègies consisteixen en 

incrementar la solubilitat de la curcumina mitjançant la formació de complexes de fosfolípids o 

augmentar-ne l’absorció mitjançant sistemes d'alliberament basats en molècules 

transportadores com nanopartícules, liposomes, fitosomes o micel·les surfactants [Revisat a 

(189)].  

 

Pel que fa a la toxicitat, estudis clínics de fase I i II han demostrat que la curcumina és un 

compost segur en humans inclús a dosis de 12 g/dia (196). Estudis realitzats per grups de la 

Universitat de Leicester han demostrat la baixa toxicitat de la curcumina a dosis de 3,6 g/dia 

durant 4 mesos en pacients amb CCR refractari al tractament (197-199). Els principals efectes 

adversos descrits associats al tractament amb curcumina són: estrenyiment, flatulència, 

nàusees i diarrea encara que no s’ha pogut verificar que aquests efectes siguin dependents de 

la dosi de curcumina administrada (200). L’ús de la curcumina com a colorant alimentari ha 

estat aprovat per la FDA i l’Autoritat Europea per a la seguretat dels aliments (EFSA) i ha estat 

catalogada amb el codi alimentari de la Unió Europea, E100. 
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1.5.3. Curcumina i càncer. Mecanismes d’acció 

Gran part de les propietats antitumorals de la curcumina estan associades al seu paper com a 

agent antioxidant i antiinflamatori així com a la seva capacitat d’aturar el cicle cel·lular i 

d’interferir en vies implicades en proliferació cel·lular, apoptosi, angiogènesi, invasió i 

metàstasi (Figura 20). 

Curcumina

↓ Inflamació

↓ Proliferació

↓ Metàstasi↓ Angiogènesi

↑ Apoptosi

↓NF-κB
↓ COX-2
↓TNFα
↓ LOX

↓ FGF
↓ EGF
↓ CiclinaD1, E i B
↓ AMPK
↑ p16,p21,p27

↓ MMP-2,9
↓ NF-κB
↓ ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1
↓ CXCL1, CXCL2

VEGF↓
MMP-2, 9↓

COX-2↓
IL-8↓

HIF-1α↓

Caspasa3, 7 i 8↑
p53, p21, ↑
BAX, BAD ↑

Bcl-2, Bcl-xl↓
XIAP, Survivina↓

   
Figura 20. Principals mecanismes pels quals la curcumina exerceix les seves propietats antitumorals.  

 

1.5.3.1. Paper de la Curcumina en l'estrès oxidatiu 

La curcumina és capaç d’inhibir la peroxidació lipídica, donant com a resultat la neutralització 

dels radicals lliures produïts en aquest procés. A més, pot actuar com a antioxidant mitjançant 

la sobreexpressió d’enzims antioxidants com dismutases, catalases i glutatió peroxidases (201). 

D’aquesta manera, la curcumina protegeix a les cèl·lules de les lesions de l'ADN que, de no ser 

reparades produiran mutacions i la conseqüent promoció tumoral. Contràriament, diversos 

estudis han demostrat que la curcumina és capaç d’induir la producció de ROS, resultant en la 

inducció del dany a l’ADN i l’activació de vies apotòtiques (202). Aquestes diferències en la 

capacitat de la curcumina d’actuar tant com a antioxidant com a prooxidant han estat 

relacionades amb la dosi administrada; així, dosis altes de curcumina promouen la seva acció 

prooxidant (203).   

 

1.5.3.2. Activitat antiinflamatòria de la curcumina 

Les propietats antiinflamatòries de la curcumina han estat relacionades principalment amb la 

seva capacitat d’inhibir la via de senyalització de NF-κB [Revisat a (180)]. L’efecte inhibitori de 

la curcumina sobre NF-κB és degut a la seva capacitat d’actuar sobre el complex de quinases 

IKK, inhibint la fosforilació i degradació de IκBα i la consegüent translocació nuclear de NF-κB 
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(204, 205). La inhibició de NF-κB es tradueix en una davallada de l’expressió de gens implicats 

en els processos inflamatoris, com citoquines i quimiocines inflamatòries (p.ex. TNFα, IL-1, 

Interleuquina 12 (IL-12) i IL-8), MMP9, COX-2 i NOS (Nitric oxide syntase), entre d’altres (206-

208). S’ha descrit que el tractament amb curcumina inhibeix l’activació i translocació nuclear 

de NF-κB en diverses línies cel·lulars de CCR (209). Concretament, l’enzim COX-2 es troba 

sobreexpressat en el 86% dels carcinomes i el 43% dels adenomes de colon i la seva inhibició in 

vivo s’ha correlacionat amb una reducció en l’aparició d’adenomes (210, 211). Aquest enzim es 

pot inhibir mitjançant l’ús d'AINEs com l’aspirina o el celecoxib però aquests alhora, presenten 

importants efectes adversos degut a la seva capacitat d’inhibir COX-1, una isoforma de COX 

expressada constitutivament en un gran nombre de teixits (159). Contràriament, la curcumina 

ha demostrat la capacitat d’inhibir específicament l'expressió de la isoforma COX-2 (i no la 

COX-1) en la línia cel·lular de CCR, HT29 (212). Altres mecanismes d’inhibició de la inflamació 

es basen en l’obstaculització de l'activació de la via de senyalització de les MAPKs [Revisat 

(180)] o en la supressió de l’enzim lipoxigenasa (LOX), enzim responsable de la producció de 

leucotriens (213). 

 

1.5.3.3. Paper de la curcumina en l'apoptosi i la proliferació cel·lular 

La curcumina té la capacitat d’activar l’apoptosi a través tant de la via intrínseca com 

l’extrínseca. En quant a la via intrínseca, ho pot fer a través de la promoció del desequilibri en 

els nivells intracel·lulars de calci, de la inducció d’estrès en el reticle endoplasmàtic i de la 

generació de ROS, causant l’activació de la caspasa-3 i en conseqüència la mort cel·lular 

[Revisat a (214)]. En concordança, s’ha demostrat que la curcumina incrementa l’expressió de 

Bad, Bax i p53, disminueix l’expressió de proteïnes antiapoptòtiques com Bcl-2, Bcl-xl, XIAP i 

Survivina i promou l’alliberació del citocrom c en diferents models cel·lulars [Revisat a (215)]. 

És important remarcar que l’expressió de molts d’aquests gens antiapotòtics es troba regulada 

pel factor de transcripció NF-κB. En relació a la via apoptòtica extrínseca, sembla ser que 

l’estimulació del receptor Fas i l’activació de la caspasa 8 per part de la curcumina constituirien 

senyals d’activació (216). Per últim, la curcumina pot inhibir la fosforilació i activació d'EGFR i 

la seva senyalització a través d’Akt [Revisat a (214)]. Els principals mecanismes d'inducció de 

l'apoptosi per part de la curcumina es troben resumits a la Figura 21. 
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Figura 21. Representació de les principals proteïnes diana de la curcumina en la via intrínseca i extrínseca 
d'apoptosi. Adaptat de Reuter i col. Biochem Pharmacol. (2008) (214) 
 

D’altra banda, la curcumina és capaç de promoure l’activació de l’autofàgia tant a nivell in vitro 

com in vivo (217). Mosieniak i col·laboradors van demostrar que el tractament amb curcumina 

en la línia cel·lular de CCR, HCT116, induïa la senescència i l’autofàgia mitjançant un increment 

en els nivells de LC3-II i en el nombre d’autofagosomes (218). 

 

A banda del seu paper com a agent proapoptòtic, la curcumina té la capacitat d'inhibir la 

proliferació cel·lular en un gran nombre de línies cel·lulars tumorals mitjançant la modulació 

del cicle cel·lular. Així doncs, la curcumina indueix l'aturada del cicle cel·lular en la fase G0/G1 

o G2/M mitjançant la sobreexpressió d'inhibidors de ciclines dependents de quinasa (CDKs) 

com p16, p21 i p27 i la inhibició de les Ciclines B, E i D1 [Revisat a (182)]. La inhibició de la 

Ciclina D1 es tradueix en la supressió de la hiperfosforilació i activació de la proteïna del 

Retinoblastoma i per tant en una aturada del cicle cel·lular [Revisat a (215)].  

 

1.5.3.4. Paper de la curcumina en l'angiogènesi 

L’efecte antiangiogènic de la curcumina s’ha demostrat en models animals xenoimplantats 

amb glioblastoma, carcinoma hepatocel·lular, carcinoma de pròstata i carcinoma d’ovari i els 

mecanismes descrits es basen en la inhibició de diversos factors proangiogènics regulats pel 

factor de transcripció NF-κB, com ara VEGF, COX-2 i MMP-9 (219-222). Així, la curcumina 
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exerceix un efecte negatiu sobre el creixement, migració i capacitat de formació de túbuls de 

cèl·lules endotelials humanes dels microvasos intestinals mitjançant la supressió de la via de 

senyalització de les MAPKs i de l’expressió de COX-2 (223). D'altra banda, la curcumina també 

pot inhibir l’acció del factor de transcripció induïble per hipòxia 1 alfa (HIF-1α), un factor de 

transcripció induït per condicions hipòxiques i que regula l’expressió de VEGF (224). Estudis 

realitzats en CCR van en la mateixa direcció (225-228) i de manera interessant, recentment 

s’ha demostrat l’efecte beneficiós de la combinació de Bevacizumab i curcumina en la inhibició 

del creixement tumoral en models murins de CCR (229). 

 

1.5.3.5. Paper de la curcumina en invasió i metàstasi 

Estudis realitzats en diferents models tumorals han demostrat que la curcumina és capaç 

d'evitar la invasió cel·lular i la mestàstasi mitjançant la inhibió de l'expressió de diferents 

MMPs, com MMP2 i MMP9 (230, 231) així com de les mol·lècules d'adhesió ICAM-1, VCAM-1 i 

ELAM-1 (232). Altres mecanismes es basen en la supressió de l’expressió a nivell d'ARN 

missatger (ARNm) de les quimiocines proinflamatòries CXCL1 i CXCL2, implicades en els 

processos d'invasió i metàstasi (233). Tenint en compte que l’expressió de molts d’aquests 

factors es troben regulats per NF-κB, de nou, l’efecte inhibitori de la curcumina sobre aquesta 

via seria clau en la supressió dels processos d’invasió i metàstasi dels tumors 

 

1.5.3.6. Curcumina i vies de senyalització de cèl·lules mare tumorals 

La curcumina pot modular les vies de senyalització implicades en la regulació de les cèl·lules 

mare tumorals, com la via de Notch, Wnt i Sonic hedgehog (SHH). Un estudi realitzat en la línia 

de CCR HCT116, va demostrar que la curcumina era capaç d’inhibir la via de Wnt/β-catenina 

donant com a resultat l’aturada del cicle cel·lular en la fase G2/M, l’activació de l’apoptosi i 

una pèrdua de l’adhesió cèl·lula-cèl·lula (234). L’efecte inhibitori de la curcumina sobre 

l’expressió de Notch-1 té com a conseqüència la supressió de l’activació de NF-κB i la 

consegüent inhibició del creixement cel·lular i inducció de l’apoptosi (235). Tanmateix, la 

curcumina redueix l’activació de la via de senyalització de SHH en models cel·lulars de glioma i 

càncer de pàncrees, tot i participant en la prevenció de la metàstasi mitjançant la reversió del 

procés EMT (236-238). 

 



 

 45

In
tr
od

uc
ci
ó 

  

1.5.4. Especificitat tumoral de la Curcumina 

Alhora d’avaluar el potencial de la curcumina com a agent terapèutic, un aspecte important a 

tenir en compte és l’efecte diferencial que exerceix sobre les cèl·lules tumorals en comparació 

a les cèl·lules normals. Així per exemple, estudis in vitro han demostrat que la curcumina 

indueix l’aturada del cicle cel·lular i l’apoptosi en cèl·lules tumorals de càncer de mama i fetge 

sense exercir un efecte citotòxic en hepatòcits primaris de rata (239). Els fibroblasts humans i 

les cèl·lules epitelials normals del colon també han mostrat una menor sensibilitat a la 

curcumina en comparació a la línia tumoral HCT116 (240, 241). Resultats similars han estat 

descrits al comparar l’efecte de la curcumina en cèl·lules epitelials normals de la mucosa oral i 

cèl·lules de carcinoma escamós de cap i coll (242). Les raons d’aquests efectes diferencials no 

han estat ben establertes però s’han proposat diversos mecanismes. En primer lloc, mitjançant 

tècniques espectroscòpiques i d’absorció, s’ha observat una major captació de curcumina en 

cèl·lules tumorals que en cèl·lules normals, probablement com a resultat de les diferències 

estructurals entre les seves membranes cel·lulars (243). En segon lloc, els nivells de l’enzim 

glutatió són en general inferiors en les cèl·lules tumorals. Una disminució dels nivells de 

glutatió es tradueix en un augment de la generació de ROS per part de la curcumina, un 

augment de l'apoptosi i per tant, en una major sensibilitat a la curcumina de les cèl·lules 

tumorals en comparació a les cèl·lules normals (239). Finalment, l’activació en cèl·lules 

tumorals i no en cèl·lules normals de certes vies de senyalització protumorogèniques 

modulades pel tractament amb curcumina, com la via de NF-κB, també ha estat plantejada 

com una explicació plausible a aquest fet.  

 

1.5.5. Assajos clínics amb curcumina 

L’ús de la curcumina com a agent terapèutic es troba sota investigació clínica en un gran 

nombre de patologies, entre les que destaquen el CCR, el càncer de pàncrees, el càncer de cap 

i coll, la leucèmia mieloide aguda, l’artritis, l’alzheimer i la depressió. Concretament, podem 

trobar 124 assajos clínics amb curcumina indexats en el portal web www.clinicaltrials.gov dels 

quals, 17 avaluen l’efecte de la curcumina en la prevenció i tractament del CCR. De fet, a nivell 

clínic la gran majoria d’estudis realitzats fins al moment es basen en assajos clínics de fase I/II 

en els que s’avalua la farmacocinètica i toxicitat de la curcumina.  Aquests estudis han 

demostrat la no-toxicitat de la curcumina oral a dosis de 3,6 g/dia durant 4 mesos (el període 

de tractament més llarg avaluat fins al moment) en pacients amb CCRa refractari al tractament 

(197-199, 244), la reducció del 40% en el nombre de focus de cripta aberrants del colon (FCA) 

després del tractament amb 4 g diaris de curcumina durant 1 mes en una cohort de pacients 
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fumadors que presentaven 8 o més FCA a l’inici de l’estudi (245) o la reducció significativa del 

nombre i la mida dels pòlips en pacients amb PAF (246). En càncer de pàncrees avançat, 

Aggarwal i col·laboradors van demostrar que el tractament amb 8 g/dia de curcumina durant 8 

setmanes resultava segur i efectiu en 2 dels 25 pacients tractats, un dels quals va presentar 

una estabilització de la malaltia durant més de 18 mesos (247). Més recentment, també s’ha 

demostrat la seguretat del tractament combinat de curcumina i Gemcitabina en  aquests 

malalts (248). 

 

1.5.6. Curcumina i quimioteràpia 

Mitjançant la combinació de fàrmacs antineoplàsics es pot aconseguir una reducció de la dosi i 

la toxicitat de les drogues utilitzades així com una disminució en l’aparició de quimioresistència 

en les cèl·lules tumorals. En la darrera dècada, un gran nombre d’estudis in vitro i in vivo han 

demostrat que la curcumina és capaç de potenciar l’efecte antiproliferatiu i/o proapoptòtic de 

certs fàrmacs antineoplàsics principalment degut al seu efecte en la inhibició de la via de 

senyalització de NF-κB activada per acció d'aquests agents [Revisat a (249)]. Per exemple, 

l'efecte de la combinació de curcumina amb taxol, gemcitabina o paclitaxel, és superior a 

l’efecte individual d’aquests fàrmacs degut a l’efecte inhibitori de la primera sobre l’activació 

de NF-κB i Akt per part dels altres (250, 251). La combinació de curcumina i FOLFOX es 

tradueix en una major inhibició de la proliferació cel·lular i en un augment de l’apoptosi en 

línies cel·lulars de CCR, juntament amb una reducció en l’expressió d’EGFR, Her-2, Akt i COX-2 

(252). A més a més, el tractament amb curcumina sensibilitza les cèl·lules de CCR al tractament 

amb 5-FU per efecte de la inhibició de la via de senyalització NF-κB /PI3K/Src (253). En relació 

a l'oxaliplatí, Howells i col·laboradors van demostrar que el tractament amb curcumina 

revertia la resistència a oxaliplatí (209) i en la mateixa línia, estudis in vivo han reportat els 

efectes terapèutics de la combinació d’oxaliplatí i curcumina en comparació als seus efectes en 

monoteràpia (226, 254). Per últim, un estudi de James i col·laboradors va constatar que 

l’addició de curcumina al tractament amb oxaliplatí i 5-FU potenciava els seus efectes 

antiproliferatius i proapoptòtics en cultius ex vivo d’explants derivats de metàstasis hepàtiques 

(200). En relació a la toxicitat causada per la quimioteràpia, el pretractament amb curcumina 

seguit del tractament concomitant d’oxaliplatí i curcumina es tradueix en una disminució de la 

toxicitat neuropàtica produïda per l'agent platinat (255). En definitiva, la combinació de 

curcumina amb oxaliplatí no només augmenta l’eficàcia d’aquest últim sinó que també en 

redueix els seus efectes adversos. De fet, actualment s’està realitzant un assaig clínic de Fase II 
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en el que s’estudia l’efecte de la combinació de curcumina oral i FOLFOX en pacients amb CCRa 

i metàstasis inoperables (256). 
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La resistència adquirida als tractaments basats en l'oxaliplatí representa un dels principals 

obstacles en l’èxit del tractament dels pacients amb CCRa. Aquest és un procés complex i 

multifactorial en el que la via de senyalització de NF-κB, a través de la qual s’activa la 

transcripció de gens involucrats en supervivència, resistència a la mort cel·lular, invasió i 

metàstasi entre altres, hi juga un paper rellevant. En un treball previ del nostre grup on 

s’analitzaren les diferències a nivell d'expressió gènica entre quatre línies de CCR sensibles a 

oxaliplatí i les seves derivades resistents, es van identificar uns pocs gens les alteracions en 

l’expressió dels quals es traduirien en un increment en la senyalització de la via de NF-κB.  

 

En base a aquestes premises, la hipòtesi en la que es fonamenta aquest treball és que 

l’activació de la via de senyalització de NF-κB estaria implicada en la sensibilitat i el procés 

d’adquisició de resistència a l'oxaliplatí en els nostres models in vitro de resistència adquirida i 

per tant, que la inhibició farmacològica mitjançant el polifenol curcumina d’aquest factor de 

transcripció comportaria la reversió de la resistència a aquest agent platinat.  

 

Per tal de demostrar aquestes hipòtesis es van establir els següents objectius:  

 

1. Estudiar la implicació de la via de senyalització de NF-κB en la resistència i la resposta a 

l'oxaliplatí en models cel·lulars de CCR sensibles i amb resistència adquirida a aquest fàrmac. 

 

2. Estudiar l’efecte de la curcumina, com a potent inhibidor de NF-κB, en la reversió de la 

resistència adquirida i en la resposta a l’oxaliplatí, individualment i en combinació amb aquest. 

  

3. Analitzar l’efecte diferencial del tractament combinat de curcumina i oxaliplatí sobre els 

perfils transcriptòmics de línies sensibles i resistents a oxaliplatí mitjançant un estudi de 

microarrays i identificar possibles marcadors predictius d’eficàcia del tractament.   

 

4. Validar tots o part dels resultats obtinguts, en mostres de teixit de pacients amb CCR 

metastàtic. 
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3. MATERIAL I MÈTODES 
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3.1. Línies cel·lulars 

En la present tesi doctoral es van utilitzar les línies cel·lulars humanes de CCR HT29, LoVo i 

DLD1 (American Type Culture Collection, ATCC. Manassas, VA, USA) (Figura 22) així com les 

seves línies derivades amb resistència adquirida a oxaliplatí: HTOXAR3, LoVOXAR3 i 

DLDOXAR3, respectivament. Les línies resistents es van desenvolupar al nostre laboratori a 

través d’un procés d’exposició contínua a dosis creixents d’oxaliplatí setmanalment durant 10 

mesos tal i com s’ha descrit anteriorment no mostrant resistència creuada a altres fàrmacs 

com el 5-FU, el cisplatí o el CPT-11 (102). Totes elles són línies epitelials adherents que creixen 

en monocapa a 37ºC i 5% de CO2 en atmosfera humida. Les línies cel·lulars parentals HT29, 

Lovo i DLD1 han estat caracteritzades segons el fenotip de les proteïnes p53, KRAS i BRAF, així 

com pel fenotip RER (inestabilitat de microsatèl·lits). Les línies resistents, en canvi, no han 

estat caracteritzades: 

 

HT29: línia cel·lular aïllada d’un tumor primari humà de còlon (adenocarcinoma de grau II). Les 

cèl·lules HT29 creixen en medi DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle Medium, Gibco® Life 

technologies), suplementat amb 2 mM de L-glutamina (Applichem, Panreac), 10 mM d’Hepes 

(Applichem, Panreac), 10% de sèrum boví fetal (FBS; foetal bovine serum) (Reactiva) inactivat a 

56ºC durant 45 minuts, 400 u/mL de penicil·lina (ERN) i 40 µg/mL de gentamicina (Gibco®, Life 

technologies). El seu temps de doblatge en aquestes condicions de creixement és de 24 hores; 

el mateix que el de la seva sublínia resistent a oxaliplatí HTOXAR3. Presenta un fenotip RER 

negatiu i una mutació en la proteïna p53 per canvi d’aminoàcid Arg à His en el codó 273. La 

proteïna 21 no és funcional en aquesta línia. A més a més, presenta mutació (V600E) en 

l’oncogen BRAF però no en la proteïna KRAS. 

 

LoVo:  línia cel·lular procedent d’un adenocarcinoma avançat de colon. Les cèl·lules van ser 

aïllades d’un nòdul metastàtic localitzat a la regió subclavicular esquerra. Creixen en medi de 

cultiu HAM’s F12 (Gibco®, Life technologies) suplementat amb un 20% de FBS (Reactiva) 

inactivat a 56ºC durant 45 minuts, 200 u/mL de penicil·lina (ERN) i 20 µg/mL de gentaminacina 

(Gibco®, Life technologies). El seu temps de doblatge en aquestes condicions de creixement és 

de 26 hores; el mateix que el de la seva sublínia resistent a oxaliplatí LoVOXAR3. Aquesta línia 

mostra un fenotip RER positiu (deleció de l’exó 5 al 8 en els dos al·lels del gen hMSH2) i 

presenta la proteïna p53 WT. En relació a KRAS i BRAF, presenta les mutacions G13D i A14V de 

la proteïna KRAS però en canvi manté la forma WT de BRAF. 
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DLD1: línia cel·lular aïllada d’un adenocarcinoma primari humà de colon d’estadi C de Dukes. 

Es cultiva en medi de cultiu RPMI 1640 (Gibco® Life technologies), suplementat amb 2 mM de 

L-glutamina (Applichem, Panreac), 10 mM d’Hepes (Applichem, Panreac), 10% FBS (Reactiva) 

inactivat a 56ºC durant 45 minuts, 400 u/mL de penicil·lina (ERN)  i 40 µg/mL de gemtamicina 

(Gibco®, Life technologies). El seu temps de doblatge en aquestes condicions de creixement és 

de 21 hores i el de la seva sublínia resistent DLDOXAR3 és de 23 hores. DLD1 presenta una 

mutació en la posició 241 de la proteïna p53 (canvi de base CàT que provoca el canvi 

d’aminoàcid SeràPhe) i el fenotip RER positiu (deleció en el gen hMSH6). Pel que fa als 

oncogens BRAF i KRAS, presenta les mutació G13D de la proteïna KRAS però en canvi manté la 

forma WT de BRAF. 

 

              
                Figura 22. Cèl·lules HT29, LoVo i DLD1 en cultiu. Font: ATCC 

 

 

Totes les línies van ser testades regularment per a la presència de contaminació per 

Mycoplasma, mitjançant la tècnica de PCR (Mycoplams Plus™ PCR primer set, Stratagene, USA) 

usant els primers MICO 1 : 5’-GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG-3’ i MICO 2 : 5’- CGG ATA ACG 

CTT GCG ACC TAT G -3’ a una concentració final de 10X a més del tampó de reacció (1X), MgCl2 

(1,5 mM), dNTPs (0,2 mM) i 0,5 unitats de Taq polimerasa (Ecotaq, Ecogen) en les següents 

condicions de PCR (Figura 23):   

 

 



 

 53

M
at

er
ia

l i
 M

èt
od

es
 

                            
Figura 23. Condicions de PCR utilitzades en l’assaig de detecció de contaminaació per Mycoplasma. 

 

La mostra de partida consistia en 1 mL de medi de cultiu de cada una de línies a valorar tenint 

en compte que el flascó de cultiu havia d’estar força confluent i el medi de cultiu no havia 

d’haver estat canviat com a mínim en 72 hores. Els productes de PCR es van visualitzar en un 

gel d’agarosa estàndard (Ecogen) al 1% en tampó TBE (Tris-Borat-EDTA) 1X tenyit amb Realsafe 

(20.000X) (Real Life Scince Solutions). L’amplificació d’una banda de 464 parells de bases (pb) 

indica la infecció de Mycoplasma a la mostra testada. En cada experiment es va incorporar un 

control positiu de contaminació. 

 

Per tal de mantenir viables les línies cel·lulars anteriorment descrites, les cèl·lules van ser 

cultivades en flascons de cultiu cel·lular T-25 cm2 (Nunc, Thermo Scientific) canviant el medi de 

cultiu per medi fresc cada 2-3 dies, valorant el ritme de creixement i tornant a sembrar en 

flascons nous cada 7 dies. Així doncs, tan bon punt les cèl·lules assolien aproximadament un 

70% de confluència en els flascons, es procedia a la seva desadhessió de la superfície 

mitjançant l’ús de Tripsina-EDTA 3X (Labclinics). Un cop desadherides, es va procedir al 

comptatge cel·lular mitjançant tinció amb blau tripà (Gibco, Invitrogen) i recompte amb 

cambra de Neubauer (hemocitòmetre). El nombre de cèl·lules a sembrar per tal de no assolir 

el 100% de confluència es va determinar en funció del temps de doblatge de cada línia, la mida 

cel·lular i el nombre de cèl·lules requerides per a la realització dels subsegüents experiments. 

Periòdicament es va testar el temps de doblatge de cada línia cel·lular mitjançant la fórmula: 

 

                                                              Cf = Co · e  ·t   

On: 

                                   Cf : concentració final de cèl·lules al flascó 

                                   Co: concentració inicial de cèl·lules sembrades 

                                   Lambda = ln(2)/(temps de doblatge de la línia (h) / 24 h) (dies) 

                                   t: temps transcorregut entre les sembres (dies) 
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3.2. Mostres d’explants de metàstasis hepàtiques derivades de pacients amb 
CCRa 
 
Les mostres fixades amb formol i incloses en parafina d’explants de metàstasis hepàtiques 

derivades de pacients amb CCRa van ser cedides per la Dra. Lynne Howells de la Universitat de 

Leicester. Es van tallar els teixits tumorals en 9 segments d’1 mm3 aproximadament i es van 

col·locar de manera aleatòria en inserts organotípics (Millipore) que es trobàven flotant a 

l’interior de pous coberts amb 1,5 mL de medi DMEM suplementat amb 1% de FBS i 2% 

d’antibiòtics i antimicòtics (Figura 24). Els teixits es van deixar incubar durant 15 hores i tot 

seguit es va retirar la meitat del medi i es va reemplaçar amb els medis que contenien els 

tractaments d’estudi. Es van deixar incubar durant  24 hores i es van recollir els segments de 

teixit. A continuació els teixits es van col·locar entre esponges mullades amb etanol al 70% en 

un cassette d’inmunohistoquímica, es van fixar amb formol durant 24 hores, es van incloure en 

parafina i es van realitzar els talls. Durant tot el procés, va resultar essencial que la orientació 

dels teixits fos identificable per tal de que les superfícies dels explants fossin comparables 

alhora d’analitzar l’efecte dels tractaments. La inmunohistoquímica va ser realitzada 

mitjançant el kit Novolink Polymer Detection (Novocastra Laboratories) seguint les instruccions 

del fabricant. Per tal d’analitzar l’efecte del tractament amb oxaliplatí o la combinació 

d’oxaliplatí i curcumina en la proliferació cel·lular i l’apoptosi cada explant va ser avaluat amb 

els marcadors ki67 (Dako), com a indicador de la proliferació, i caspasa 3 truncada (New 

England Biolabs) com a marcador d’apoptosi. La puntuació de la tinció es va fer de forma cega 

(200).  

 

Part superior

Part inferior  
Figura 24.  Cultiu d’explants. Representació de l’orientació del tumor en els inserts organotípics. Només una de les 
superfícies dels explants es troba en contacte amb el medi que conté els tractaments. 
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Les mostres van ser obtingudes de tumors de pacients operats de les metàstasis hepàtiques a 

l’hospital Universitari de Leicester NHS trust. L’aprovació ètica per l’ús d’aquestes mostres va 

ser concedida pel Leicestershire, Northamptonshire and Ruthland Ethics Commitee (referència 

REC 09/H0402/45). A més a més, l’ús d’aquestes mostres també va ser aprovat pel Comitè ètic 

de l’Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona, Barcelona). 

 

3.3. Fàrmacs 

Oxaliplatí: L’oxaliplatí (Sanofi-Aventis) es va obtenir de la farmàcia de l’Institut Català 

d’Oncologia (Badalona, Barcelona) a partir dels romanents de vials de pacients. Es van 

preparar solucions stock de 12,6 mM en H2Od i es van conservar congelades a -20ºC fins a la 

seva utilització. 

 

Curcumina: La Curcumina (Sigma-Aldrich) va ser adquirida en pols i fou reconstituïda amb 

etanol absolut (Applichem, Panreac) a una concentració de 10 mM. Les alíquotes van ser 

conservades a -20ºC fins al moment de la seva utilització. La concentració més alta d’etanol 

absolut utilitzada en cultiu va ser de 0,3%, dosi que va ser valorada mitjançant l'assaig de 

viabilitat cel·lular MTT i va demostrar no ser tòxica per als nostres models cel·lulars. 

 

SB265610: L’antagonista del receptor CXCR2 SB265610 (Sigma-Aldrich) va ser adquirit en pols i 

reconstituït amb dimethyl sulfoxide (DMSO) (Cryoserv, Bioniche Pharma) a una concentració 

de 14 mM. Les aliquotes van ser conservades a 4ºC fins al moment de la seva utilització. 

 

Tant l’oxaliplatí, la curcumina i l'antagonista de l'inhibidor de CXCR2 SB265610 van ser diluïts 

posteriorment en medi de cultiu (específic per a cada línia cel·lular) per tal d’assolir les 

concentracions finals de treball. 

 

3.4. Assaig de viabilitat cel·lular MTT 

Per tal de determinar la citotoxicitat produïda per l’oxaliplatí, la curcumina, la combinació de 

tots dos i el compost SB265610 es va utilitzar el mètode de detecció de viabilitat cel·lular MTT 

(Roche) (Figura 25). Aquest assaig es basa en la capacitat de les cèl·lules viables, 

metabòlicament actives, de metabolitzar la sal de tretazoli (3-[4,5-dimetiltiazol-2-]-2,5-difenil 

tetrazolium bromide) de color groc, donant lloc a la sal de formazan de color violeta. Aquesta 

sal es solubilitza amb una solució que conté 0,1% SDS en HCL 0,01 M, resultant en una solució 
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de color violeta quantificable mitjançant l’ús d’un lector ELISA convencional automatitzat, com 

és el cas de l’equip Varioskan Flash (Thermo®). El pic màxim d’absorbància de la sal de 

formazan correspon a una longitud d’ona entre 500 i 600 nm i per aquest motiu, la lectura va 

ser realitzada a 570 nm. La densitat òptica (OD) obtinguda, és proporcional al nombre de 

cèl·lules viables. 

 

En primer lloc, les cèl·lules tumorals van ser sembrades en plaques de 96 pous (Nunc, 

Labclinics) a una densitat òptima per tal d’evitar la saturació de la OD en els pous control (1,5 ≥ 

OD ≤ 1,8). Així doncs, tenint en compte el temps de doblatge de cada línia cel·lular i la durada 

dels experiments, les cèl·lules HT29 i HTOXAR3 van ser sembrades a una densitat de 1.500 

cèl·lules/pou, les línies LoVo i LoVOXAR3 a una densitat de 3.000 cèl·lules/pou i les línies DLD1 

i DLDOXAR3 a una densitat de 4.000 cèl·lules/pou en un volum final de 100 µl per pou. 

Passades 24 hores (temps necessari per a l’adherència de les cèl·lules al fons dels pous) es va 

retirar el medi i es van tractar les cèl·lules amb diferents concentracions del fàrmac en estudi. 

Els tractaments es van realitzar durant el temps d'estudi determinat, passat el qual, es va 

retirar el medi amb la droga i es va afegir medi fresc de cultiu. A les 72 hores (temps de 

recuperació), es va retirar el medi de cultiu i es va afegir la solució de MTT seguint les 

instruccions del fabricant (a cada pou: MTT 10%, FBS 10% i RPMI no suplementat 80%, en un 

volum final de 100 µl). La solució de MTT es va deixar incubant 4 hores a 37ºC i 5% de CO2 i 

posteriorment les sals de formazan formades al fons dels pous van ser resuspeses amb 100 

µl/pou de solució solubilitzadora (0,1% SDS en HCL 0,01 M). Un cop solubilitzades, les plaques 

es van incubar tota la nit (O.N., overnight) a 37ºC i 5% de CO2 en atmosfera humida fins a la 

seva lectura a 570 nm el dia següent.  

 

En cada experiment de MTT, es va calcular la fracció de supervivència (f) com el quocient entre 

la OD de les cèl·lules tractades a les diferents dosis de fàrmac i la OD de les cèl·lules control 

sense tractar. Les dades obtingudes s’analitzaren  mitjançant el mètode de l’efecte mig 

(median-effect lines). Aquest mètode consisteix en la representació gràfica de log10((1/fn)-1) 

(on fn representa les diferents fraccions de viabilitat obtingudes) enfront del log10 (dosi del 

fàrmac). A partir d’aquest punt, es va calcular la recta de regressió pel mètode dels mínims 

quadrats; acceptant rectes que presentaven un coeficient de regressió r2 superior a 0,95. 

 

Mitjançant aquestes rectes denominades median effect lines, es va poder calcular el pendent 

(m) i la dosi IC50 (dosi que inhibeix el 50% del creixement cel·lular). Amb aquests paràmetres, 
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es van poder avaluar les concentracions de fàrmac necessàries per a inhibir una fracció 

cel·lular determinada, entre el 10 i el 90%, segons l’equació: 

                                               

                                           Dosi fàrmac = DosiIC50 (1/f-1)1/m 

 

 
Figura 25. Esquema explicatiu del procediment de MTT. 

  

3.4.1. Anàlisi de combinació de fàrmacs 

Per tal de conèixer el sinergisme, antagonisme o additivitat de la combinació d’oxaliplatí i 

curcumina en els nostres models cel·lulars, vam seguir el mètode descrit per Chow i Talalay 
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(257), que consisteix en tractar les cèl·lules amb dilucions seriades de cada fàrmac utilitzat en 

la combinació amb ràtios fixes de dosis que corresponen a diferents proporcions de les IC50 

individuals (en aquest cas, 3; 1,5; 1; 7/8; ¾; 5/8; ½; ¼ i 1/8 vegades les IC50 individuals) i 

avaluar la viabilitat en cadascun dels punts mitjançant l'assaig de MTT. En cada experiment, 

tant pels tractaments individuals com pels combinats, s’obté el log IC50 i el pendent m tal i 

com s’explica en l’apartat anterior. Ambdós paràmetres van ser utilitzats per calcular les 

diferents dosis dels fàrmacs administrats individualment i en les combinacions, necessaris per 

a produir els diferents nivells de toxicitat (f=0,95, 0,90,... 0,05) a partir de l’equació:  

 

                                        Dosi fàrmac = DosiIC50 (1/f-1)1/m. 

 

Quan els fàrmacs s’administren a ràtios fixes, la dosi en la combinació necessària per a produir 

una fracció de supervivència pot ser separada en els dos components de dosi D1 i D2 

corresponents als fàrmacs 1 i 2 respectivament. Per a cada nivell de citotoxicitat (f=0,95, 

0,90,... 0,05) el paràmetre anomenat índex de combinació (CI, combination index) pot ser 

calculat atenent a l’equació: 

 

                                  CI= (D1/Df1) + (D2/Df2) + α[(D1·D2)/(Df1·Df2)]   

on: 

• D1 i D2 són les concentracions dels fàrmacs 1 i 2 en la combinació per a produir una 

fracció f de supervivència. 

• Df1 i Df2 són les concentracions individuals d’1 i 2 per a produir la mateixa fracció f de 

supervivència. 

• α= 1 o α= 0 depenent de si els dos fàrmacs es consideren mútuament no excloents o 

excloents. En el nostre cas, l’oxaliplatí i la curcumina van ser considerats mútuament 

no excloents degut a que presenten mecanismes d’acció diferents. 

En base a aquest mètode, CI < 1 indica que la combinació de fàrmacs és sinèrgica, CI > 1 indica 

que és antagònica i CI = 1 indica que es tracta d’una combinació additiva.  

 

 

3.5. Assaig de formació de colònies 

Per tal de determinar l’efecte de l’oxaliplatí, la curcumina o la combinació de tots dos en la 

capacitat de les cèl·lules per sobreviure i mantenir la seva capacitat intrínseca de formar 

colònies després dels diferents tractaments, es van realitzar assajos de formació de colònies. 
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Les cèl·lules van ser sembrades en plaques de 6 pous (Nunc, Thermo Scientific) a una densitat 

de 300 cèl·lules per pou en el cas de HT29 i HTOXAR3 i de 500 cèl·lules per pou en el cas de les 

línies LoVo i LoVOXAR3. Passades 24 hores (temps necessari per a l’adhèrencia de les cèl·lules 

al fons dels pous) es va retirar el medi i es van tractar les cèl·lules durant 24 hores amb 

diferents concentracions del/s fàrmac/s d’estudi. Passat aquest temps, es va retirar el medi 

amb la droga i es va afegir medi de cultiu fresc. A partir d’aquest punt, el medi es va canviar 

per medi fresc cada 2 o 3 dies  fins al desè dia, moment en que es va retirar i es van rentar les 

colònies amb solució salina tamponada amb fosfat (PBS ; Nacl 137 mM, KCl 2,6 mM, Na2HPO4 

10 mM, KH2PO4 1,8 mM). Seguidament es va procedir a la seva fixació durant 10 minuts a 

temperatura ambient (TA) amb metanol absolut i àcid acètic en una proporció 3:1. Després 

d’un últim rentat amb PBS, les colònies es van tenyir durant 10 minuts a TA amb cristall violeta 

0,5% (Merck) (diluït en aigua), es van rentar amb PBS i es van contar de manera manual. 

 

3.6. Extracció i determinació de la concentració de proteïnes 

3.6.1. Extracció de proteïna total 

Tot el procés d’extracció de proteïnes es va realitzar en suport fred. Un cop retirat el medi de 

cultiu de les plaques on estaven sembrades les cèl·lules es va realitzar el rentat dels pouets 

amb tampó PBS o solució salina tamponada amb tris (TBS, Tris-Cl 20 mM, 137 mM NaCl, 2,6 

mM KCl, a pH 7,6) si es volien obtenir proteïnes fosforilades. Tot seguit es va afegir el tampó 

d’extracció de proteïnes RIPA (+) [PBS, NP40 1%, Na Deoxycholate 0,5%, SDS 0,1%, EDTA 1 

mM, NaF 50 mM, NaVO3 5 mM, inhibidors de proteases (complete, EDTA-free, Roche 

Diagnostics)]. Amb un raspador o scraper es va raspar mecànicament el fons de la placa per tal 

d’obtenir la màxima quantitat de proteïnes. Els homogenats obtinguts es van passar a tubs 

eppendorf i es van deixar en gel durant 30 minuts en agitació constant. Passat aquest temps, 

els tubs es van centrifugar 15 minuts a 13.000 rpm i a 4ºC per després recollir el sobrenedant 

(on es trobaven les proteïnes) del que es va separar una alíquota de 20 µl per a la posterior 

quantificació proteica. Les mostres es van congelar a -80ºC fins al moment de la seva 

utilització. 

 

3.6.2. Extracció de proteïnes nuclears 

L’obtenció dels extractes proteics nuclears es va realitzar mitjançant el mètode de Schreiber i 

col·laboradors (258). Les cèl·lules en cultiu es van tripsinitzar i centrifugar durant 5 minuts a 

1.200 rpm a TA i es van resuspendre en 400 µl de tampó de lisi cel·lular hipotònic [10 mM 
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HEPES pH 7,5, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM EDTA, 1mM DTT, 5 mM PMSF, 0,5% NP-40 i 

inhibidors de proteases (Roche Diagnostics)]. Després de deixar les mostres en agitació 

constant durant 20 minuts i en fred, es van centrifugar a 11.400 rpm durant 10 minuts a 4ºC i 

els sobrenedants (proteïnes citoplasmàtiques) es van recollir i conservar a -80ºC fins al 

moment de la seva quantificació i utilització. A continuació, el pellets nuclears van ser rentats 

tres vegades amb tampó de lisi i es van resuspendre en 50 µl de tampó fred d’extracció 

nuclear [20 mM HEPES pH 7,5, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF i inhibidors 

de proteases (Roche Diagnostics)]. Les mostres es van deixar en gel durant 30 minuts en 

agitació constant i posteriorment van ser centrifugades a 12.000 rpm durant 15 minuts a 4ºC. 

Els sobrenedants (proteïnes nuclears) es van recollir i van ser conservats a -80ºC fins al 

moment de la seva quantificació i utilització. 

 

3.6.3. Determinació de la concentració de proteïnes 

La quantificació de proteïnes es va realitzar en plaques de 96 pous (Nunc, Thermo Scientific) 

amb el kit de quantificació DC protein assay (Bio Rad) basat en el mètode colorimètric de 

Lowry. Per a la quantificació de proteïnes, 5 µl de mostra es van barrejar amb 25 µl de reactiu 

A’ (compost per 20 µl de reactiu S per cada 1 ml de reactiu A) i amb 200 µl de reactiu B. La 

barreja es va mantenir durant 15 minuts a TA i tapada de la llum. Passat aquest temps, es va 

realitzar la quantificació mitjançant el lector de colorimetria Varioskan Flash (Thermo®) a una 

longitud d’ona de 750 nm. La proteïna BSA va ser utilitzada com a proteïna estàndard i la recta 

patró utilitzada per a la determinació de la concentració proteica es va considerar vàlida si pel 

mètode dels mínims quadrats el valor R2 era superior a 0,95. 

 
 

3.7. Western Blot (WB) 

Per tal de detectar canvis en els nivells de proteïnes específiques presents en les mostres es va 

utilitzar la tècnica de Western Blot (WB). Aquesta tècnica es basa en la separació mitjançant 

electroforesi en condicions desnaturalitzants de les proteïnes presents en una mostra segons 

el seu pes molecular, la posterior transferència d’aquestes proteïnes a una membrana de PVDF 

(blot) i finalment la detecció de la/les proteïna/es d’interès mitjançant anticossos específics. 

 

Els homogenats de proteïnes en van descongelar en gel i en funció de la concentració de 

proteïna, es va utilitzar el volum necessari per a carregar la mateixa quantitat de proteïna en 

cada carril del gel, en el nostre cas 50 µg. A continuació, es van barrejar els homogenats amb 
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tampó de mostra 4x NuPAGE LDS (Novex, Life technologies), es va afegir agent reductor 

(Novex, Life technologies) i es van incubar les mostres a 70ºC durant 10 minuts al termoblock 

per tal de desnaturalitzar les proteïnes. 

 

L’electroforesi i electrotransferència es van dur a terme en un sistema Xcell4 SureLock Midi-

Cell (Life Technologies) utilitzant les següents solucions preparades en fresc a partir de 

solucions més concentrades que es mantenien a 4ºC: 

- Tampó d’electroforesi MOPS/SDS : 50 nM MOPS, 50 nM Tris, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, 

ph=7,7. 

- Tampó de transferència : 27 nM Tris, 197 mM Glicina i 20% metanol. 

 

L’electroforesi de les mostres es va fer en gels de poliacrilamida pre-cast NUPAGE Novex Bis-

Tris Gel 10% (Novex, Life technologies). Els gels es van retirar del seu envàs, es van rentar amb 

aigua destil·lada i es van muntar en el suport de la cubeta d’electroforesi. Seguidament, es va 

omplir la cubeta amb tampó d’electroforesi, es van carregar les mostres i el marcador de pes 

molecular (Novex (R) Sharp Pre-Stained protein Standard, Life technologies) i es van fer migrar 

a 200 V durant 1 hora. 

 

Un cop finalitzada l’electroforesi, es va procedir a la transferència humida de les proteïnes del 

gel a una membrana de PVDF de 0,45 µm de porus (polyvinylidene fluoride, Inmobilion-FL, 

Millipore) prèviament activada amb metanol. Es va realitzar el muntatge tipus sandwich en un 

cassette amb unes reixetes específiques submergit en una cubeta amb tampó de transferència 

(Figura 26). La transferència es va realitzar durant 1 hora a 100V i  4ºC.  

 

                                   

Espongeta

Espongeta

2 x Paper de Wathman

2 x Paper de Wathman

Membrana de PVDF
Gel de Poliacrilamida

Ànode(+)

Càtode (-)

 
Figura 26. Representació del muntatge tipus sandwich utilitzat en la transferència humida durant el protocol de 
Western blot. 
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El següent pas va consistir en la immunodetecció de les proteïnes d’interès mitjançant l’ús 

d’anticossos específics. Per aquest propòsit es van utilitzar les següents solucions preparades 

en fresc: 

- Tampó de bloqueig per a WB: 50% PBS i 50% Blocking Buffer de Odyssey (LI-COR) 

- Tampó d’incubació per a WB : 50% PBS, 50% Blocking Buffer de Odyssey i 0,1% Tween-

20 (Sigma-Aldrich) 

- Tampó de rentat per a WB : PBS +  0,1% Tween-20 

Per a l’estudi de proteïnes fosforilades, en tots els passos es va substituir el PBS per tampó 

TBS. 

 

En primer lloc es van activar les membranes amb metanol absolut i es van rentar amb PBS o 

TBS 1x. Posteriorment es van bloquejar durant 1 hora a TA amb tampó de bloqueig i 

seguidament es van incubar O.N. a 4ºC en agitació contínua amb un anticòs primari específic 

per a les proteïnes d’interès (Taula 3). Després de la incubació, es van realitzar tres rentats de 

5 minuts amb tampó de rentat i les membranes es van incubar 50 minuts resguardades de la 

llum amb un anticòs secundari (que detecta l’anticòs primari) conjugat amb fluoròfors que 

emeten senyal en l’infraroig proper (680 nm i/o 800 nm, LI-COR). Finalment es van realitzar 

tres rentats de 5 minuts amb tampó de rentat i un últim rentat de 10 minuts amb PBS o TBS. 

 

Per últim, la presència de les proteïnes d’interès en les membranes es va detectar i analitzar 

utilitzant un sistema de generació i anàlisi d’imatges mitjançant l’aparell Odyssey (LI-COR) 

basat en la detecció de fluorescència de l’infraroig proper. La intensitat de les bandes en les 

membranes es va quantificar amb el programa específic del mateix sistema (software odyssey 

V3.0) i així es van poder comparar les variacions en els nivells proteics entre diferents 

condicions experimentals. Els valors densitomètrics de les bandes que corresponien a les 

proteïnes d’estudi es van normalitzar amb els valors de les bandes d’α-tubulina (control 

intern) corresponents. Els resultats es van mostrar com la mitjana ± error estàndard de la 

mitjana (SEM), calculats a partir d'un mínim de tres experiments independents.     
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Anticossos primaris Dilució Casa comercial 

Rabbit anti-phospho-NF-κB p65 (Ser 536) clone EP2294Y 1:2000 MercK -Millipore 

Rabbit anti-NF-κB p65 (D14E12) XP® 1:1000 Cell Signaling 

Mouse anti-Phospho-IκB-α (Ser32/36) (5A5) 1:1000 Cell Signaling 

Rabbit anti-IKB alpha antibody [E130] 1:1000 Abcam 

Rabbit anti-Survivin antibody  [EP2880Y] 1:1000 Abcam 

Rabbit anti-Cyclin D1 antibody [EPR2241] 1:1000 Abcam 

Rabbit anti-Bcl-2 antibody [E17] 1:1000 Abcam 

Rabbit anti-phospho-Akt (S473) (D9E) XP® 1:1000 Cell Signaling 

Rabbit anti-Akt (pan) (C67E7) 1:1000 Cell Signaling 

Rabbit  anti-CXCR2 antibody 1:1000 Abcam 

Mouse anti-Msh2 (Ab-2) (FE11) 1:500 Merck Millipore 

Mouse anti-α-tubulin, clone B-5-1-2 1:20000 Sigma-Aldrich 

Anticossos secundaris Dilució Casa comercial 

IRDye 680 Donkey Anti-rabbit 1:10000 LI-COR 

IRDye 800 Donkey Anti-rabbit 1:10000 LI-COR 

IRDye 800 Donkey Anti-mouse 1:10000 LI-COR 

 

Taula 3. Anticossos primaris i secundaris utilitzats en la tècnica de Western blot. 

 

3.8. Inmunocitofluorescència (ICF) 

Per tal d’estudiar la localització subcel·lular de la subunitat p65 de NF-κB en les línies HT29 i 

HTOXAR3 es va utilitzar la tècnica de ICF. Per a l’assaig de ICF es van utilitzar les següents 

solucions preparades en fresc: 

- Solució 4% paraformaldehid (PFA) (Panreac): Es va dissoldre 1 gram de 

paraformaldehid en 20 mL d’aigua miliQ en agitació i a una temperatura de 65ºC. Es 

varen afegir 20 µL de NaOH 10 M per tal d’ajudar en el procés de dissolució. Un cop 

dissolt es va ajustar el pH a 7,2 mitjançant HCl al 25%. Es va filtrar i es va guardar la 

solució protegida de la llum a 4ºC fins al moment de la seva utilització. 

- Tampó de bloqueig i permeabilització : PBS, TritóX-100 0,3%, FBS 5%, sèrum AB humà 

5% 

 

Les cèl·lules HT29 i HTOXAR3 van ser sembrades en un sistema de petites cambres de cultiu 

sobre portaobjectes (Millicell EZ slide, Millipore) a una densitat de 50.000 cèl·lules per cambra 
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i es van deixar créixer durant 48 hores. Passat aquest temps, es va retirar el medi de les 

cambres i es va realitzar un rentat de 5 minuts amb PBS 1X estèril. Posteriorment es van fixar 

les cèl·lules amb PFA 4% durant 20 minuts a TA i tot seguit, es van realitzar 3 rentats de 5 

minuts amb PBS 1X estèril i es va procedir al bloqueig i permeabilització amb tampó de 

bloqueig durant 30 minuts a TA. A continuació es va dur a terme la incubació de l’anticòs 

primari anti-p65 (dilució 1:400 en tampó de bloqueig) O.N. i a 4ºC. Transcorregut aquest 

temps, es van fer 3 rentats de 5 minuts amb PBS 1X estèril i es va afegir l’anticòs secundari 

anti-rabbit Alexa-555 (dilució 1:500 en tampó de bloqueig) durant 40 minuts a TA i protegit de 

la llum. Es van realitzar 3 nous rentats de 5 minuts amb PBS 1X i es va dur a terme la tinció dels 

nuclis amb DAPI gold-antifade (Invitrogen, Life Technologies), medi de muntatge fluorescent 

que conté el tint nuclear i que evita que es cremi la mostra per sobreexposició a la llum. Es va 

col·locar un cubreobjectes i es va segellar mitjançant l’ús d’esmalt d’ungles transparent. Els 

portaobjectes es van mantenir a 4ºC resguardats de la llum fins al moment de la seva 

observació amb el microscopi de fluorescència Axio Observer Z1 (Carl Zeiss).     

 

3.8.1. Adquisició de les imatges 

Per a l’obtenció de les imatges es va utilitzar el mòdul ApoTome acoplat al microscopi Axio 

Observer Z1. Es tracta d’un sistema òptic basat en tres graelles de diferents freqüències que es 

modifiquen segons el gruix de la mostra i el fluoròfor utilitzat. El sistema ApoTome s’utilitza 

per a prevenir punts desenfocats i possible soroll de fons de la mostra i per tant, ens permet 

obtenir imatges d’elevat contrast i amb una major resolució en la direcció Z respecte de les 

imatges realitzades amb microscopia de fluorescència convencional. 

 

Per determinar amb exactitud la localització subcel·lular de p65 es va realitzar un anàlisi per z-

stack, mòdul que permet obtenir una sèrie d’imatges transversals a diferents nivells de la 

cèl·lula. En el present estudi es van obtenir seccions de 0,750 µm.  

 

Per a comprovar que la senyal fluorescent era deguda exclusivament a la detecció específica 

de l’anticos primari, es van realitzar controls negatius en els que es va ometre la presència 

d’anticòs primari en la incubació. Aquests controls negatius van permetre determinar el nivell 

d’exposició màxim de cada fluoròfor per a que la senyal obtinguda fos deguda únicament a la 

proteïna d’estudi. 
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3.9. Determinació de la mort cel·lular per Iodur de propidi 

Per a determinar la mort cel·lular després del tractament amb oxaliplatí, curcumina o la 

combinació d’ambdós es va fer una tinció amb iodur de propidi (PI, propidium iodide. Sigma-

Aldrich) el qual és un compost fluorescent intercalant de l’ADN que només penetra en les 

cèl·lules que tenen la membrana danyada degut als processos de mort. La fluorescència emesa 

per les cèl·lules no viables es pot detectar mitjançant citometria de fluxe.   

 

Les cèl·lules HT29 i HTOXAR3 es van sembrar en plaques de cultiu de 6 pous (Nunclon, Nunc) a 

una concentració de 300.000 cèl·lules/pou durant 24 hores moment en que es va retirar el 

medi i es va procedir al tractament durant 24, 48 i 72 hores amb oxaliplatí, curcumina i la 

combinació de tots dos a dosis equivalents a la IC50 de cada fàrmac. Passat aquest temps, es 

va recollir el sobrenedant i es va desar en un tub falcon. A continuació es van netejar els pous 

amb PBS, es va afegir 1 mL d’ acutasa (StemPro® Accutase®; Gibco, LifeTechnologies) per tal de 

desadherir les cèl·lules i es va deixar actuar durant aproximadament 5-10 minuts a 37ºC i 5% 

de CO2. Una vegada desadherides, les cèl·lules es van afegir al tub Falcon on anteriorment 

haviem recollit el sobrenedant i es van centrifugar durant 5 minuts a 1.200 rpm i a TA. El pellet 

obtingut va ser ressuspès en 1 mL PBS i es van afegir 20 µl de PI a cada tub obtenint una 

concentració final de 3 µM. El pellet cel·lular es va ressuspendre i la solució es va transferir a 

tubs específics per a citometria de flux que es van mantenir en gel i protegits de la llum fins al 

moment de l’anàlisi en un equip FACS Canto II (Beckton Dickinson) (Figura 27). 

 

                                                                                                            

                          

Cèl·lulesmortes (tenyides
ambPI)

Cèl·lules vives

  
Figura 27. Imatge de la distribució de la població de cèl·lules vives i mortes després de la tinció amb PI i l’anàlisi 
mitjançant citometria de flux. 
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3.10. Anàlisi de l’expressió gènica 

Per als estudis d’expressió gènica es va partir d’ARN obtingut de dues fonts diferents. D’una 

banda, es va utilitzar ARN total de línies cel·lulars i d’altra banda, ARN total de mostres 

d’explants de metàstasis hepàtiques derivades de pacients amb CCRa fixades amb formol i 

incloses en parafina. Segons la naturalesa de la mostra, el mètode d’extracció d’ARN emprat va 

ser diferent.   

 

3.10.1. Extracció d’ARN de línies cel·lulars 

L’obtenció d’ARN a partir de línies cel·lulars es va realitzar utilitzant un kit comercial (E.Z.N.A.® 

Total RNA Kit, OMEGA) basat en la retenció d’àcids nucleics en membranes de sílice. 

L’extracció es va realitzar seguint el protocol descrit pel fabricant: 

   

Es va afegir un volum de 350 µl de tampó de lisi (tampó TRK + 7 µL de β-

mercaptoetanol/mostra) en pellets de menys de 5 x 106 cèl·lules i de 700 µL per a pellets de 

fins a 107 cèl·lules. Seguidament, es va afegir a cada mostra 350 µl d’etanol al 70 % (preparat 

amb H2O lliure d’ARNases o aigua DEPC) i es va vortejar 5 segons, 2 vegades. El lisat resultant 

(700 µl màxim) es va passar a una columna d’extracció + tub col·lector i es va centrifugar 1 

minut a 11.000 rpm i TA. A continuació, es van fer rentats de la columna amb  500 µL de Wash 

buffer I primer i després amb 500 µL Wash Buffer II (2 vegades) centrifugant cada vegada 1 

minut a 11.000 rpm i TA. A continuació, es va centrifugar 2 minuts a 11.000 rpm i TA per tal 

d’assecar completament la columna, i seguidament aquesta es va introduir en un tub 

eppendorf de 1,5 mL i es va eluir l’ARN amb 40 µL de H2O lliure d’ARNases o aigua DEPC 

centrifugant 1 minut a 11.000 rpm i 4ºC.  

 

L’ARN obtingut es va tractar amb DNAasa (DNA-free kit Dnase treatment; AMBION, Life 

technologies) (4 µL de 10X Dnase I Buffer i 1,5 µL de rDNase I) a 37ºC durant 3 minuts. Passat 

aquest temps, es va inactivar la reacció amb 4 µL de Dnase Inactivation Reagent durant 2 

minuts a TA. Finalment, es van centrifugar les mostres a 14.000 rpm durant 1 minut a 4ºC i es 

va recollir el sobrenedant (ARN purificat) en un tub eppendorf nou. Les mostres d’ARN es van 

mantenir a -80ºC fins a la seva quantificació i utilització. 
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3.10.2.Extracció d’ARN parafinat  

3.10.2.1. Desparafinització i digestió 

Es va partir de portaobjectes de vidre on s’havien dipositat talls d'uns 10 µm de gruix 

provinents de mostres de tumors incloses en parafina. Aquests portaobjectes es van introduir 

en xilol (QCA) durant 10 minuts i després de deixar-los assecar durant 20 minuts a TA es va 

rascar la mostra romanent amb un bisturí i es va dipositar en un tub eppendorf amb 200 µL de 

solució de digestió (10 mM Tris-HCL ph=8, 0,1 mM EDTA pH=8, 2% SDS i H2O de ARNases) i 10 

µL de proteinasa k (20 mg/ml; Qiagen), es van agitar lleugerament i es van deixar incubant 

O.N. a 65ºC i en agitació constant.  

 

3.10.2.2. Extracció de l’ARN 

En aquest cas, degut a la poca quantitat de teixit parafinat de partida, l’ARN es va obtenir 

mitjançant el mètode del Trizol. Tot el procés es va realitzar en gel. 

 

A les mostres digerides la nit anterior es van afegir 800 µL de Trizol (Invitrogen, Life 

Technologies), es va barrejar la mostra, es van afegir 160 µL de cloroform (Applichem, 

Panreac) i es van deixar incubant 2-3 minuts a TA. Passat aquest temps, els tubs es van 

centrifugar a 13.400 rpm durant 15 minuts a 4ºC, moment en que es van obtenir tres fases 

clarament diferenciables, una fase inferior de color vermell formada per fenol-cloroform, una 

interfase, i una fase aquosa superior on es trobava l’ARN. Aquesta última es va recollir en un 

nou tub eppendorf, es van afegir 2,5 µL de glicogen (Roche Diagnostics) i 400 µL d’isopropanol 

(Sigma-Aldrich) i la barreja es va deixar incubant durant 10 minuts a 4ºC per posteriorment 

centrifugar-la a 13.400 rpm durant 10 minuts a 4ºC. El pellets resultants es van ressupendre en 

800 µL d’etanol al 75% (rentat) i es van centrifugar a 2.900 rpm durant 5 minuts a 4ºC. Es va 

descarta el sobrenedant (etanol) i els pellets es van deixar assecar a TA durant 5-10 minuts per 

posteriorment ressuspendre’ls en uns 40 µL de H2O lliure d’ARNases. Tot seguit, les mostres es 

van incubar a 60ºC durant 10 minuts i es va procedir al tractament amb DNAasa tal i com ha 

estat detallat en el punt anterior. Finalment, les mostres van ser congelades a -80ºC fins al 

moment de la seva quantificació i utilització.  

 

A la figura 28, es troben esquematitzats els processos d’extracció d’ARN a partir de cèl·lules i 

teixit parafinat. 
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3.10.3. Quantificació de les mostres d’ARN 

La quantificació (ng/µL) i mesura de la qualitat de l’ARN obtingut es va realitzar mitjançant 

l’equip NanoDrop TM ND-1000 (Thermo Scientific), a partir de la mesura de les absorbàncies 

de la mostra a 260 i 280 nm. Per a treballar amb microarrays d’expressió és important obtenir 

mostres d’alta qualitat (1,7 < RatiA260/A280 < 2,1) i ben purificades (no presència d’ADN). Es va 

analitzar la presència d’ADN contaminant a les mostres mitjançant un gel d’agarosa a l’1%. 
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TRK BF + 
β-mercaptoetanol

Etanol 70%

11000 rpm, TA, 1 min
Canviar tub col·lector

Wash BF I

11000 rpm,TA, 1 min
Descartar contingut del tub

Wash BF II

11000 rpm, TA, 1 min
Descartar contingut del tub

Wash BF II

11000 rpm, TA, 2 min

Passar columna a un 
eppendorf

H2O lliure de RNases

11000 rpm, TA, 1 min

ELUIT

Desparafinització

Xilol

TA, 10 min

Rascar teixit
Solució de digestió

+ Proteinasa K

O.N., 65ºC
Trizol

TA, 2-3 min

Cloroform

13400 rpm, 4ºC, 15 min

Fase aquosa

Recollir fase aquosa

Glicògen + isopropanol

4ºC, 10 min

13400 rpm, 4ºC, 10 min
Descartar sobrenedant
Etanol 75%

2900 rpm, 4ºC, 5 min
Descartar sobrenedant

TA, 5-10 min

Assecar pellet

H2O lliure de RNases

60ºC, 10 min

BF + DNasa

37ºC, 30 min
Reactiu inhibidor

TA, 2 min

14000 rpm, TA, 1 min
Recollir sobrenedant

RNA

BF + DNasa

Quantificació de l’ARN

    
Figura 28. Esquema explicatiu del procediment d’extracció d’ARN a partir de pellets cel·lulars o teixit parafinat.  
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3.10.4. Retrotranscripció 

La retrotranscripció (RT) és un procés basat en la síntesi d’ADN complementari (ADNc) 

utilitzant com a motlle ARN monocatenari mitjançant l’enzim transcriptasa inversa 

(retrotranscriptasa). Per a l’obtenció de l'ADNc es va partir d’uns 3 µg d’ARN en un volum final 

de 10 µL que es van incubar amb 2 µL de MIX 1 [1 µL de 10 mM dNTPs (Ecogen) i 1 µL de 250 

ng/mL Random Hexamer Primer (Thermo Fisher Scientific)] durant 5 minuts a 65ºC. A 

continuació, es van afegir 8 µL de MIX 2 [2 µL de 0,1 M dithiotreitol (DTT) (Thermo Fisher 

Scientific), 4 µL de Buffer de reacció 5X (Thermo Fisher Scientific), 1 µL de RNAasa OUT 

(Thermo Fisher Scientific) i 1 µL d’enzim MMLV resverse transcriptase 200u (Thermo Fisher 

Scientific)]. Les condicions de PCR utilitzades per a l'amplificació de l'ADNc van ser les següents 

(Figura 29):            

              

                 
25ºC

70ºC

4ºC10’

37ºC

45’

∞

10’

 
                    Figura 29. Condicions de PCR utilitzades en el procés de retrotranscripció. 

 

El producte obtingut es va diluir en H2O lliure de nucleases fins una concentració d’ADNc final 

de 20 ng/µL i es va congelar a -20ºC fins al moment de la seva utilització. 

 

3.10.5. Expressió d’ARNm a temps real (qPCR) 

La qPCR (quantitative polymerase chain reaction) és una tècnica que permet detectar i 

quantificar simultàneament l’amplificació de l’ADN en temps real mitjançant la detecció del 

senyal fluorescent que emet durant la seva síntesi per acció d’un fluoròfor. Aquest senyal 

fluorescent és directament proporcional a la quantitat de producte generat.  

 

Els experiments es van realitzar en plaques de 354 pous, introduïnt: 

- 3 rèpliques per mostra d’estudi. 

- 3 rèpliques de calibrador o ARN de referència. 

- 2 rèpliques de control negatiu per a cada mix. 

- 2 rèpliques de control negatiu de RT. 
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- 3 rèpliques per a cada mostra de RTMINUS, que consisteix en introduir ARN no 

retrotranscrit per a comprovar l’absència d’ADN a la mostra de partida. 

 

L’equip utilitzat va ser el LightCycler® 480 PCR system (Roche). L’ADNc es va amplificar 

mitjançant el kit KAPA SYBR® Fast qPCR kit Master Mix (2X) (KAPA Biosystems, Woburn, MA, 

USA), consistent en la polimerasa KAPA SYBR®DNA polymerase, colorant fluorescent SYBR® 

Green I, MgCl2, dNTPs i estabilitzadors. La polimerasa KAPA SYBR®DNA polymerase està 

especialment dissenyada per a realitzar qPCR utilitzant el colorant fluoresecent SYBR Green I, 

el qual, detecta els productes de PCR mitjançant la seva unió a les cadenes d’ADN formades en 

aquesta reacció. A la Figura 30, es detalla el procés de qPCR mitjançant SYBR green: 

 

                             

1. Inici de la reacció: El SYBR*Green I emet fluorescència quan s’uneix a la 
doble cadena d’ADN. 

2. Desnaturalització: Quan l’ADN es desnaturalitza, el SYBR*Green I s’allibera i 
la fluorescència es redueix dràsticament. 

3. Polimerització: Durant l'extensió, s’uneixen els primers i es genera el 
producte de PCR. 

4. Polimerització complerta: Quan s’ha completat la polimerització, el
SYBR*Green I s’uneix al producte de doble cadena, resultant en un increment
net de la fluorescència detectada pel sistema LightCycler® 480 PCR system .

Reverse primer

Forward primer

 
                                   Figura 30. Esquema del procés de qPCR mitjançant SYBR green. 

 

Es va utilitzar la mesura de l’expressió del gen de la β-actina com a control endògen (veure 

més endavant). Les parelles de primers (Sigma-Aldrich) utilitzats en aquest estudi estan 

detallats a la Taula 4: 
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Primer forward (5’-3’) Primer reverse (3’-5’)

CXCL8 TCTTGGCAGCCTTCCTGATTTC GTGTGGTCCACTCTCAATCACTCT

CXCL1 AACCCCAAGTTAGTTCAATCTGGA CATGTTGCAGGCTCCTCAGAA

CXCL2 TCAAACCCAAGTTAGTTCAATCCTGA GCTGACATGTGATATGTCATCACGAA

β-actina TGAGCGCGGCTACGCTT TCCTTAATGTCACGCACGATTT
 

   Taula 4. Parelles de primers utilitzats en els assajos de qPCR 

 

La mida dels productes de PCR generats amb aquests primers van ser de 155 parells de bases 

(pb) per a CXCL8, 104 pb per a CXCL1 i 113pb per a CXCL2. 

 

Els reactius necessaris per dur a terme la reacció de PCR es troben detallats a continuació 

(Taula 5):          
 

                  

Ci Cf Volum (µL) 

Mostra ADNc 2 µL

KAPA SYBR Fast 
Master Mix 2X

2X 1X 5 µL

Primers 20 µM 0,2 µM 0,1 µL

H2O lliure d’ARNases Fins a 10 µL 2,9 µL  
Taula 5. Volums necessaris de mostra d’ADNc, KAPA SYBR Fast Master Mix, primers i H2O lliure d’ARNases per a 
dur a terme la reacció d’amplificació de l’ADNc. Ci: concentració inicial Cf: concentració final. 
 

 

Les condicions de PCR utilitzades van ser les següents (Figura 31): 

 

                        
                            Figura 31. Condicions de PCR emprades per a l’amplificació de l’ADNc 
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La quantificació relativa de l’expressió gènica es va calcular d’acord amb el mètode comparatiu 

del cicle llindar o 2-∆∆Ct (259). Es defineix com a cicle llindar, el cicle de PCR en que la 

fluorescència supera la fluorescència basal. Aquest valor es troba a la zona d’amplificació 

exponencial. Per tant, per a cada una de les mostres es va establir el valor d’expressió de cada 

gen com el cicle de PCR que talla amb aquest llindar (Ct). (Figura 32):  

 

                 

Fl
uo

re
sc
èn

ci
a
re
la
ti
va

Ct

Valor llindar

Fase 
exponencial

Cicle de PCR  
Figura 32. Gràfic d'amplificació gènica analitzada una vegada ha finalitzat el procés. Les corbes representen 
l'amplificació del gen per a cada mostra. El valor llindar, dependent de cada gent, talla per la part inferior de la zona 
d'amplificació exponencial. 
 
 

A continuació es va calcular la diferència de Ct, o ∆Ct, com la diferència de cicles entre el gen 

experimental i el del control endogen mitjançant la fórmula: 

 

                                         ∆Ct = Ct gen problema – Ct gen endògen 

 

Per a que totes les mostres fossin comparables entre elles, els valors d’expressió van ser 

normalitzats amb una mateixa mostra de referència o calibrador (Human Reference RNA, 

Stratagene), mitjançant la fórmula: 

 

                                        ∆∆Ct = ∆Ct mostra problema - ∆Ct calibrador 

 

Finalment, el valor d’expressió, calculat com 2 -∆∆Ct, es va referenciar al calibrador (∆∆Ct = 0), 

mostrant quantes vegades per sobre o per sota del calibrador (2-∆∆Ct = 1) s’expressa el gen 

problema en cada mostra. 
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Per a cada mostra es van realitzar 3 experiments independents (procedents de 3 RT 

independents) per a cada gen. En cada experiment, la desviació estàndard entre les 3 rèpliques 

per mostra de cada gen havia de ser inferior a 0,25. 

D’altra banda, per a considerar que una mostra no estava contaminada per ADN genòmic, el 

valor de RT MINUS havia de ser inferior a 5, segons la fórmula: 

 

                                        2 -∆∆Ct 
RTMINUS = 2Ct RTMINUS gen endògen – Ct gen endògen 

 

i finalment :                  100 / 2∆∆Ct RTMINUS   < 5  

 

3.11. Anàlisi de l’expressió per tecnologia Microarray 

Aquesta tècnica es va utilitzar per a identificar els efectes sobre l’expressió gènica dels 

tractaments amb oxaliplatí i oxaliplatí més curcumina comparant la línia HT29 amb la seva 

derivada resistent a oxaliplatí, HTOXAR3. L’estudi es va realitzar mitjançant la plataforma 

Agilent Human V2 Microarrays (Agilent) al servei de genòmica i bioinformàtica del nostre 

Institut de recerca. 100 ng d’ARN total es van retrotranscriure a cRNA i van ser marcats amb el 

nucleòtid fluorescent Cy3-CTP mitjançant el kit Quick Amp Labeling kit (Agilent). Posteriorment 

es va procedir a la hibridació i rentat dels arrays i tot seguit, a l’escaneig i extracció d’imatges 

utilitzant un programa informàtic comercial seguint les instruccions del fabricant (Agilent). En 

el pre-processament i anàlisi de les dades es va corregir el soroll de fons (background) 

mitjançant el mètode normexp, i es va aplicar una normalització de quantils per tal que les 

distribucions del log2 de les intensitats fossin comparables entre mostres. L’expressió 

diferencial de gens va ser analitzada mitjançant el model lineal empíric Bayesià. La significació 

estadística en l’expressió gènica diferencial va ser determinada establint un valor de false 

discovery rate (FDR, calibra la proporció de falsos positius) aplicant el mètode de Benjamini 

and Yekutiely de correcció per l’ajustament de comparacions múltiples amb el paquet 

estadístic Limma en entorn R (260). 

 

Per a determinar els gens diferencialment expressats entre les diferents condicions 

experimentals, es va aplicar un filtre dual que consistia en el punt de tall o cut-off i el valor 

absolut de fold change (| FC | > 1,2 i q-valor < 0,05) en cada comparació específica. Les 

interseccions entre les llistes de gens es van representar mitjançant diagrames de Venn amb 

l’aplicació Venny 2.02 (http:// bioinfogp.cnb.csic.es /tools /venny/ index.html). 
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3.11.1. Anàlisi d’enriquiment funcional 

A partir dels gens diferencialment expressats de forma significativa es van estudiar possibles 

enriquiments rellevants de gens en les categories de gene ontology (GO) mitjançant el web 

GOrilla (261, 262). Per a la confirmació independent d’aquestes dades es va utilitzar l’eina 

GSEA (gene set enrichment analysis) 

(http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/annotate.jsp) 

 

3.12. Silenciament gènic amb siRNAs 

La interferència per ARN (ARNi) descoberta per Craig Mello i Andrew Fire l’any 1998 (263) és 

un procés de silenciament gènic post-transcripcional de gens específics pel qual ARNs de 21 a 

23 nucleòtids de doble cadena (siRNA, small interfering RNAs) s'uneixen a seqüències d'ARNm 

complementàries causant la seva degradació i el consegüent silenciament gènic i proteic. En la 

present tesi doctoral, aquesta tècnica es va utilitzar per al silenciament gènic transitori de les 

quimiocines CXCL1 (siCXCL1) i CXCL8 (siCXCL8). Per fer-ho es van utilitzar pools de 4 siRNAs 

diferents i específics per a cadascun dels gens així com un control negatiu (siCNT), tots de la 

casa comercial Dharmacon (On-TARGET plus SMART pool Human #L-003898-00,  #L-004756-00 

i D-001810-10-05, respectivament). El control negatiu consisteix en un oligonucleòtid de 

seqüència no homòloga a cap ARN humà. A més a més, es va incloure un control de toxicitat 

de la transfecció o Mock consistent en cèl·lules no transfectades amb siRNA. La concentració 

d'oligonucleòtids per aconseguir al menys un 70% de silenciament a nivell gènic es va establir 

per a cadascun dels gens en estudi: 25 nM per a siCXCL1 i siCXCL8 i 3 nM per a siCNT.  

 

Les cèl·lules HTOXAR3 van ser tripsinitzades, comptades amb la cambra de Newbauer i 

concentrades a 2,5 x 105 cèl·lules/mL en medi de cultiu DMEM (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific) lliure d’antibiòtics (medi de transfecció). Les cèl·lules es van mantenir a 37ºC i 5% 

CO2 fins al moment de la transfecció. Els siRNA es van afegir a plaques de 6 pous (Nunc, 

Labclinics) i es van deixar 5 minuts a TA en medi OptiMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific) 

sense FBS  a un volum final de 500 µl. A continuació es van incorporar 5 µL de l’agent de 

transfecció Lipofectamina®RNAiMAX (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) barrejant suaument el 

contingut del pou i deixant 20 minuts a TA i protegint de la llum per a la formació dels 

complexes de transfecció. A continuació, es va afegir 1 mL de suspensió cel·lular (2,5 x 105 

cèl·lules/mL) a cada un dels pous i medi DMEM (Gibco, Life technologies) de transfecció fins a 

un volum final de 2,5 mL/pou i es van incubar les plaques a 37ºC i 5% de CO2 durant 24 hores. 

Passat aquest temps, es va substituir el medi de transfecció per medi fresc suplementat amb 
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antibiòtics i es van tornar a deixar les plaques durant 24 hores a 37ºC i 5% de CO2 fins al 

moment de la valoració del silenciament i/o el seu ús per a posteriors experiments (Figura 33).    

 

 
Figura 33. Esquema explicatiu del procediment de silenciament gènic mitjançant siRNA. 

 

3.13. Assaig ELISA 

Per tal de determinar la concentració proteica de CXCL8 i CXCL1 present en el sobrenedant 

(medi de cultiu) de les cèl·lules HT29 i HTOXAR3 es va utilitzar l’assaig d’ELISA (Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay). L’assaig ELISA és una tècnica d’immunoassaig en la qual un anticòs 

immobilitzat en una placa pot detectar un antígen (proteïna) que a la vegada és reconegut per 

un anticòs secundari conjugat amb un enzim que en contacte amb els seu substrat genera un 
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producte detectable, com per exemple un canvi de color del medi que pot ser detectat i 

quantificat per un espectrofotòmetre (Figura 34). 

Anticòs de 
deteccióProteïna 

diana

Estreptavidina Biotina

Anticòs de 
captura

HRP Substrat TMB

 
Figura 34. Esquema explicatiu del procediment d'ELISA. 

 

Es van sembrar 300.000 cèl·lules per pou en plaques de 6 pous (Nunc, Labclinics) i passades 24 

hores es va procedir al tractament amb diferents concentracions d’oxaliplatí, curcumina i la 

combinació de tots dos durant 24 hores. Transcorregut aquest temps, es va recollir el medi 

sobrenedant de cada pou (1 mL) amb el que es va procedir a realitzar l’assaig ELISA:  

 

3.13.1. Detecció de CXCL8  

Per mesurar els nivells proteics de CXCL8 es va fer servir el kit IL-8 OptEIA ELISA Set (Becton 

Dickinson). En primer lloc, es van cobrir els pous de la placa de 96 amb 100 µL de l’anticòs anti-

CXCL8 (Capture antibody) diluït 1:250 en Coating Buffer (0,1 M Na2CO3, pH 9,5, 10N NaOH) i es 

va deixar incubant O.N. a 4ºC. Al dia següent, es van realitzar 3 rentats amb Wash Buffer (PBS 

+ 0,05% Tween-20), es van afegir 200 µl d’Assay diluent (tampó de bloqueig. PBS + 10% FBS) i 

es va incubar la placa a TA durant 1 hora. Tot seguit, es va aspirar l’Assay diluent dels pous i es 

van realitzar 3 rentats amb Wash Buffer de la mateixa manera que en el pas anterior. A 

continuació, es van preparar les dilucions per a la recta patró mitjançant l’estandard proveït 

pel kit i les dilucions ½ de les mostres d’estudi amb l’ Assay diluent. Un volum de 100 µl de 

cada mostra es va afegir en els pous corresponents i es va deixar incubar durant 2 hores a TA. 

Passat aquest temps, es van aspirar les mostres i es van realitzar 5 nous rentats amb Wash 

Buffer. A continuació es van afegir 100 µl de Working Detector [Assay Diluent + Detection 

Antibody (dilució 1:250) + Sav-HRP reagent (dilució 1:250)] a cada un dels pous i es va deixar 

incubar la placa durant 1 hora a TA. Posteriorment, es va extreure el Working Detector i es van 

realitzar 7 rentats amb Wash Buffer. Tot seguit, es van afegir 100 µl de Substrate Solution a 

cada pou i es va incubar la placa durant 30 minuts a TA protegida de la llum. Finalment es van 
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afegir 50 µl de Stop Solution (2N H2SO4) i immediatament es va llegir l’absorbància a 450 nm 

mitjançant l’espectrofotòmetre Varioskan (Thermo®).  

 

3.13.2. Detecció de CXCL1 

En aquest cas es va utilitzar el kit RayBio Human GRO-alpha ELISA kit (RayBiotech) que a 

diferència de l’anterior, ja portava immobilitzat l’anticòs primari anti-CXCL1 al fons dels pous 

de la placa de 96 i per tant, el primer pas va ser diluir les mostres 1/2 i preparar les dilucions 

per a la recta patró utilitzant 1X Assay diluent. A continuació, es van afegir 100 µL de cada 

mostra en els pous corresponents i es va deixar incubar O.N. a 4ºC. L’endemà es va retirar la 

mostra, es van realitzar 4 rentats amb 300 µL de 1x Wash Buffer i es van afegir 100 µl de 1X 

biotinylated antibody a cada pou deixant 1 hora a TA en agitació constant. Passat aquest 

temps, es van realitzar 4 rentats amb 300 µL de 1X Wash Buffer, es van afegir 100 µL de 

Streptavidin solution i es va deixar incubant durant 45 minuts a TA i en agitació constant. 

Després de 3 rentats més amb 300 µL de 1X Wash Buffer es van afegir 100 µL de TMB (3,3’, 

5,5’ – tetramethylbenzidine) One-Step Substrate Reagent deixant la placa 30 minuts a TA 

protegida de la llum. Finalment es van afegir 50 µl de Stop Solution (0,2 M H2SO4) i 

immediatament es va llegir l’absorbància a 450 nm mitjançant l’espectrofotòmetre Varioskan 

(Thermo®).   

 

3.14. Anàlisi estadístic 

L’anàlisi estadístic i la representació gràfica de les dades es va dur a terme amb el programa 

Graphpad Prism v4 per a Mac OS. En tots els casos es van realitzar un mínim de 3 experiments 

independents. Els resultats es mostren com el mitjana ± SEM i per fer la comparació entre 

dues condicions experimentals (per exemple: No tractament i tractament amb oxaliplatí) es va 

utilitzar el test paramètric de t de Student per a dades aparellades, després de comprovar que 

les dades s’ajustaven a una distribució normal. En el cas de comparacions múltiples es va fer 

servir el test ANOVA de dos factors seguit del test de Bonferroni per a valorar les 

comparacions entre mitjanes individuals. En tots els casos es va estudiar en primer lloc la 

homogeneïtat de la variància. En aquells casos en els que es van obtenir diferències 

significatives en la homogeneïtat de la variància, les dades es van transformar al seu logaritme 

en base 10 i es van tornar a analitzar estadísticament. Es va considerar que les dades eren 

significativament diferents quan el valor de p va ser inferior a 0,05. 
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En el cas de dues mostres aparellades en què els valors de la variable en estudi no seguien una 

distribució normal es va fer servir la prova no paramètrica dels rangs amb signe de Wilcoxon. 

Es va considerar que les dades eren significativament diferents quan el valor de p va ser 

inferior a 0,05. 

 

Les diferències entre tractaments individuals es van calcular a partir de la representació gràfica 

de les corresponents corbes dosi-resposta i el subseqüent anàlisi per regressió no lineal i test 

F. Per a la construcció de les corbes, es van transformar les dades de dosi calculant el 

corresponent Log[dosi] i representant-les a l’eix de les abscisses. Els valors de viabilitat cel·lular 

corresponents a cada una de les dosis es van normalitzar i es van representar a l’eix 

d’ordenades. Es va considerar que les dades eren significativament diferents quan el valor de p 

va ser inferior a 0,05.  

 

L'anàlisi estadístic corresponent a l'estudi de microarrays es troba explicat en l'apartat 3.11.  
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    4. RESULTATS 
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Gran part dels resultats corresponents al treball realitzat en el transcurs de la present tesi 

doctoral han estat publicats en la revista científica Scientific Reports (2016) sota el títol:  

Curcumin mediates oxaliplatin-acquired resistance reversion in colorectal cancer cell lines 

through modulation of CXC-chemokine/NF-κB signaling pathway. Vicenç Ruiz de Porras, Sara 

Bystrup, Anna Martínez-Cardús, Raquel Pluvinet, Lauro Sumoy, Lynne Howells, Mark I. James, Chinenye 

Iwuji, José Luis Manzano, Laura Layos, Cristina Bugés, Albert Abad & Eva Martínez-Balibrea (veure 

Annex 1). 

 

4.1. Resultats de l’objectiu 1 

4.1.1. Estudi de l'activació de NF-κB en línies cel·lulars de CCR sensibles i amb 
resistència adquirida a oxaliplatí 

Resultats previs del nostre grup suggerien la implicació del factor de transcripció NF-κB en 

l'adquisició de resistència a oxaliplatí en els nostres models cel·lulars amb resistència adquirida 

a aquest fàrmac (102). Per tal de validar aquesta hipòtesi es va analitzar l'activació basal de NF-

κB en tres línies cel·lulars de CCR (HT29, LoVo i DLD1) i en les seves línies derivades amb 

resistència adquirida a oxaliplatí (HTOXAR3, LoVOXAR3 i DLDOXAR3, respectivament). Per fer-

ho, mitjançant western blot es va estudiar l'estat de fosforilació de les proteïnes p65 en el 

residu Ser536 (p-p65 Ser536) i d’IκBα en els residus Ser32 i Ser36 (p-IκBα Ser32/36) en 

extractes de proteïnes obtingudes de les diferents línies cel·lulars recollides després de 48 

hores en cultiu. A més a més, es van analitzar els nivells de Bcl-2, Survivina (proteïnes 

antiapoptòtiques) i Ciclina D1 (proteïna proproliferativa) que són tres proteïnes l’expressió 

gènica de les quals està regulada per NF-κB i que estan estretament relacionades amb els 

processos de quimioresistència (168). Tal i com es pot observar a la Figura 35, es va detectar 

una banda intensa corresponent a la proteïna p65 fosforilada en el residu Ser536 en totes les 

línies cel·lulars estudiades el que indica una activació constitutiva de la via de NF-κB. A més a 

més, es va poder observar un augment significatiu en les bandes corresponents a aquesta 

proteïna en les línies resistents HTOXAR3 (Figura 35a,b) i DLDOXAR3 (Figura 35a,c) en 

comparació a les seves línies cel·lulars parentals sensibles a oxaliplatí, suggerint que, almenys 

en aquestes dues línies, la pressió selectiva del fàrmac ha provocat un enriquiment de cèl·lules 

amb una major activació de la via.  

La fosforilació de IκBα és un pas essencial en l’activació de la via de NF-κB i es tradueix en la 

seva degradació pel proteasoma 26S i la consegüent translocació nuclear de l’heterodímer 

p65/p50. En consonància amb l’hiperfosforilació de p65 en HTOXAR3 i DLDOXAR3, també es va 
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observar un increment significatiu en les bandes corresponents a IκBα fosforilada en els 

residus Ser32 i Ser36 en aquestes línies i també en LoVOXAR3  en comparació amb LoVo. 

Malgrat això, no vam observar diferències significatives en els nivells basals de IκBα total entre 

les línies cel·lulars sensibles i les resistents.  

En relació a Bcl-2, Survivina i Ciclina D1 es va observar un increment significatiu de les bandes 

corresponents en el model resistent HTOXAR3 en comparació a la línia HT29 (Figura 35a,b) 

mentre que en els altres models aquest increment només es va observar en Bcl-2 i Ciclina D1 

en la línia LOVOXAR3 (Figura 35a,c)  i en Survivina en el cas de DLDOXAR3 (Figura 35a,d).  A la 

Figura 35a, a l’alçada corresponent al pes molecular de Bcl-2 s’hi poden observar dues bandes 

clarament diferenciades. Aquest fet és degut a que aquesta proteïna s’expressa en dues 

isoformes diferents: Bcl-2α (26 kDa) que representa la isoforma majoritària i Bcl-2β (22 kDa). 

Resulta interessant destacar la sobreexpressió de la isoforma β en les línies resistents a 

oxaliplatí i de manera significativa en el model HTOXAR3. Malgrat que ambdues isoformes 

presenten una estructura gairebé idèntica, Petros i col·laboradors van demostrar que Bcl-2β 

s’unia de manera més eficient a les proteïnes Bad i Bak fet que li confereix unes majors 

propietats antiapoptòtiques a les de la isoforma Bcl-2α (264).  

La serina/treonina quinasa Akt participa activament en els processos de supervivència i 

proliferació cel·lular i és capaç d'activar NF-κB per fosforilació directa de la quinasa IKKβ i de 

p65 o de manera indirecta estimulant l’activació del complex IKK a través de mTOR o MAP3K 

(265-267). Donat que els nostres resultats previs van demostrar un increment d'AKT1 a nivell 

transcriptòmic en les línies resistents a oxaliplatí vam voler comprovar si aquesta proteïna 

també estava hiperfosforilada i per tant hiperactivada en aquestes línies. Els nostres resultats 

van mostrar un increment significatiu de la banda corresponent a Akt fosforilada en el residu 

Ser473 (p-Akt Ser473) només en el model HTOXAR3 en comparació a la línia parental sensible 

HT29 (Figura 35a,b). És interessant destacar que a diferència del que han reportat altres 

estudis (268) no vam poder observar cap banda corresponent a p-Akt Se473 en les línies 

cel·lulars DLD1 i DLDOXAR3.  
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Figura 35. Activació de la via NF-κB en línies cel·lulars de càncer colorectal amb resistència adquirida a oxaliplatí. 
Imatges representatives de western blot (a) i representació gràfica corresponents a l’anàlisi basal de les proteïnes 
p65 fosforilada (p-p65 Ser536, barres grises), IκBα fosforilada (p-IκBα Ser32/36, barres vermelles), Survivina (barres 
taronges), Bcl-2 (barres blaves), Ciclina D1 (barres verdes), Akt fosforilada (p-Akt Ser473, barres liles) i IκBα (barres 
negres) a les línies cel·lulars HT29/HTOXAR3 (b), LoVo/LoVOXAR3 (c) i DLD1/DLDOXAR3 (d). L’α-tubulina es va 
utilitzar com a control intern. Els resultats es mostren com la mitjana ± SEM, calculats a partir d’un mínim de tres 
experiments independents. *p<0,05 i **p<0,01 respecte a l’expressió de proteïna en la línia parental sensible 
corresponent. 
 

En conjunt, aquests resultats indiquen que la via de NF-κB està hiperactivada especialment en 

el model HTOXAR3 com a resultat del procés d'adquisició de resistència a oxaliplatí i que 

l’activació d’Akt pot representar una possible causa d’aquesta activació. Per tal de comprovar 

que la hiperactivació de la via i l’augment en l’expressió de les dianes de NF-κB estudiades es 

corresponien amb un increment en la translocació nuclear de p65, es van analitzar els nivells 

basals de p65 en aquest compartiment cel·lular en les línies HT29 i HTOXAR3 mitjançant 

immunocitofluorescència. Els resultats obtinguts van constatar un increment de la tinció 

nuclear de p65 en el model resistent HTOXAR3 en comparació a la línia HT29 (Figura 36).  
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Figura 36. Localització subcel∙lular basal de p65 en les línies cel∙lulars HT29 i HTOXAR3. Imatges representatives de 
l’anàlisi per inmunocitofluorescència de la proteïna p65 (vermell) en cèl∙lules HT29 i HTOXAR3. Merge: superposició 
de la senyal detectada per p65 i nucli cel∙lular (en blau). Les imatges s’han obtingut amb un objectiu d’immersió en 
oli 40x. Barra de mida: 10 μm 
 

Així doncs, en vista d’aquests resultats, en el subsegüents experiments vam considerar la 

utilització del model de resistència HT29/HTOXAR3 com a paradigma d’activació de la via de 

NF-κB com a conseqüència de l’adquisició de resistència a oxaliplatí.  

 
 

4.1.2. Estudi de l’activació de la via de senyalització de NF-κB en resposta al 
tractament amb oxaliplatí 

Un gran nombre de fàrmacs antineoplàsics poden activar la via de NF-κB a través tant de 

l’activació de receptors de mort cel·lular situats a la membrana citoplasmàtica (com TNFRs), la 

inducció d'estrès oxidatiu (ROS) o per efecte de senyals originats al nucli cel·lular en resposta al 

dany a l’ADN (119, 123, 269). S’ha descrit que l’activació de la via de NF-κB es produeix 

després dels primers 10 minuts d’exposició a TNFα mantenint-se activada durant un temps 

superior a les 48 hores en cèl·lules HT29 (270).  

Tenint en compte aquest fet, vam estudiar l’estat de fosforilació de p65 i IκBα així com els 

nivells proteics de Bcl-2, Survivina i Ciclina D1 en les línies cel·lulars HT29 i HTOXAR3 després 

del tractament amb oxaliplatí a temps curts (fins a 120 minuts) i a les 24 hores post-

tractament. Les dosis d’oxaliplatí emprades en tots els experiments corresponen a dosis 

equivalents a la IC50 per a cada línia cel·lular (10 i 30 µM per a HT29 i HTOXAR3, 

respectivament). Els resultats van mostrar que el tractament amb oxaliplatí induïa una ràpida 

fosforilació de p65 i IκBα (Figura 37a, b, c) així com un augment en els nivells de Survivina, Bcl-

2 i Ciclina D1 (Figures 37a, d, e, f) en els primers 15 minuts d’exposició al fàrmac en ambdues 
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línies cel·lulars. D'altra banda, contràriament al que es podria esperar, no es van observar 

diferències significatives en quant als nivells de IκBα total després del tractament amb 

oxaliplatí (Figura 37a).  

 

Malgrat que a partir dels 30 minuts d’exposició a oxaliplatí observem una davallada en els 

nivells de Bcl-2 i Ciclina D1 i de la fosforilació de p65, els valors obtinguts continuen essent 

superiors als de la condició de no tractament (NT; d'aquí en endavant la condició NT 

representa el tractament amb el vehícle adequat, en aquest cas H2Od) després de 120 minuts 

d'exposició amb l’agent platinat. És interessant destacar que aquest pic d’activació als 30 

minuts de tractament amb oxaliplatí també ha estat reportat per altres autors en resposta a 

l’exposició amb TNFα en cèl·lules HT29 (114). Convé subratllar també que malgrat que les 

diferències no són estadísticament significatives, a nivell global podem observar una major 

activació de la via de NF-κB en la línia HT29 respecte HTOXAR3 després del tractament amb 

oxaliplatí a temps curts.   
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Figura 37. Efecte del tractament amb oxaliplatí administrat a temps curts sobre l’activació de NF‐κB en les línies 
HT29 i HTOXAR3. Imatges de western blot (a) i representació gràfica dels canvis en els nivells de les proteïnes p‐p65 
Ser536 (b), p‐IκBα Ser32/36 (c), Survivina (d), Bcl‐2 (e) i Ciclina D1 (d) en cèl∙lules HT29 i HTOXAR3 després del 
tractament amb 10 μM o 30 μM d’oxaliplatí (OXA), respectivament, entre 0 i 120 minuts. L’α‐ tubulina es va utilitzar 
com a control intern. Els resultats es mostren com la mitjana ± SEM, calculats a partir d’un mínim de tres 
experiments independents. *p<0,05 i **p<0,01 respecte als resultats en cèl·lules tractades amb vehicle (NT). 
#p<0,05 respecte els nivells de proteïna en la línia HT29. 
 

En quant al tractament de 24 hores, sí vàrem poder observar diferències significatives entre la 

línia sensible i la resistent ja que el tractament amb oxaliplatí resultava en un increment dels 

nivells de p-p65 Ser536, p-IκBα Ser32/36, Survivina i Bcl-2 (Figura 38a-f) només en les cèl·lules 

sensibles. En contraposició, vam constatar que els nivells de la proteïna Ciclina D1 (Figura 38a, 

g) disminuïen de manera estadísticament significativa en ambdues línies essent aquesta 

davallada més evident en la línia parental sensible HT29. En aquest cas, tampoc es van 

observar diferències significatives en quant als nivells de IκBα total (Figura 38a,d) després del 

tractament amb oxaliplatí.  
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Figura 38. Efecte del tractament amb oxaliplatí durant 24 hores sobre l’activació de NF‐κB en les línies cel∙lulars 
HT29 i HTOXAR3. Imatges de western blot (a) i representació gràfica dels canvis en l'expressió proteica de p‐p65 
Ser536 (b), p‐IκBα Ser32/36 (c), IκBα total (d), Survivina (e), Bcl‐2 (f) i Ciclina D1 (g) en cèl∙lules HT29 i HTOXAR3 
després del tractament amb 10 μM o 30 μM d’oxaliplatí (OXA), respectivament. L’α‐tubulina es va utilitzar com a 
control intern. Els resultats es mostren com la mitjana ± SEM, calculats a partir d’un mínim de tres experiments 
independents. *p<0,05 i **p<0,01 respecte als resultats en cèl·lules tractades amb vehícle (NT). #p<0,05 respecte 
els nivells de proteïna en la línia HT29. 
 
 

A continuació, es va analitzar la translocació nuclear de la subunitat p65 en resposta a 

diferents temps de tractament amb oxaliplatí (10 μM) en la línia HT29. Els resultats van 

mostrar un increment de p65 en els extractes proteics nuclears en els primers 15 minuts de 

tractament (Figura 39a,b) que es mantenia durant almenys les primeres 24 hores d’exposició 

al fàrmac (Figura 39c,d). De la mateixa manera que amb la fosforilació de p65 també vam 

observar un pic en la presència de p65 al nucli després de 30 minuts de tractament (Figura 

39a,b).    
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Figura 39. Estudi de la translocació nuclear de p65 en resposta al tractament amb oxaliplatí. Western Blot 
representatiu (a) i representació gràfica (b) dels nivells de p65 en extractes citoplasmàtics o nuclears de cèl·lules 
HT29 desprès d’una exposició d’entre 0 i 60 minuts a oxaliplatí (OXA). Western Blot representatiu (c) i representació 
gràfica (d) dels nivells de p65 en extractes citoplasmàtics o nuclears de cèl·lules HT29 desprès de 24 hores de 
tractament amb OXA. El TNFα s’ha emprat com a control positiu a 50 ng/mL. Msh2 i α-tubulina es van utilitzar com 
a controls interns de nucli i citoplasma, respectivament. NT: cèl·lules tractades amb vehicle. Els resultats es mostren 
com la mitjana ± SEM, calculats a partir d’un mínim de tres experiments independents. *p<0,05 respecte a NT. 
##p<0,01 respecte a p65 nuclear als 30 minuts d'exposició a OXA.      
 

En conjunt, aquests resultats demostren que l’activació de la via de NF-κB es produeix molt 

ràpidament en els primers 15 minuts d’exposició a oxaliplatí tant el la línia HT29 com en 

HTOXAR3 i que aquesta activació es manté després de 24 hores de tractament en la línia HT29 

però no en el model resistent HTOXAR3.   

 

Així doncs, aquests resultats suggerien que almenys en els nostres models cel·lulars l’ús d’un 

inhibidor de NF‐κB de forma individual i/o la seva combinació amb oxaliplatí podria ser una 

bona estratègia per tal de revertir la resistència a aquest fàrmac. A aquest efecte vam escollir 

la curcumina, basant-nos en la seva ben documentada capacitat d’inhibir de manera eficient 

l’activitat de NF-κB [Revisat a (271)], la seva capacitat d’incrementar l’efecte citotòxic de 

l’oxaliplatí en models in vitro i in vivo (209, 254) i el baix perfil de toxicitat en humans reportat 

en diversos estudis clínics de fase I i II (197, 199, 200). 
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4.2. Resultats de l’objectiu 2 

4.2.1 Estudi de l’efecte de la curcumina en la proliferació de línies de CCR sensibles i 
amb resistència adquirida a oxaliplatí 

Per tal de conèixer l’efecte del tractament durant 24 hores amb curcumina sobre la 

proliferació dels nostres models cel·lulars, es va realitzar l’assaig MTT utilitzant un rang de 

dosis de 0 a 50 µM en les parelles HT29/ HTOXAR3, LoVo/ LoVOXAR3 i DLD1/ DLDOXAR3. Tal i 

com es pot observar a la Figura 40, la curcumina va produir una disminució significativa de la 

proliferació cel·lular de manera dosi-dependent en totes les línies cel·lulars estudiades. És 

important destacar que els models resistents HTOXAR3 i LoVOXAR3 van resultar ser lleugera 

però significativament més resistents a la curcumina en comparació a les seves línies parentals 

HT29 i LoVo, respectivament. Contràriament, la línia DLDOXAR3, va presentar una major 

sensibilitat a oxaliplatí en relació a la línia DLD1. 

 

                
 
Figura 40. Efecte del tractament amb curcumina en la proliferació de cèl·lules de CRC sensibles i amb resistència 
adquirida a oxaliplatí. (a) Corbes dosi resposta corresponents a les línies HT29/HTOXAR3, (b) LoVo/LoVOXAR3 i (c) 
DLD1/DLDOXAR3 desprès del tractament amb 0-50 µM de curcumina durant 24 hores (mitjana ± SD) i anàlisi de 
MTT. Els valors d’IC50 s’indiquen com la mitjana (95% CI) obtinguts a partir d’un mínim de tres experiments 
independents.  
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4.2.2. Avaluació del sinergisme del tractament combinat d'oxaliplatí i curcumina  
Amb el propòsit de conèixer si la combinació de curcumina i oxaliplatí podia resultar sinèrgica, 

la línia resistent HTOXAR3 es va tractar amb diferents esquemes de combinació tal i com es 

mostra a la figura 40. A aquest efecte es va seguir la metodologia descrita per Chou i Talalay i 

es va partir de les IC50 d’ambdues drogues (30 µM per l'oxaliplatí i 10 µM per la curcumina). A 

partir de les viabilitats obtingudes mitjançant el test MTT per a cadascuna de les combinacions 

es va calcular l’índex de combinació (CI; combination index). Tal i com s’observa a la Figura 41, 

l’esquema més sinèrgic va ser el tractament concomitant durant 24 hores. El valor de CI per 

aquesta combinació va ser inferior a 1 (sinergisme) a partir del valor de IC40 en amunt, igual a 

1 (additivitat) a la IC30 i lleugerament superior a 1 (antagonisme) a dosis molt baixes d’ambdós 

fàrmacs. La resta d’esquemes de tractament analitzats no van resultar sinèrgics en cap cas. 

 
Figura 41. Index de combinació (CI) entre l'oxaliplatí (OXA) i la curcumina (CURC) segons diferents esquemes 
d’administració en HTOXAR3. Representació gràfica dels valors de CI per a cadascuna de les fraccions inhibitòries 
de creixement cel·lular (IC %) obtingudes després dels tractaments indicats. 
 

Així doncs, en base a aquests resultats es va decidir utilitzar l'esquema de tractament 

concomitant durant 24 hores per tal d’avaluar l’efecte de la curcumina en la reversió de 

resistència a oxaliplatí en els models de resistència in vitro HT29/HTOXAR3 i LoVo/LoVOXAR3.  

 

4.2.3. Estudi de l’efecte del tractament combinat d’oxaliplatí i curcumina en la 
proliferació de línies de CCR sensibles i amb resistència adquirida a oxaliplatí  
Per tal d’analitzar l’efecte del tractament combinat sobre la proliferació de les línies cel·lulars 

HT29/HTOXAR3 i LoVo/LoVOXAR3, aquestes es van tractar a dosis corresponents al valor de 

les dilucions seriades (3x; 1,5x; 1x; 7/8x; 3/4x; 5/8x; 1/2x; 1/4x i 1/8x)  a partir de la IC50 

d'oxaliplatí (10 i 30 µM, per a HT29/HTOXAR3 i 0,9 i 2,5 µM per a LoVo/LoVOXAR3, 
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respectivament) i de curcumina, en aquest cas 10 µM per a HT29, HTOXAR3 i LoVO i 15 µM per 

a LoVOXAR3.  

 

En el cas de HT29 i HTOXAR3, vam observar que el tractament combinat produïa una 

disminució significativa de la proliferació cel·lular, excepte a dosis molt baixes d'ambdós 

fàrmacs, tant en la línia HT29 (Figura 42a) com en la línia HTOXAR3 (Figura 42b) en comparació 

als tractaments individuals amb cada droga. Cal destacar que aquest efecte va resultar ser 

significativament més evident en la línia resistent HTOXAR3 en comparació al model HT29 

(Figura 42c).  
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Figura 42. Efecte del tractament combinat d'oxaliplatí i curcumina en la proliferació de les línies cel·lulars HT29 i 
HTOXAR3. Els gràfics de barres representen la mitjana ± SEM del percentatge de cèl·lules viables després de 24 
hores de tractament amb oxaliplatí (OXA), curcumina (CURC) o la combinació de tots dos de forma concomitant a 
les dosis indicades, en les cèl·lules HT29 (a) i HTOXAR3 (b). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecte la condició de 
tractament indicada. (c) Comparació del percentatge de cèl·lules viables entre la línia HT29 i HTOXAR3. *p<0,05 
respecte la viabilitat en la línia HT29.  
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En efecte, el tractament combinat en la línia HTOXAR3 va permetre una reducció significativa 

del 65% en el valor d’IC50 per a l’oxaliplatí, passant de 30,2 ± 4,2 μM en el tractament 

individual a 10,6 ± 2,2 μM en el tractament combinat amb curcumina. Convé subratllar que la 

dosis d’IC50 per a l’oxaliplatí obtinguda en la combinació amb curcumina en la línia HTOXAR3 

va resultar ser equiparable a la IC50 de l’oxaliplatí en el model sensible HT29 ( 8,45 ± 1,6 μM) 

(Figura 43). 

 

 
Figura 43. Efecte del tractament combinat d'oxaliplatí (OXA) i curcumina (CURC) en la reversió de resistència a 
oxaliplatí en el model cel·lular HTOXAR3. (a) Gràfic on es mostren  
les dosis individuals d’oxaliplatí (mitjana ± SD) corresponents a cadascuna de les fraccions d’inhibició del creixement 
obtingudes en els tractaments indicats a la llegenda. (b) Taula on s’indiquen les IC50 d’oxaliplatí (mitjana ± SD) 
segons els tractaments i les línies cel·lulars indicades. p-valor respecte el tractament concomitant en cada línia. 
 

 

En termes de sinergisme, mentre que en la línia HT29 la combinació d’oxaliplatí i curcumina va 

ser additiva a la IC50 i sinèrgica a dosis superiors d’ambdós fàrmacs, en el model resistent 

HTOXAR3 el tractament va resultar ser sinèrgic tant a la IC50 com a dosis superiors (Figura 44). 
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Figura 44. Avaluació del sinergisme, antagonisme o additivitat valorat a partir de l’índex de combinació (CI) del 
tractament concomitant d’oxaliplatí (OXA) i curcumina (CURC) durant 24 hores en cèl·lules HT29 i HTOXAR3. IC: 
percentatge d’inhibició del creixement. Les dosis (mitjana ± SD)  són micromolars. S’han ressaltat en verd els valors 
de CI sinèrgics (<1). 
 

 

En el model LoVo/LoVOXAR3, els resultats van mostrar que de la mateixa manera que en el 

model HT29/HTOXAR3, el tractament combinat va produir una  davallada significativa de la 

proliferació cel·lular, excepte a dosis molt baixes d'ambdos fàrmacs, tant en la línia cel·lular 

LoVo (Figura 45a) com en LoVOXAR3 (Figura 45b) en comparació amb els tractaments 

individuals amb cada fàrmac. De nou, el tractament combinat va ser significativament més 

efectiu en el model resistent a oxaliplatí LoVOXAR3 en comparació a la línia sensible LoVo 

(Figura 44c).  
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Figura 45. Efecte del tractament combinat d'oxaliplatí i Curcumina sobre la proliferació de les línies cel·lulars 
LoVo i LoVOXAR3. Els gràfics de barres representen la mitjana ± SEM del percentatge de cèl·lules viables després de 
24 hores de tractament amb oxaliplatí (OXA), curcumina (CURC) o la combinació de tots dos de forma concomitant 
a les dosis indicades, en les cèl·lules Lovo (a) i LoVOXAR3 (b). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecte la condició 
de tractament indicada. (c) Comparació del percentatge de cèl·lules viables entre la línia lovo i LoVOXAR3. *p<0,05 
respecte la viabilitat en la línia LoVo.  
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Els resultats presentats a la Figura 46 mostren com el tractament combinat es va traduir en 

una davallada significativa del 40% en el valor d’IC50 de l’oxaliplatí en la línia resistent 

LoVOXAR3 respecte al valor d’IC50 obtingut en el tractament individual. Novament, cal 

destacar que la dosis d’IC50 per a l’oxaliplatí obtinguda en la combinació amb curcumina en la 

línia LoVOXAR3 va resultar ser equiparable a la IC50 de l’oxaliplatí en el model sensible LoVo.  

 

 
Figura 46. Efecte del tractament concomitant d'oxaliplatí (OXA) i curcumina (CURC) en la reversió de resistència a 
oxaliplatí en el model cel·lular LoVOXAR3. (a) Gràfic on es mostren  
les dosis individuals d’oxaliplatí (mitjana ± SD) corresponents a cadascuna de les fraccions d’inhibició del creixement 
obtingudes en els tractaments indicats a la llegenda. (b) Taula on s’indiquen les IC50 d’oxaliplatí (mitjana ± SD) 
segons els tractaments i les línies cel·lulars indicades. IC: percentatge d’inhibició del creixement. p-valor respecte el 
tractament concomitant en cada línia. 
 

 

D’altra banda, a diferència del model HT29/HTOXA, la combinació d’oxaliplatí i curcumina no 

va resultar ser sinèrgica en cap fracció d’inhibició, observant-se només un lleuger efecte 

additiu a altes dosis (IC90) d’ambdós fàrmacs en els dos models cel·lulars (Figura 47).  
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Figura 47. Avaluació del sinergisme, antagonisme o additivitat valorat a partir de l’índex de combinació (CI) del 
tractament concomitant d’oxaliplatí (OXA) i curcumina (CURC) durant 24 hores en cèl·lules LoVo i LoVOXAR3. IC: 
percentatge d’inhibició del creixement. Les dosis (mitjana ± SD) són micromolars.  
 

4.2.4. Estudi de l’efecte del tractament combinat d’oxaliplatí i curcumina en la 
capacitat clonogènica de línies de CCR sensibles i amb resistència adquirida a 
oxaliplatí  
Per tal de determinar si les alteracions observades en la proliferació cel·lular per efecte del 

tractament combinat d’oxaliplatí i curcumina es traduïa també en una menor capacitat de les 

cèl·lules per formar colònies, es van dur a terme assajos clonogènics en les parelles 

HT29/HTOXAR3 i LoVo/LoVOXAR3. Es van sembrar 300 cèl·lules/pou en el cas 

d’HT29/HTOXAR3 i 500 cèl·lules/pou en el cas de LoVo/LoVOXAR3 i es van tractar durant 24 

hores amb oxaliplatí, curcumina o la combinació d’ambdós de forma concomitant a les dosis 

indicades a les Figures 48 i 49, deixant-les en cultiu durant un període de 10 dies.  

 

En el cas d’HT29/HTOXAR3 (Figura 48), el tractament amb 30 μM d’oxaliplatí es va traduir en 

una reducció dràstica del nombre de colònies formades per la línia HT29 en comparació a les 

formades per HTOXAR3. Tot i que a 10 μM també es va observar una disminució de colònies 

en HT29, les diferències amb HTOXAR3 no van arribar a ser significatives. En relació a la 

curcumina, la línia resistent va formar un major nombre de colònies en comparació amb la 

línia sensible especialment després del tractament a dosis baixes (5 μM). Finalment, el 

tractament combinat es va traduir en una absència completa de colònies en els dos models 
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cel·lulars, mostrant diferències significatives amb els tractaments individuals d’oxaliplatí però 

en canvi, no amb els de curcumina. Val la pena esmentar que a banda de la reducció en el 

nombre de colònies, els tractaments amb oxaliplatí i curcumina també van comportar una 

disminució en la mida de les colònies formades tant per la línia HT29 com per HTOXAR3. 

 

 
Figura 48. Assajos clonogènics en HT29 i HTOXAR3. Imatges representatives de les colònies formades per les 
cèl·lules HT29 (a) i HTOXAR3 (b) després del tractament amb oxaliplatí (OXA), curcumina (CURC) o la seva 
combinació concomitant durant 24 hores a les dosis indicades. (c) Representació gràfica del percentatge (mitjana ± 
SD) de colònies en HT29 i HTOXAR3 després dels tractaments indicats. Els resultats s’han obtingut a partir d’un 
mínim de tres experiments independents. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecte les cèl·lules tractades amb 
vehicle (NT). #p<0,05; ##p<0,01 respecte el tractament individual amb OXA. ♦p<0,05 en comparació amb el 
nombre de colònies en HT29. 
 

 

Pel que fa a la parella LoVo/LoVOXAR3 (Figura 49) el tractament amb oxaliplatí a 0,9 i 2,5 μM 

va resultar en una davallada significativa del nombre de colònies en el model LoVo en 

comparació a LoVOXAR3 i contràriament a HT29/HTOXAR3, el tractament en aquest cas a la 

IC50 de curcumina va resultar en una reducció de les colònies formades pel model resistent en 

comparació a la línia sensible. Finalment, el tractament concomitant d'ambdós fàrmacs es va 



 

 99

Re
su
lt
at
s 

traduir en una reducció significativa del nombre de colònies en ambdues línies en comparació 

als tractaments individuals amb oxaliplatí però no amb els de curcumina, corroborant així el 

que ja havíem observat anteriorment en el model HT29/HTOXAR3.  

 

 
Figura 49. Assajos clonogènics en LoVo i LoVOXAR3. Imatges representatives de les colònies formades per les 
cèl·lules LoVo (a) i LoVOXAR3 (b) després del tractament amb oxaliplatí (OXA), Curcumina (CURC) o la seva 
combinació concomitant durant 24 hores a les dosis indicades. (c) Representació gràfica del percentatge (mitjana ± 
SD) de colònies en LoVo i LoVOXAR3 després dels tractaments indicats. Els resultats s’han obtingut a partir d’un 
mínim de tres experiments independents. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecte les cèl·lules tractades amb 
vehicle. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecte la condició de no tractament (NT). #p<0,05; ##p<0,01 respecte el 
tractament individual amb OXA. ♦p<0,05 en comparació amb el nombre de colònies en LoVo. 
 
 
 

4.2.5. Estudi de l’efecte del tractament concomitant d’oxaliplatí i curcumina en la 
mort de cèl·lules sensibles i resistents a oxaliplatí  
Una disminució en la proliferació cel·lular no sempre va acompanyada d’un increment en la 

mort cel·lular induïda pel fàrmac. Per tal de determinar si l'addició de curcumina incrementava 

la mort cel·lular provocada per l'oxaliplatí, les línies HT29 i HTOXAR3 van ser tractades amb 
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oxaliplatí, curcumina o la combinació de tots dos de forma concomitant a les respectives IC50 

per a cada fàrmac durant 24, 48 i 72 hores. Degut a que l’oxaliplatí pot activar diferents tipus 

mort cel·lular, com l’apoptosi i la necrosi entre d’altres la quantificació de la mort cel·lular es 

va dur a terme amb iodur de propidi i citometria de fluxe degut a que és un tipus de tinció no 

específica que reconeix totes les cèl·lules mortes independenment del tipus de via de mort 

implicada.  

 

Tal i com es desprèn de la Figura 50, la mort cel·lular només va assolir nivells significatius 

després de 72 hores de tractament amb oxaliplatí en comparació amb les cèl·lules no 

tractades, amb una taxa de mort per sota del 25%. Sorprenentment, el tractament amb 

curcumina només va produir nivells de mort cel·lular inferiors al 10% en tots els temps 

estudiats, observant-se una lleugera disminució de la taxa de mortalitat a mesura que 

augmentava el temps d'exposició. El tractament combinat, en canvi, es va associar a un 

increment significatiu de la mort cel·lular a les 72 hores per a HT29 i a les 48 i 72 hores per a 

HTOXAR3 en comparació a les cèl·lules no tractades. En la comparació entre tractaments, 

només es van observar diferències significatives entre la combinació i el tractament individual 

amb curcumina després de 72 hores  en ambdues línies cel·lulars.  
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Figura 50. Efecte de l’oxaliplatí, la curcumina o la combinació d’ambdós en la mort cel·lular de les línies HT29 i 
HTOXAR3. Imatges obtingudes a partir de l'anàlisi per citometria de flux que representen la mort cel·lular després 
del tractament amb oxaliplatí (OXA), curcumina (CURC) o la seva combinació concomitant durant 24 (a), 48 (b) o 72 
hores (c) en les línies cel·lulars HT29 i HTOXAR3 a les seves corresponents dosis IC50 per a cada fàrmac (d) 
Percentatge (mitjana ± SD) de cèl·lules HT29 i HTOXAR3 mortes desprès de 24, 48 o 72 hores de tractament amb 
OXA, curcumina o la combinació d’ambdós de forma concomitant, en comparació amb els controls no tractats. Els 
resultats s’han obtingut a partir d’un mínim de tres experiments independents *p<0,05; **p<0,01 respecte a 
cèl·lules tractades amb vehicle (NT). #p<0,05 respecte al tractament individual amb curcumina. 
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En conjunt, els resultats d’aquest apartat suggereixen que l'addició de curcumina al tractament 

amb oxaliplatí seguint un esquema adequat, es tradueix en una sensibilització de les cèl·lules 

de CCR al tractament amb aquest platí mitjançant la disminució de la proliferació cel·lular 

essent aquest efecte més evident en les cèl·lules amb resistència adquirida a aquest fàrmac.  

 

4.2.6. Efecte de la curcumina sobre l'activació de la via de NF-κB induïda per 
oxaliplatí  
En vista dels resultats dels apartats anteriors, ens vàrem preguntar si l’efecte sinèrgic de la 

combinació de curcumina i oxaliplatí era conseqüència de la inhibició per part de la primera de 

l’activació de la via de NF-κB per part de l’agent platinat. En primer lloc, es va analitzar l'efecte 

inhibitori de la curcumina individualment a dosis de 10 i 20 μM durant 24 hores sobre 

l'activació de NF-κB en les línies HT29 i HTOXAR3. En aquest cas, tal i com s'esperava, es va 

observar una disminució dosi-dependent en els nivells de p-p65 Ser536 i també de les 

proteïnes antiapoptòtiques Bcl-2 i Survivina en totes dues línies cel·lulars (Figura 51).  

 

 
Figura 51. Efecte de la curcumina sobre la activació constitutiva de NF-κB en HT29 i HTOXAR3. Imatges 
representatives de Western blot mostrant bandes corresponents a les proteïnes p-p65 Ser536, p65 total, Survivina i 
Bcl-2 després del tractament durant 24 hores amb 10 o 20 µM de curcumina (CURC). NT: cèl·lules tractades amb 
vehicle.  
 

 

A continuació, es van estudiar els nivells de p-p65 Ser536, p-IκBα Ser32/36, Bcl-2, Survivina i 

Ciclina D1 en les línies cel·lulars HT29 i HTOXAR3 després del tractament amb oxaliplatí o 

oxalipatí i curcumina de forma concomitant a les corresponents dosis IC50, a temps curts (fins 

a 120 min) i a les 24 hores post-tractament. Els resultats presentats a la Figura 52 mostren com 

en HT29 i HTOXAR3 l'addició de curcumina es va associar amb una davallada significativa de la 

fosforilació de p65 (p<0,001 en HT29 / p=0,04 en HTOXAR3) i IκBα  (p<0,05 en HT29 / p=0,02 
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en HTOXAR3) i dels nivells de Survivina (p<0,001 en HT29 / p=0,02 en HTOXAR3), Bcl-2 (p<0,03 

en HT29 / p<0,01 en HTOXAR3) i Ciclina D1 (p<0,001 en HT29 / p=0,04 en HTOXAR3) en 

comparació amb el tractament amb oxaliplatí únicament.   
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Figura 52. Efecte de la curcumina sobre l’activació de NF-κB induïda per oxaliplatí en HT29 i HTOXAR3. 
Imatges de western blot (a) i representació gràfica dels canvis en els nivells de les proteïnes p‐p65 Ser536, p‐IκBα 
Ser32/36, Survivina, Bcl‐2 i Ciclina D1 en cèl∙lules HT29 (c,d,e,f) i HTOXAR3 (h,i,j,k) després del tractament durant 
els temps indicats amb les corresponents dosis IC50 d’oxaliplatí (OXA) o oxaliplatí i curcumina (CURC) de manera 
concomitant. L’α‐ tubulina es va utilitzar com a control intern. Els resultats es mostren com la mitjana ± SEM, 
calculats a partir d’un mínim de tres experiments independents. *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,0001 respecte als 
resultats en cèl·lules tractades amb vehicle (NT). #p<0,05 respecte els nivells de proteïna en la línia HT29. 
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En els tractaments durant 24 hores, els resultats van ser similars tot i que en aquest cas no es 

van assolir diferències significatives (Figura 53). 

 

 
Figura 53. Efecte de la curcumina sobre la activació de NF-κB induïda per oxaliplatí en HT29 i HTOXAR3. Imatges 
representatives de Western blot mostrant les bandes corresponents a les proteïnes p-p65 Ser536, p65 total, p- IκBα 
Ser32/26, Survivina, Bcl-2 i Ciclina D1 després del tractament durant 24 hores amb les corresponents dosis IC50 
d’oxaliplatí (OXA) o oxaliplatí i curcumina (CURC). NT: cèl·lules tractades amb vehicle. 
 

 

Finalment,  vam voler comprovar que la disminució en l’activació de la via de NF-κB  es 

corresponia amb un decrement de la translocació nuclear de p65. Tal i com es mostra a la 

figura 54, l'addició de curcumina al tractament amb oxaliplatí va produir una disminució dels 

nivells de p65 nuclear tant a temps curts d'exposició (fins a 30 minuts) com després de 24 

hores de tractament concomitant amb ambdós fàrmacs en la línia cel·lular HT29.  
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Figura 54. Efecte del tractament combinat d'oxaliplatí i curcumina en la translocació nuclear de p65 induïda per 
oxaliplatí. Imatges de Western blot i representació gràfica mostrant la proteïna p65 en extractes citoplasmàtics i 
extractes nuclears de cèl·lules HT29 després del tractament amb oxaliplatí (OXA, 10µM) o oxaliplatí i curcumina 
(CURC) (10µM de cada droga) a temps curts d’exposició (a,b) o a les 24 hores de tractament (c,d). Les cèl·lules 
tractades amb  TNFα (50 ng/mL) han estat utilitzades com a control positiu de translocació. Les bandes 
corresponents a les proteïnes Msh2 i α-tubulina indiquen la puresa dels extractes de nucli i citoplasma, 
respectivament. NT: cèl·lules tractades amb vehicle. 
 
 

En conjunt aquests resultats suggereixen que, almenys en part, els efectes de la curcumina 

sobre cèl·lules de CCR sensibles i resistents a oxaliplatí, individualment o en combinació amb 

oxaliplatí, estan produïts per la inhibició de la cascada de senyalització de NF-κB . 

 

4.3. Resultats objectiu 3 

4.3.1. Efecte diferencial del tractament concomitant d'oxaliplatí i curcumina en el 
patró d'expressió gènica dels models cel·lulars HT29 i HTOXAR3  
Fins aquest moment, els nostres resultats demostraven que la combinació d'oxaliplatí i 

curcumina era més efectiva i sinèrgica en la línia HTOXAR3 la qual, presentava una 

sobreactivació de la via de NF-κB en comparació a la seva línia parental sensible, HT29. Tenint 

en compte que NF-κB és un factor de transcripció, la nostra hipòtesi era que aquesta 

efectivitat venia determinada per l’expressió gènica diferencial entre la línia HT29 i HTOXAR3 

com a conseqüència del procés d’adquisició de resistència. Per demostrar aquesta hipòtesi, les 

cèl·lules HT29 i HTOXAR3 es van tractar durant 24 hores amb oxaliplatí o oxaliplatí i curcumina 

a les respectives dosis IC50, se’n va obtenir l’ARN total i es va analitzar el patró transcripcional 

global d'ambdues línies mitjançant un estudi de microarrays. En aquest cas, ens interessaven 

aquells gens l’expressió dels quals es trobava alterada  a nivell basal com a conseqüència del 
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procés d'adquisició de resistència a oxaliplatí i que alhora, es trobaven diferencialment 

expressats després del tractament concomitant. D'un total de 36.204 gens analitzats, 4.237 

gens presentaven nivells d’expressió significativament diferents entre les dues línies cel·lulars 

a nivell basal dels quals, 2.303 es trobaven incrementats i 2.034 decrementats en HTOXAR3. 

Aquest elevat nombre de gens diferencialment expressats en el model resistent confirma la 

complexitat i multifactorialitat del procés de resistència a oxaliplatí. En quant a la combinació, 

es van identificar 656 gens diferencialment expressats en resposta a aquesta combinació 261 

dels quals presentaven una expressió augmentada i 395 disminuida en HTOXAR3 (Taula 6). 

 

 
Taula 6. Resum de tots el gens diferencialment expressats (incloent gens de símbol únic i altres trànscrits) en les 
comparacions indicades.  
 

 

La intersecció d’ambdues llistes ens va permetre identificar 75 gens decrementats a nivell 

basal en HTOXAR3 que alhora s’incrementaven després del tractament amb oxaliplatí i 

curcumina i 194 gens que mostraven el sentit oposat ja que es trobaven incrementats a nivell 

basal però decrementats després del tractament combinat (Figura 55). 
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Figura 55. Diagrama de Venn que representa el nombre de gens presents en la intersecció entre les següents 
condicions: OC_UP_in_HTOXA (gens amb expressió diferencial incrementada després del tractament amb oxaliplatí 
i curcumina (OC) respecte a HTOXAR3 a nivell basal (NT) comparat amb HT29). OC_DW_in_HTOXA (gens amb 
expressió diferencial reduïda després del tractament amb oxaliplatí i curcumina respecte a HTOXAR3 a nivell basal 
comparat amb HT29). NT_UP_in_HTOXA HTOXA (gens sobreexpressats en HTOXAR3 en comparació amb HT29 en 
condicions basals (no tractament)), i NT_DW_in_HTOXA (gens infraexpressats en HTOXAR3 en comparació amb 
HT29 en condicions basals (no tractament)).      
 

 

L’anàlisi exploratori d’enriquiment funcional amb l'eina GSEA va revelar que els processos 

biològics principalment sobrerepresentats (q-valor< 0,00001) eren la resposta a l’interferó 

gamma, el sistema del complement, la transició epiteli mesènquima (EMT) i la via de 

senyalització TNFα/NF-κB en la llista de 194 gens i únicament la via de senyalització de 

TNFα/NF-κB en la llista de 75 gens (Taula 7).  
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LLISTA DE 194 GENS

Funció molecular / Hallmark Genes in Gene Set (K) Genes in Overlap (k) k/K p-valor FDR q-valor

Resposta a interferó gamma 200 11 0,055 1,52E-10 7,58E-09

Complement 200 8 0,04 5,94E-07 7,43E-06

Transició epiteli mesènquima 200 8 0,04 5,94E-07 7,43E-06

Via de senyalització TNFα/NF-ҡβ 200 8 0,04 5,94E-07 7,43E-06

Resposta a interferó alfa 97 6 0,0619 1,28E-06 1,28E-05

Apoptosi 161 6 0,0373 2,37E-05 1,97E-04

Hipòxia 200 6 0,03 7,93E-05 4,95E-04

Via de senyalització de K-Ras ↑ 200 6 0,03 1,32E-04 4,95E-04

Coagulació 138 5 0,0362 7,26E-04 7,34E-04

Adipogènesi 200 5 0,025 7,26E-04 2,59E-03

Resposta tardana a estrògens 200 5 0,025 7,26E-04 2,59E-03

Miogènesi 200 5 0,025 7,26E-04 2,59E-03

Via de senyalització de p53 200 5 0,025 7,26E-04 2,59E-03

Metabolisme xenobiòtic 200 5 0,025 5,52E-03 2,59E-03

Unió apical 200 4 0,02 5,52E-03 1,53E-02

Resposta temprana a estrògens 200 4 0,02 5,52E-03 1,53E-02

Glicòlisi 200 4 0,02 5,52E-03 1,53E-02

Via de senyalització de K-Ras ↓ 200 4 0,02 5,52E-03 1,53E-02

Peroxisoma 104 3 0,0288 5,93E-03 1,56E-02

Metabolisme dels àcids grassos 158 3 0,019 1,83E-02 4,36E-02

Resposta a llum UV ↑ 158 3 0,019 1,83E-02 4,36E-02

LLISTA DE 75 GENS
Funció molecular / Hallmark Genes in Gene Set (K) Genes in Overlap (k) k/K p-valor FDR q-valor

Via de senyalització NF-ҡβ 200 8 0,04 7,45E-10 3,72E-08

Via de senyalització de p53 200 5 0,025 1,33E-05 3,33E-04

Resposta inflamatòria 200 4 0,02 2,41E-04 4,02E-03

Resposta a llum UV ↑ 158 3 0,019 1,77E-03 2,21E-02

Transició epiteli mesènquima 200 3 0,015 3,44E-03 2,87E-02

Via de senyalització de K-Ras ↑ 200 3 0,015 3,44E-03 2,87E-02

Homeòstasi del colesterol 74 2 0,027 5,60E-03 4,00E-02
 

Taula 7. Llistat de les funcions moleculars o Hallmark terms enriquides segons l’anàlisi per GSEA overlap. El panell 
superior mostra l’anàlisi obtingut a patir de la llista de 194 gens l’expressió dels quals es troba incrementada 
significativament en HTOXAR3 a nivell basal i disminuïda pel tractament concomitant. El panell inferior mostra el 
mateix per la llista de 75 gens l’expressió dels quals es troba disminuïda en HTOXAR3 en condicions basals i 
augmentada pel tractament combinat.  
 
 

Per tant, aquests resultats corroboren per una banda el paper central de la via de NF-κB en el 

procés d’adquisició de resistència a oxaliplatí en el nostre model  HT29/HTOXAR3 i d'altra 

banda confirmen el paper de la curcumina en la modulació de la via de senyalització d'aquest 

factor de transcripció. 
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És important destacar que entre els 10 primers gens que complien els criteris de la llista de 194 

gens, es van identificar tres que codifiquen per tres CXC-quimiocines proinflamatòries 

regulades a nivell transcripcional per NF-κB: CXCL8 (Interleuquina-8), CXCL1 (Gro-α) i CXCL2 

(Gro-β). Els ARN missatgers d’aquestes quimiocines es van trobar significativament 

incrementats en HTOXAR3 i decrementats després del tractament amb oxaliplatí i curcumina 

en aquesta línia respecte HT29 (Figura 56) 

 

 
Figura 56. Patrons d’expressió gènica associats a la resistència a oxaliplatí i al sinergisme del tractament 
d’oxaliplatí i curcumina. Mapes de calor o heatmaps mostrant l’agrupació dels gens diferencialment expressats en 
les categories indicades. El color blau indica disminució de l’expressió , el groc augment de l’expressió i les zones 
fosques indiquen que no hi ha canvis en l’expressió. A la taula es mostren els 10 gens millor classificats segons el 
fold change entre HTOXAR3 i HT29 a nivell basal i després del tractament combinat.        
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D’acord amb això, la via de senyalització del receptor de quimiocines CXCR va ser una de les 

funcions moleculars destacades en l’anàlisi d’enriquiment funcional de la llista de 194 gens. 

Altres funcions destacades van ser la via de senyalització de la proteïna quinasa JNK així com 

l'activitat deaminasa dels enzims citidina i deoxicitidina deaminasa (Figura 57). 
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Figura 57. Anàlisi d’enriquiment funcional. (a) Diagrama de les funcions moleculars enriquides segons l’anàlisi a 
partir de la llista de 194 gens augmentats en HTOXAR3 en condicions basals i disminuits desprès del tractament 
amb oxaliplatí i curcumina (b) Funcions moleculars més significativament enriquides segons l’anàlisi GO a la llista de 
194 gens.  
 

 

D’altra banda, l’anàlisi d’enriquiment funcional a partir de la llista de 75 gens no va mostrar 

cap funció molecular significativament associada probablement degut a que el nombre de 

gens en aquest cas era menor. 

 

Aquests resultats ens van conduir a estudiar les quimiocines CXCL1, CXCL2 i CXCL8 per tres 

raons principalment. En primer lloc, perquè la seva via de senyalització a través del receptor 

CXCR va ser una de les funcions moleculars destacades en l’anàlisi d’enriquiment funcional de 

la llista de gens sobreexpressats a nivell basal i decrementats després del tractament amb 

oxaliplatí i curcumina en HTOXAR3 respecte HT29; en segon lloc, perquè van aparèixer entre 

els 10 primers gens que complien aquesta condició i finalment, perquè són dianes 

transcripcionals de NF-κB. 

 

4.3.2.  Validació dels resultats obtinguts en l’anàlisi de microarrays per a CXCL1, 
CXCL2 i CXCL8 
Per l’estudi específic dels nivells d’expressió de CXCL8, CXCL1, CXCL2 vam utilitzar la tècnica de 

RT-qPCR. Tal i com s’observa a la Figura 58, es va validar l’increment de CXCL8 (10 vegades 

sobreexpressat), CXCL1 (6 vegades sobreexpressat) i CXCL2 (2,5 vegades sobreexpressat) en la 

línia HTOXAR3 en relació a HT29. A més a més, vam observar un increment de l’expressió de 

les tres quimiocines després del tractament durant 24 hores amb oxaliplatí només en la línia 

sensible HT29. Així, CXCL8 va incrementar 3 vegades la seva expressió, CXCL1 6 vegades i 
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CXCL2 2 vegades.  En el cas concret de CXCL2, el tractament amb oxaliplatí es va associar amb 

una disminució de la seva expressió en la línia HTOXAR3. Quan vam combinar l’oxaliplatí i la 

curcumina concomitantment, l'ARNm de CXCL8 i CXCL1 va disminuir significativament en la 

línia HTOXAR3 però no en HT29 mentre que en les mateixes condicions, l’expressió de CXCL2 

va disminuir significativament en comparació a les cèl·lules no tractades però no a les 

tractades amb oxaliplatí. Així doncs, la validació per qPCR va corroborar els resultats dels 

arrays per CXCL8 i CXCL1 i per tant, vam descartar continuar amb l’estudi de CXCL2. 

 

 
Figura 58. Canvis en els nivells d’expressió gènica de CXCL8, CXCL1 i CXCL2 en HT29 i HTOXAR3 després del 
tractament amb oxaliplatí o oxaliplatí i curcumina mesurats per RT-qPCR. Els gràfics de barres mostren els nivells 
de cadascun dels gens indicats relatius als de la β-actina (mitjana ± SEM)  en cèl·lules HT29 i HTOXAR3 tractades 
amb vehicle (NT) i tractades amb oxaliplatí (OXA) o oxaliplatí i curcumina (CURC) a les respectives dosis IC50 per a 
cada fàrmac. Els resultats es van obtenir a partir d’un mínim de tres experiments independents. *p<0,05 respecte 
NT, #p<0,05; ##p<0,01 respecte HT29, ♦p<0,05 respecte tractament amb oxaliplatí.  
 

A continuació, es va estudiar l’efecte del tractament amb dosis creixents de curcumina (de 0 a 

50 µM) durant 24 hores en l’expressió de CXCL8 i CXCL1 en les línies HT29 i HTOXAR3. Com 

s’observa a la Figura 59, el tractament amb curcumina es va associar amb una reducció de 

l’expressió gènica d’ambdues quimiocines en les dues línies cel·lulars, essent aquesta 

disminució estadísticament significativa en totes les dosis únicament en la línia resistent i a 

dosis altes en la línia sensible HT29.  
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Figura 59. Canvis en els nivells d’expressió gènica de CXCL8 i CXCL1 en cèl·lules HT29 i HTOXAR3 després del 
tractament amb curcumina. Els gràfics de barres mostren la mitjana ± SEM dels nivells d’expressió dels gens 
indicats desprès del tractament amb curcumina durant 24 h a les dosis indicades. Els resultats es van obtenir a 
partir d’un mínim de tres experiments independents. NT: tractades amb vehicle. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 
respecte NT. 
 
 
 

Degut a que les quimiocines són proteïnes secretades per les cèl·lules, vam voler estudiar la 

seva presència en els sobrenedants de les línies HT29 i HTOXAR3 mitjançant la tècnica d’ELISA. 

De la mateixa manera que a nivell d’expressió gènica, també vam trobar una major quantitat 

d’aquestes quimiocines, ara en forma de proteïna en els sobrenedants de HTOXAR3 respecte a 

HT29 i només en aquestes, el tractament amb oxaliplatí durant 24 hores n’incrementava els 

nivells. En canvi, el tractament amb curcumina individualment es va associar amb una 

davallada dosi-depenent en els nivells de CXCL1 i CXCL8 en els sobrenedants de les dues línies, 

essent aquesta disminució més significativa en la línia resistent. Finalment, els nivells de CXCL1 

i CXCL8 van resultar menors en els sobrenedants de cèl·lules HT29 i HTOXAR3 tractades amb la 

combinació de curcumina i oxaliplatí que en els de les tractades únicament amb l’agent 

platinat. En el cas de CXCL8, aquesta disminució va ser més marcada en la línia resistent 

(Figura 60). 
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Figura 60. Valoració dels nivells de CXCL8 i CXCL1 en sobrenedants de cèl·lules HT29 i HTOXAR3. Els gràfics de 
barres mostren la mitjana ± SEM dels nivells de les quimiocines CXCL8 (a) i CXCL1 (b) mesurats mitjançant la tècnica 
d’ ELISA en els sobrenedants de cèl·lules HT29 i HTOXAR3 tractades segons s’indica. NT: cèl·lules tractades amb 
vehicle . Els resultats es van obtenir a partir d’un mínim de tres experiments independents *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001 respecte NT.  ##p<0,01, ###p<0,001 respecte al tractament amb oxaliplatí. 
 

 

4.3.3. Estudi del paper de CXCL8 i CXCL1 en la reversió de resistència a oxaliplatí  
El fet que els nivells de ARNm i proteïna de CXCL1 i CXCL8 estiguessin augmentats en la línia 

resistent no implica per se que aquesta sigui una causa de l’adquisició de resistència a 

oxaliplatí sinó que també podria ser una conseqüència. Per tant, per tal de confirmar el paper 

específic d’aquestes quimiocines en la resistència i la sensibilitat a oxaliplatí en la línia 

HTOXAR3, es va silenciar la seva expressió gènica de manera transitòria mitjançant la tècnica 

de siRNA. L’eficiència de la inhibició després de 48 hores de silenciament va ser avaluada 

mitjançant qPCR i va resultar ser d’aproximadament el 90% per a CXCL8 i del 60% per a CXCL1 

en comparació amb la condició control (siCNT) (Figura 61).  
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Figura 61. Eficiència del silenciament de CXCL8 i CXCL1 amb siRNAs. Els gràfics mostren la mitjana ± SEM dels 
nivells d’expressió relatius als de β-actina de les quimiocines CXCL8 (a) i CXCL1 (b) mesurats per qPCR després del 
tractament de cèl·lules HTOXAR3 amb siRNAs contra cadascun dels gens (siCXCL8 i siCXCL1) i amb un control 
negatiu (siCNT) durant 48 h. Els resultats es van calcular a partir d’un mínim de tres experiments independents 
*p<0,05 respecte a siCNT. 
 
 

En concordança amb altres estudis (272), el silenciament de CXCL8 es va traduir en una 

disminució significativa del nombre de cèl·lules viables a les 48 hores post-inhibició en 

comparació a la condició siCNT (Figura 62a). La inhibició específica de CXCL1, en canvi, no va 

produir cap canvi en el nombre de cèl·lules HTOXAR3 viables. (Figura 62b) 

 

 

 
Figura 62. Efecte del silenciament de CXCL8 i CXCL1 sobre la viabilitat cel·lular de HTOXAR3. Els gràfics mostren la 
mitjana ± SEM del nombre de cèl·lules viables contades amb l'hemocitòmetre després de 48 hores de transfecció 
amb siRNAs contra CXCL8 (siCXCL8, a) i CXCL1 (siCXCL1, b) i amb un control negatiu (siCNT) i tinció amb blau de 
tripà. El nombre inicial de cèl·lules va ser de 250.000 cèl·lules per condició. Els resultats es van calcular a partir d’un 
mínim de tres experiments independents. *p<0,05 respecte a siCNT. 
 
 
 

Tot seguit, es va avaluar l'efecte del silenciament gènic específic de CXCL8 i CXCL1 en la 

resposta a oxaliplatí en la línia HTOXAR3. Les cèl·lules a les que se’ls havia silenciat CXCL1 o 

CXCL8 es van tractar durant 24 hores a dosis creixents d’oxaliplatí, de 0 a 100 µM. Tal i com es 

mostra en la Figura 63, el silenciament gènic de CXCL8 i CXLC1 es va associar amb una 
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disminució significativa del 35 i el 20%, respectivament, del valor d’IC50 en comparació amb la 

línia transfectada amb el control negatiu.   

 

 
Figura 63.  Efecte del silenciament gènic de CXCL8 i CXCL1 en la sensibilitat a oxaliplatí de les cèl·lules HTOXAR3. 
Corbes dosi-resposta desprès del silenciament gènic de CXCL8 (siCXCL8, a) i CXCL1 (siCXCL1, b) i tractament amb 
dosis d’entre 0 i 100 µM d'oxaliplatí (OXA) durant 24 hores (els valors representen la mitjana ± SD). Els valors d’IC50 
per a cadascuna de les condicions indicades corresponen a la mitjana i als intervals de confiança al 95%. Els p valor 
s’han obtingut després de calcular les diferències entre les dues corbes mitjançant el test F. 
 

 

Tant CXCL1 com CXCL8 poden actuar de forma autocrina sobre els receptors específics de 

membrana CXCR1 i CXCR2 i promoure una cascada de senyalització intracel·lular que 

finalitzarà en l’activació de NF-κB (99, 233, 273). En aquest sentit, els nostres resultats van 

mostrar que el silenciament gènic de CXCL8 i CXCL1 s’associava amb una reducció de la 

fosforil·lació de IκBα així com dels nivells de Bcl-2 i Survivina en la línia HTOXAR3. A més a més, 

la inhibició d’aquestes dues quimiocines es va traduir també en una disminució dels nivells de 

la forma fosforilada de la quinasa Akt (Figura 64).  
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Figura 64. Efecte del silenciament gènic de CXCL8 i CXCL1 en l'activació de la via de senyalització de NF-κB en 
cèl·lules HTOXAR3. Imatges representatives de western blots que mostren els canvis en els nivells de les proteïnes 
p-IκBα Ser32/36, p-Akt Ser473, Bcl-2 i Survivina en cèl·lules transfectades amb un siRNA control negatiu (siNTC) o 
contra CXCL8 (siCXCL8, a) o CXCL1 (siCXCL1, b).  
 

 

Tant CXCL1 com CXCL8 duen a terme la seva acció biològica mitjançant la seva unió  específica 

al receptor de membrana CXCR2 [Revisat a (274)]. Els nostres resultats van mostrar que els 

nivells de CXCR2 eren clarament superiors a la línia HTOXAR3 en comparació a a línia HT29 

(Figura 65).   

 

                    
Figura 65. Expressió proteica de CXCR2 en línies HT29 i HTOXAR3. a) Imatge representativa de l’anàlisi per western 
blot i b)  representació gràfica de la mitjana ± SEM dels nivells basals de CXCR2 en línies HT29 i HTOXAR3 mesurats 
per western blot i calculats a partir d’un mínim de tres experiments independents. *p<0,05 respecte HT29.  
 

 

A continuació, per tal de conèixer l’efecte del tractament durant 72 hores amb l'antagonista 

específic de CXCR2 SB265610 sobre la proliferació dels nostres models cel·lulars, vam realitzar 

l’assaig MTT utilitzant un rang de dosis de 0 a 100 µM en  HT29 i HTOXAR3. Tal i com es pot 

observar a la Figura 66, el compost SB265610 va produir una disminució significativa de la 

proliferació cel·lular de manera dosi-dependent en ambdues línies cel·lulars. És important 
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destacar que el model resistent HTOXAR3 va resultar ser  significativament més sensible a 

aquest inhibidor en comparació a la línia parental HT29. 

 

                              
Figura 66. Efecte del tractament amb l'antagonista del receptor CXCR2 SB265610 en la proliferació de les línies 
HT29 i HTOXAR3. Corbes dosi resposta corresponents a les línies HT29 i HTOXAR3 desprès del tractament amb 0-
100 µM de SB265610 durant 72 hores (mitjana ± SEM) i anàlisi de MTT. Els valors d’IC50 per a cadascuna de les 
condicions indicades corresponen a la mitjana  i als intervals de confiança al 95%. Els p valor s’han obtingut després 
de calcular les diferències entre les dues corbes mitjançant el test F. 
 

 

En global, aquests resultats suggereixen per una banda el possible paper de les quimiocines 

CXCL8 i CXCL1 i el seu receptor CXCR2 en el procés d’adquisició de resistència a oxaliplatí 

mitjançant l’activació de la via de senyalització Akt/NF-κB i per altra, la seva implicació en el 

sinergisme i major eficàcia del tractament concomitant d’oxaliplatí i curcumina en el model 

resistent HTOXAR3. Així doncs, en base a aquests resultats, ens vàrem plantejar la possible 

utilitat de les quimiocines CXCL8 i CXCL1 com a marcadors predictius de l’eficàcia del 

tractament concomitant d’ambdues drogues. 

 

 

4.4. Resultats de l'objectiu 4 

4.4.1. Estudi dels nivells d’expressió de CXCL8 i CXCL1 en explants de metàstasis de 
pacients de CCR i associació amb l’eficàcia del tractament combinat d’oxaliplatí i 
curcumina  
Davant de la impossibilitat d’obtenir mostres tumorals de pacients tractats amb curcumina i 

per tal d’avaluar el potencial de CXCL8 i CXCL1 com a biomarcadors predictius de la resposta al 

tractament concomitant d’oxaliplatí i curcumina, es va analitzar l’expressió gènica d’ambdues 

quimiocines en un panell de 8 mostres fixades amb formol i incloses en parafina d’explants de 
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metàstasis hepàtiques derivades de pacients amb CCR. Els explants, havien estat tractats 

prèviament pels nostres col·laboradors de Leicester amb oxaliplatí, oxaliplatí i curcumina o 

vehicle (DMSO) durant 24 hores. Per tal d’avaluar l’efecte dels diferents tractaments sobre la 

disminució de la proliferació cel·lular i l’increment de l’apoptosi en aquests explants, es va 

analitzar mitjançant immuhistoquímica la presència del marcador ki67, com a indicador de la 

proliferació, i de la caspasa 3 truncada com a marcador de l’apoptosi (200).  

 

A partir d’aquests explants vam extreure ARN i es va analitzar l’expressió de les quimiocines 

CXCL1 i CXCL8 mitjançant RT-qPCR. Malauradament sota les nostres condicions de qPCR 

només vam poder detectar l’expressió de CXCL1 però no de CXCL8, probablement degut a la 

baixa concentració d’ARN (de 20 a 75 ng/µl) que vam poder obtenir a partir de les mostres 

d’explants. Malgrat això, l’anàlisi de CXCL1 va mostrar una sobreexpressió d’aquesta 

quimiocina en 6 dels 8 explants que havien estat tractats amb oxaliplatí. A més, aquest 

augment d’expressió es veia atenuat pel tractament combinat d’oxaliplatí i curcumina en 5 

dels anteriors 6 explants. Aquests resultats corroboraven les dades obtingudes en el nostre 

estudi in vitro (Figura 67). 

 

 
Figura 67. Nivells d’expressió gènica de CXCL1 en cultius d’explants de metàstasis hepàtiques derivades de 
pacients amb CCR. (a) El gràfic mostra els nivells de CXCL1 relatius als de β-actina mesurats per RT-qPCR en 8 
explants i segons si havien estat tractats ex-vivo amb oxaliplatí (OXA) o oxaliplatí més curcumina (CURC) o pel 
contrari no havien rebut tractament (vehicle) (NT) durant 24 hores. (b) Representació dels nivells de CXCL1 per 
grups de tractament. Les línies horitzontals representen els valors promig. 
 

 

A continuació, es va analitzar el patró d’expressió de CXCL1 en relació a la resposta al 

tractament. Per dur a terme aquest objectiu, vam recollir les dades obtingudes pels nostres 

col·laboradors de Leicester en relació a la tinció dels marcadors ki67 i caspasa 3 truncada en 

els explants. A partir d’aquestes dades vam assignar un valor numèric, de 0 a 2, en relació als 

canvis en la tinció de ki67 i caspasa 3 truncada després de l’exposició dels explants a oxaliplatí 
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o oxaliplatí i curcumina en comparació al tractament amb vehicle. Així, una puntuació de 2 ( 2 

marcadors de “bon pronòstic”) representava una disminució i un augment significatiu de ki67 i 

de caspasa 3 truncada, respectivament; una puntuació de 1 (1 marcador de “bon pronòstic”) 

representava una disminució de ki67 o un augment de caspasa 3 truncada en resposta al 

tractament; i finalment, un valor de 0 (0 marcadors de “bon pronòstic”) significava que cap 

dels dos marcadors varia en relació als criteris de bon pronòstic. Cal remarcar que l’ús 

combinat d’aquests dos paràmetres com a marcadors pronòstic de l’eficàcia d’un determinat 

tractament han estat utilitzats també per altres autors (275). Tal i com es pot observar a la 

Taula 8, els explants p93 i p141 van ser els únics que van presentar una puntuació igual a 2 

després del tractament combinat amb oxaliplatí i curcumina. 

 

 
Taula 8. Resposta al tractament i nivells de CXCL1 en els 8 explants de metàstasis hepàtiques.  En verd s’indiquen 
els canvis relatius a la tinció de Ki67 i en blau als de la caspasa 3 truncada. NS = no significatiu; NT = no tractat; OXA 
= oxaliplatí; CURC = curcumina. Els valors d’expressió gènica s’han obtingut a partir de la tècnica de RT-qPCR. El 
terme "puntuació” representa una mesura arbitrària de la resposta al tractament tal i com s’ha explicat en l'apartat 
4.4.1, essent 0 equivalent a una no resposta, 1 a una resposta intermitja i 2 a una resposta completa. 
 
 
 

De forma interessant, aquests dos explants van ser els que presentaven una major expressió 

de la quimiocina CXCL1 a nivell basal i després del tractament amb oxaliplatí, en relació als 

explants que presentaven puntuacions de 1 o 0 (Figura 68). 
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Figura 68. Expressió basal (a) i post-tractament amb oxaliplatí (b) de CXCL1 segons la resposta al tractament amb 
oxaliplatí i curcumina. L’eix Y mostra els valors relatius d’expressió de CXCL1 en els 8 explants de metàstasis 
hepàtiques valorats per RT-qPCR. L’eix X mostra la resposta al tractament segons la puntuació obtinguda tal i com 
s’explica a l'apartat 4.4.1. Les línies horitzontals representen els valors promig.  
 

 

En conclusió, malgrat que aquests resultats han estat obtinguts a partir de molt pocs casos, 

corroboren els nostres resultats in vitro i suggereixen que aquells pacients amb elevats nivells 

de CXCL1 (a nivell basal o després del tractament amb esquemes basats en l’oxaliplatí) serien 

bons candidats per a ser tractats de manera efectiva amb la combinació d’oxaliplatí i 

curcumina. 
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Malgrat la recent aparició de noves teràpies antitumorals consistents en la utilització 

d’anticossos monoclonals dirigits contra dianes moleculars específiques, els esquemes de 

quimioteràpia basats en l’ús de l’oxaliplatí continuen essent essencials en el tractament dels 

pacients amb CCR metastàtic. Tot i això, l’aparició de resistències representa la principal causa 

de fracàs dels mateixos. La resistència a oxaliplatí és un procés complex i multifactorial, basat 

principalment en l’alteració de gens que participen en el seu transport, metabolisme i 

mecanisme d’acció. En un treball previ del nostre grup es va proposar la desregulació de la via 

de NF-κB com un important mecanisme d’adquisició de resistència a oxaliplatí comú en 

almenys 4 models in vitro (102). En base a aquests resultats, la present tesi doctoral s'ha 

focalitzat en l'estudi del paper de NF-κB en la sensibilitat i resistència a oxaliplatí així com en la 

seva inhibició mitjançant curcumina com a mecanisme de reversió de resistència a aquest 

fàrmac.  

 

Paper de NF-κB en la sensibilitat i resistència adquirida a oxaliplatí 

El paper de la via de NF-κB i els seus gens diana en els processos de quimioresistència ha estat 

ben establert [Revisat a (168)] i pel que fa a l’oxaliplatí, s’ha demostrat que la sensibilitat de les 

cèl·lules de CCR a la mort induïda per aquest fàrmac es veu negativament afectada per una 

elevada activitat d’aquest factor de transcripció (65). En corcondança amb altres estudis (156, 

276), els nostres resultats indiquen una activació constitutiva de NF-kB en totes les línies 

cel·lulars de CCR analitzades donat que en totes elles hem pogut detectar la proteïna p65 

fosforilada en el residu Ser536. En tots els casos, les línies amb resistència adquirida van 

mostrar una hiperactivació de la via respecte les línies sensibles i d’entre elles, la línia 

HTOXAR3 es va escollir com a paradigma d’aquesta hiperactivació donat que va mostrar un 

augment significatiu de la fosforilació de p65, IκBα i Akt així com uns majors nivells de les 

proteïnes antiapoptòtiques Bcl-2 i Survivina, i la proteïna proproliferativa Ciclina D1 respecte la 

seva línia parental sensible HT29. La sobreexpressió d'aquestes proteïnes s'ha relacionat amb 

un augment de la quimioresistència en un gran nombre de cèl·lules tumorals [Revisat a  (168)]. 

Bcl-2 antagonitza les proteïnes proapoptòtiques Bax i Bak i inhibeix la permeabilització de la 

membrana mitocondrial en la via intrínseca d’apopotosi; la Survivina, en canvi, inhibeix 

directament l’activació de diverses caspases, com la caspasa 9, impedint l'activació de 

l'apoptosi per acció dels fàrmacs quimioterapèutics i per tant disminuïnt-ne la sensibilitat. En 

concordança amb els nostres resultats, Wen i col·laboradors han reportat la sobreexpressió de 

Survivina en línes de CCR resistents a oxaliplatí (277) i a més a més s'ha demostrat que la 

inhibició específica d'aquesta proteïna i de Bcl-2 incrementa la sensibilitat a aquest fàrmac en 
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línies cel·lulars de càncer de pròstata metastàtic (99). D’altra banda, l’augment en la 

fosforilació i per tant en l’activació d’Akt, correlaciona amb una sobreexpressió de p65 i IκBα 

fosforilades ja que aquesta quinasa és capaç d'activar NF-κB per fosforilació directa de IKKβ, 

quinasa responsable de la fosforilació de IκBα, i de p65 (265-267). S’ha demostrat que 

l’activació de la via PI3K/Akt promou la resistència a l’oxaliplatí en la línia cel·lular HT29 (278) i 

que la inhibició farmacològica d’Akt es tradueix en un augment de la citotoxicitat d’aquest 

fàrmac en línies cel·lulars de colangiocarcinoma (279). 

 

El factor de transcripció NF-κB participa en els processos de progressió tumoral, metàstasi i 

quimioresistència mitjançant la regulació del procés EMT. Concretament, s'ha demostrat que 

el tractament crònic amb TNFα en cèl·lules de càncer de mama indueix el procés d'EMT 

mitjançant la sobreexpressió d’un gen diana de NF-κB, el repressor transcripcional Twist-1 

(165) i que la inhibició de la via canònica de NF-κB promou la reversió del EMT, corroborant el 

paper central de NF-κB en la iniciació i manteniment d'aquest procés (166). En relació a la 

quimioresistència, l'increment en l'expressió de marcadors mesenquimals, com N-caderina o 

Vimentina, ha estat relacionat amb un augment de la resistència a diversos fàrmacs 

quimioterapèutics. Un estudi realitzat en metàstasis pulmonars va demostrar la implicació del 

procés EMT en la formació de metàstasis pulmonars recurrents després del tractament amb 

cyclofosfamida (280), suggerint la contribució del tractament crònic amb quimioteràpia en 

l'aparició del procés EMT i la quimioresistència. Tanmateix, el nostre anàlisi exploratori 

d’enriquiment funcional amb GSEA va revelar que els processos biològics (hallmarks) 

principalment sobrerepresentats en la llista de gens que estaven sobreexpressats a nivell basal 

en la línia HTOXAR3 en comparació a la línia sensible HT29 eren (q-valor< 0,00001) la via de 

senyalització de TNFα/NF-κB i el procés EMT (Taula 9). 
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Funció molecular / Hallmark
Genes in Gene Set 

(K)
Genes in 

Overlap (k)
k/K p-valor FDR q-valor

Via de senyalització TNFα/NF-ҡβ 200 41 0,205 6,79E-18 3,40E-16

Respostaa l’interferó gamma 200 39 0,195 2,57E-16 6,43E-15

Transició epiteli-mesènquima 200 38 0,19 1,51E-13 2,51E-14

Resposta tardana a estrògens 200 35 0,175 2,50E-13 3,12E-12

Respostaprimerencaa estrògens 200 34 0,17 1,28E-12 1,28E-11

Respostaa interferó alfa 97 23 0,2371 4,71E-12 3,92E-11

Respostaa llum UV ↓ 144 27 0,1875 2,49E-11 1,69E-10

Hipoxia 200 32 0,16 3,04E-11 1,69E-10

SenyalitzacióSTAT5/IL-2 200 32 0,16 3,04E-11 1,69E-10

Via de senyalització de K-Ras ↑ 200 31 0,155 1,40E-10 6,38E-10

Miogènesi 200 31 0,155 1,40E-10 6,38E-10

Unió apical 200 30 0,15 6,23E-10 2,23E-09

MetabolismeHeme 200 30 0,15 6,23E-10 2,23E-09

Via de senyalitzacióde p53 200 30 0,15 6,23E-10 2,23E-09

Complement 200 29 0,145 2,66E-09 8,88E-09

Respostaa llum UV ↑ 158 24 0,1519 2,43E-08 7,60E-08

Metabolismexenobiòtic 200 27 0,135 4,32E-08 1,27E-07

Metabolismedels àcids grassos 158 22 0,1392 4,34E-07 1,21E-06

Peroxisoma 104 17 0,1635 9,01E-07 2,37E-06

Allograftrejection 200 24 0,12 2,06E-06 5,15E-06

Respostaa andrògens 101 16 0,1584 2,87E-06 6,82E-06

Glicòlisi 200 23 0,115 6,83E-06 1,55E-05

Homeostasidel colesterol 74 13 0,1757 7,52E-06 1,63E-05

Coagulació 138 18 0,1304 1,19E-05 2,48E-05

Via de senyalitzacióde MTORC1 200 22 0,11 2,16E-05 4,33E-05

G2M checkpoint 200 21 0,105 6,52E-05 1,21E-04

Eixmitòtic 200 21 0,105 6,52E-05 1,21E-04

Apoptosi 161 18 0,1118 9,47E-05 1,69E-04

Resposta inflamatòria 200 20 0,1 1,87E-04 3,12E-04

Via de senyalització de K-Ras ↓ 200 20 0,1 1,87E-04 3,12E-04

Adipogènesi 200 19 0,095 5,10E-04 7,75E-04

Gens diana de E2F 200 19 0,095 5,10E-04 7,75E-04

Angiogènesi 36 7 0,1944 5,11E-04 7,75E-04

Metabolismedela àcids biliars 112 13 0,1161 5,93E-04 8,73E-04

Unfoldedprotein response 113 13 0,115 6,46E-04 9,23E-04

Senyalització IL6/JAK/STAT3 87 11 0,1264 7,47E-04 1,04E-03

SenyalitzacióPI3K/AKT/MTOR 105 11 0,1048 3,45E-03 4,66E-03

SenyalitzacióWnt/beta-catenina 42 6 0,1429 6,44E-03 8,48E-03

Gens diana de MYC 200 16 0,08 7,40E-03 9,25E-03

Fosforil·lacióoxidativa 200 16 0,08 7,40E-03 9,25E-03

Reparacióde l’ADN 150 13 0,0867 7,90E-03 9,63E-03

Gens diana de MYC_2 58 7 0,1207 8,55E-03 1,00E-02

Via de senyalitzacióde NOTCH 32 5 0,1562 8,61E-03 1,00E-02

Via de senyalitzacióde TGF-beta 54 6 0,1111 2,11E-02 2,40E-02
       

Taula 9. Llistat de les funcions moleculars o Hallmark terms enriquides segons l’anàlisi per GSEA overlap. Anàlisi 
obtingut a patir de la llista de 2303 gens l’expressió dels quals es troba incrementada significativament en HTOXAR3 
a nivell basal respecte HT29 
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En la mateixa línia, altres estudis han reportat la sobreexpressió de tota una sèrie de gens 

implicats en el procés EMT en la línia HT29 resistent a oxaliplatí; com per exemple la citoquina 

TGF-β1 (Transforming growth factor beta 1) (281). El paper de TGF-β1 com a inductor del 

procés EMT en diversos models tumorals està àmpliament descrit (282, 283). En aquest sentit, 

el nostre estudi transcriptòmic va mostrar una sobreexpresió significativa de TGF-β1 (FC= 4,91 

; p<0,0001) en la línia HTOXAR3 en comparació al model HT29.  

 

En conjunt, els resultats obtinguts en el present estudi suggereixen que l'exposició continuada 

a oxaliplatí ha contribuït a la selecció d’aquelles cèl·lules que presentaven una sobreactivació 

de NF-κB. Tanmateix, la sobreactivació d’aquest factor de transcripció ha contribuït a la 

transició epiteli-mesènquima en el model HTOXAR3 que alhora ha afavorit l'aparició del seu 

fenotip resistent a oxaliplatí. Aquesta hipòtesi es veu recolzada per l'estudi de Yang i 

col·laboradors en el que observaren que l'exposició continua d'oxaliplatí en la línia HT29 

produïa canvis morfològics que confluïen en l'aparició d'un fenotip mesenquimal que es 

correlacionava amb una disminució dels marcadors epitelials E-caderina i Pakoglobina així com 

en una marcada sobrexpressió nuclear de NF-κB. En una segona línia de CCR resistent a 

oxaliplatí, en canvi, van observar que l'exposició a oxaliplatí va produïr una sobreexpressió de 

Vimentina i del factor de transcripció Snail però no de NF-κB nuclear (284) corroborant el 

paper cabdal de la via de NF-κB en l'adquisició del fenotip mesenquimal i l'aparició de 

resistència a oxaliplatí en el model cel·lular HTOXAR3. En línia amb aquest treball, Jiao i 

col·laboradors van reportar que el tractament amb l'oxaliplatí s'associava a l'aparició dels 

processos d'EMT i metàstasi mitjançant la producció de ROS i la consegüent activació de la 

cascada de senyalització de PI3k/Akt/Snail (285).  

 

Els nostres resultats indiquen que l'oxaliplatí és capaç d'activar la via de senyalització de NF-κB 

en les línies HT29 i HTOXAR3, mitjançant la fosforilació de IκBα i p65, la translocació nuclear de 

p65 i l'expressió de gens diana específics, com Bcl-2 i Survivina. En concordança, altres estudis 

han demostrat que l’administració d’oxaliplatí en models cel·lulars de càncer de pròstata es 

correlaciona l’activació de NF-κB així com amb un increment en la transcripció i expressió de 

Bcl-2, Survivina i diverses quimiocines, com CXCL8 i CXCL1 (99). També, Liu i col·laboradors van 

observar que el tractament amb oxaliplatí promovia l'activació i translocació nuclear de p65 en 

la línia HT29 (173). Cal apuntar que una de les possibles limitacions d'aquest treball és que no 

hem utilitzat tècniques de valoració directa de l'increment de l'activitat transcripcional de NF-

κB mesurant per exemple, la seva unió directa a l'ADN o l’activitat de transcripció del gen 
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luciferasa sota un promotor gènic amb seqüència d’unió a aquest factor de transcripció, sinó 

que dita activació s'ha avaluat de manera indirecta a través de la valoració de l’expressió o la 

fosforilació de certes proteïnes mitjançant la tècnica de western blot o la translocació nuclear 

de p65.  

 

D’altra banda, cal destacar que malgrat que hem demostrat que l'oxaliplatí és capaç de 

fosforilar IκBα en els residus Ser32/36, no hem pogut observar una degradació significativa 

d'aquesta proteïna després de l'exposició a aquest agent platinat. Aquesta observació es troba 

en concordança amb altres estudis que han demostrat que malgrat que les cèl·lules HT29 

poden activar una resposta inflamatòria depenent de NF-κB, no poden degradar la proteïna 

IκBα en resposta a estímuls activadors com TNFα, LPS o IL-1β però sí son capaces de translocar 

NF-κB al nucli i expressar gens diana específics d'aquest factor de transcripció com IL-8 (270). 

Jobin i Sartor plantejaren que aquesta incapacitat de les cèl·lules HT29 per degradar IκBα 

estaria relacionada amb una funció defectuosa de la via del proteasoma (286). Altres estudis, 

en canvi, relacionen aquest fenomen amb una baixa activació del complex de quinases IKK, 

responsable de la fosforilació de IκBα (287). D’altra banda, cal destacar també que diverses 

publicacions han demostrat que l'estrès oxidatiu produït pel tractament amb H202 promou la 

translocació nuclear de p65 sense provocar la degradació d’IκBα per acció del proteasoma 

[Revisat a (288)].  

 

Pel que fa a la Survivina, els nostres resultats demostren una sobreexpressió significativa 

d’aquesta proteïna després de l’exposició a oxaliplatí, especialment en el model sensible HT29. 

Contràriament, altres estudis han reportat una disminució dràstica dels nivells proteics de 

Survivina (però no dels nivells d’ARNm) en la línia de CCR RKO mitjançant la seva degradació 

via proteasoma després del tractament durant 24 hores amb oxaliplatí (289). Tenint en 

compte els resultats presentats en diversos treballs del grup de Jobin i Sartor (286, 290), 

l’increment de l’expressió de Survivina després de l’exposició a oxaliplatí reportada pels 

nostres resultats podria explicar-se d’una banda, per un augment en l’activació de NF-κB i 

d’altra banda per una funció defectuosa del proteasoma en la línia HT29 que no permetria la 

degradació d’aquesta proteïna. En aquest mateix context, Howells i col·laboradors van 

observar una davallada dels nivells de Survivina després del tractament amb oxaliplatí en la 

línia de CCR HCT116 que presenta p53 WT pero no en canvi en la línia que no expressava p53. 

De fet, s’ha demostrat que la forma WT de p53 pot reprimir l’expressió de Survivina. 

Concretament, Mirza i col·laboradors van observar que l’expressió de la forma WT de p53, 
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però no la forma mutada, estava associada amb una forta repressió del promotor de la 

Survivina en diverses línies cel·lulars (291). La manca d’aquesta repressió en el promotor de la 

Survivina en la línia HT29 (p53 mutat) podria representar també una explicació plausible a 

l’augment d’aquesta proteïna després de l’exposició a oxaliplatí.  

 

Els nostres resultats mostren que l'activació de la via de NF-κB és produeix molt ràpidament en 

els primers 15 minuts d'exposició a l'oxaliplatí tant en HT29 com en HTOXAR3 però aquesta 

activació es manté després de 24 hores de tractament només en la línia sensible HT29. 

L'activació de la via de NF-κB per efecte de l'exposició a oxaliplatí pot produir-se per la 

inducció d'estrès oxidatiu mitjançant la producció de ROS (269, 285) o bé per la inducció de 

dany genotòxic. El dany a l'ADN produït per l'oxaliplatí pot provocar la fosforilació i activació 

de la quinasa ATM, responsable del reconeixement dels trencaments de cadena dobles. ATM 

fosforila llavors la subunitat reguladora NEMO del complex de quinases IKK i i l'heterodímer 

p65/p50 pot translocar-se al nucli cel·lular (122, 123). En quant a les diferències observades 

entre la línia sensible HT29 i HTOXAR3 en relació a l'activació de NF-κB després de 24 hores 

d’exposició a oxaliplatí, podrien explicar-se degut a una major tolerància de les cèl·lules 

HTOXAR3 al dany a l’ADN ja que de l’estudi transcriptòmic hem pogut aïllar 29 gens relacionats 

amb la reparació de l’ADN i que estaven diferencialment expressats entre HT29 i HTOXAR3 

dels quals, 17 es trobaven sobreexpressats en la línia resistent HTOXAR3. Quatre d’aquests 

gens estan relacionats amb la resposta al dany (i no directament amb la reparació d’aquest) i 

entre ells, ATR, RAC1 i CHK2 van mostrar una expressió decrementada en la línia resistent 

(Figura 63). Altres autors han observat que a igual concentració d’oxaliplatí es produeixen un 

major nombre de d’adductes intracatenaris en la línia sensible HT29 en comparació a la 

derivada resistent a oxaliplatí desenvolupada per aquests autors fet que de donar-se també en 

el nostre cas, podria explicar els resultats esmentats (281).  
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GeneBank
Accesion nº

Nom del
gen

Fold Change
HTOXAR3 vs. 

HT29

GENS DE REPARACIÓ DE L’ADN

Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) enzymes

NM_001618 PARP1 1.28

NM_001003931 PARP3 1.25

Repair of DNA-topoisomerase crosslinks

NM_018319 TDP1 1.79

Mismatch excission repair (MMR)

NM_002439 MSH3 1.27

NM_014381 MLH3 1.41

NM_000534 PMS1 -1.78

Nucleotide excission repair (NER)

NM_004344 CETN2 1.22

NM_005316 GTF2H1 -1.25

NM_001517 GTF2H4 1.61

NM_001799 CDK7 1.30

NM_002431 MNAT1 1.55

NM_005236 ERCC4 1.27

HomologousRecombination

NM_003579 RAD54L 1.34

NM_012415 RAD54B -1.21

NM_182625 GEN1 -1.23

Fanconi Anemia

NM_022725 FANCF -1.48

NM_004629 FANCG 1.24

Non-homologous end-joining

NM_021141 XRCC5 -1.23

Modulation of Nucleotide pools

NM_015713 RRMB2 -1.24

DNA polymerases (catalytic subunits)

NM_002912 REV3L -1.27

NM_006502 POLH 1.23

Editing and procesing nucleases

NM_033629 TREX1 1.22

NM_003686 EXO1 1.27

Ubiquitination and modification

NM_152617 RNF8 1.22

Chromatin structure and modification

NM_002105 H2AFX -1.22

GENS DE RESPOSTA AL DANY A L’ADN

NM_001184 ATR -1.20

NM_130384 ATRIP 1.26

NM_002853 RAD1 -1.26

NM_007194 CHEK2 -1.33
 

Taula 10. Llista de gens de reparació de l'ADN i de resposta al dany a l’ADN que es troben expressats de manera 
diferencial entre les cèl·lules HT29 i les cèl·lules HTOXAR3 (|FC|>1.2 i q-value<0.05). Es marquen en verd els gens de 
reparació de l'ADN sobreexpressats i els gens de resposta al dany a l’ADN infraexpressats en HTOXAR3 respecte 
HT29. 
 
 

En conjunt, aquests resultats suggereixen que la línia HTOXAR3 s’ha adaptat a l’oxaliplatí 

disminuïnt la resposta i augmentant la reparació del dany a l’ADN causat pel mateix i com a 

conseqüència, produint una atenuació de l’activació de NF-κB.  
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En el present treball hem obsevat una disminució dràstica dels nivells proteics de Ciclina D1 

després del tractament amb oxaliplatí durant 24 hores. La Ciclina D1 és un important regulador 

de la transició de la fase G1 a la fase S del cicle cel·lular (292). Durant la fase G1 del cicle 

cel·lular, la Ciclina D1 es sintetitza i s’acumula en el nucli cel·lular. Per contra, quan la cèl·lula 

entra en fase S aquesta proteïna és ràpidament degradada (293). Resultats previs del nostre i 

d’altres grups han demostrat que el tractament amb oxaliplatí durant 24 hores en les cèl·lules 

HT29 produeix una acumulació de cèl·lules en fase S (69, 240, 294) i d’altra banda, s’ha 

reportat que l’activació de la via de NF-κB per acció de la camptotecina (fàrmac que també 

provoca dany a l'ADN) es produeix predominantment durant la fase S del cicle cel·lular (295, 

296). Per tant, l’efecte de l’oxaliplatí en la retenció de les cèl·lules HT29 en la fase S del cicle 

cel·lular, podria explicar la davallada en l’expressió proteica de Ciclina D1 observada després 

dels tractaments durant 24 hores.    

 

Per últim, la ràpida activació de la via de NF-κB després de 15 minuts d’exposició a oxaliplatí 

probablement deguda a una resposta de supervivència per part de les cèl·lules, suggereix la 

possible implicació de determinats receptors de membrana cel·lular, com podria ser el 

receptor LTβR  de la família TNFR. Aquest receptor és capaç d'unir-se als factors TRAF (TNF-

receptor-associated factor) 2, 3 i 5 i activar NF-κB principalment a través de la via no canònica 

però també de la canònica (297). Harradine i col·laboradors van demostrar que el silenciament 

gènic del receptor LTβR es traduïa en un increment de la sensibilitat a oxaliplatí en un model 

cel·lular de CCR resistent a oxaliplatí (298). Resultats previs del nostre grup van reportar nivells 

transcripcionals baixos de TRIP (TRAF interacting protein), implicat en la inhibició de l’activació 

de NF-κB induïda per TRAF2 (299), en les línies resistents a oxaliplatí utilitzades en aquest 

treball en comparació a les seves respectives línies parentals sensibles (102). Una altra 

possibilitat són els TLRs (108) degut a que s’ha reportat la implicació d’algun d’ells, com el TLR5 

(Toll like receptor 5), en la resposta al tractament amb oxaliplatí (300).  

 

Reversió de la resistència adquirida a oxaliplatí mitjançant curcumina 

La implicació de NF-κB en el desenvolupament, progressió i resistència als tractaments dels 

tumors ha conduït a que en les darreres dècades s'hagin explorat noves estratègies 

terapèutiques consistents en la supressió de l’activitat d’aquest factor de transcripció. Malgrat 

que molts dels compostos estudiats han demostrat la seva eficàcia en models preclínics, la 

seva aplicabilitat clínica no ha estat ben establerta. De fet, actualment l’únic inhibidor 

farmacològic indirecte de NF-κB aprovat per a ús clínic és el Bortezomib, un inhibidor del 
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proteasoma. En relació als inhibidors del proteasoma, Németh i col·laboradors van demostrar 

que degut a la característica activació de la via de NF-κB en el model cel·lular HT29 (no 

degradació de IκB), l’ús d’aquests inhibidors en aquesta línia cel·lular no suposava una bona 

estratègia terapèutica, ja que no només no la inhibien sinó estimulaven l’activació de la via de 

NF-κB contraposant-se així als resultats obtinguts en altres línies cel·lulars (301). 

 

S'ha demostrat que l’ús d’inhibidors de NF-κB en combinació amb oxaliplatí potencia l’eficàcia 

d’aquest fàrmac a través de la inhibició de la proliferació cel·lular i l'activació de l’apoptosi en 

línies tumorals de diferent orígen, entre elles HT29 (99, 173). Concretament, el silenciament 

gènic específic de la subunitat p65 mitjançant siRNA s’ha associat amb un augment de la 

sensibilitat a oxaliplatí en diferents línies de CCR (176, 177). 

 

En el present treball es va escollir la curcumina donada l’evidència que demostra que pot 

inhibir de forma efectiva la via de senyalització de NF-κB (205, 302, 303). Els resultats 

presentats, corroboren que la curcumina suprimeix l’activació de NF-κB induïda per l'oxaliplatí 

a través de la supressió parcial de la fosforilació de p65 i IκBα i de l’expressió de les proteïnes 

Bcl-2, Survivina i Ciclina D1. Tal i com han reportat altres treballs (304), hem demostrat que el 

tractament amb curcumina inhibeix la proliferació cel·lular en totes les línies de CCR 

analitzades. També en línia amb altres estudis (209, 305-307), els nostres resultats han 

determinat que el tractament concomitant de curcumina i oxaliplatí durant 24 hores es 

tradueix en una supressió significativa de la proliferació cel·lular i de la capacitat de formació 

de colònies de totes les línies estudiades en comparació amb els tractaments individuals amb 

cada fàrmac. A més a més, hem observat com l’efecte de la combinació sobre la proliferació 

cel·lular ha resultat ser més evident en els models resistents HTOXAR3 i LoVOXAR3 en 

comparació a les línies HT29 i LoVo. Aquesta observació es troba en consonància amb els 

resultats d’altres autors que reportaren un major efecte de la combinació d’oxaliplatí i 

curcumina en cèl·lules HCT116 resistents a oxaliplatí en comparació a cèl·lules sensibles a 

aquest fàrmac (209). Els nostres resultats també indiquen que el tractament combinat és més 

sinèrgic en la línia HTOXAR3 en comparació a HT29 i de fet, aquesta combinació ha permès una 

reversió del 65% en la resistència a l'oxaliplatí en la línia HTOXAR3. En el cas de la parella 

LoVo/LoVOXAR3, malgrat obtenir una reversió de la resistència a oxaliplatí del 40% amb 

l’esquema de tractament utilitzat no hem pogut observar sinergisme entre els dos fàrmacs. 

Aquestes diferències entre ambdós models podrien explicar-se per diferents motius; per una 

banda, cal tenir en compte que les diferències genotípiques entre les línies cel·lulars HT29 i 
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LoVo (308) podrien influir en la sensibilitat al tractament combinat d’oxaliplatí i curcumina. A 

més a més, és important tenir present que la sobreactivació de la via de NF-κB va resultar ser 

més evident en el model HTOXAR3 que en la línia LoVOXAR3 fet que podria explicar que les 

cèl·lules HTOXAR3 fossin més dependents de l'estimulació d'aquesta via de senyalització i per 

tant més sensibles a la seva inhibició. En qualsevol cas, queda palès que el tractament 

combinat d’oxaliplatí i curcumina utilitzant un esquema concomitant durant 24 hores no seria 

adequat en termes de sinergisme en el model resistent LoVOXAR3 i que per tant, seria 

necessari identificar quin és l’esquema de tractament més sinèrgic en aquesta línia cel·lular. 

 

Els nostres resultats mostren que el tractament amb oxaliplatí com a agent únic durant 24 

hores no s’associa amb un increment en la mort cel·lular en les línies HT29 i HTOXAR3. Aquest 

fet ha estat descrit prèviament per altres autors i per nosaltres mateixos (69, 93, 240) i 

suggereix que després de 24 hores de tractament, l’oxaliplatí inhibeix la proliferació cel·lular 

sense provocar mort cel·lular i que no és fins a les 72 hores post-tractament quan s’observen 

taxes de mort significatives almenys en els models estudiats. S’ha suggerit que aquesta baixa 

activació de la mort cel·lular en resposta a oxaliplatí podria explicar-se per la presència d’una 

mutació en el gen supressor tumoral TP53 en la línia HT29 (96, 98). Pel que fa al tractament 

amb curcumina, malgrat la ben establerta capacitat d'aquest compost d’induir la mort cel·lular 

per apoptosi (214), tampoc hem pogut observar taxes de mort significatives en cap dels temps 

d'exposició estudiats. Malgrat que alguns autors han reportat que l’activació de la mort 

cel·lular per part de la curcumina és un procés independent de l’estat mutacional de p53 (309), 

els nostres resultats suggereixen que la presència de la forma mutada de p53 en el model 

HT29 estaria influïnt negativament en l’activació de la mort cel·lular per part de la curcumina. 

A més a més, aquests resultats corroboren els de l'estudi de Hanif i col·laboradors en el que 

van observar que la curcumina no induïa l'apoptosi en cèl·lules HT29 (304). Finalment, el 

tractament concomitant durant 24 hores tampoc ha mostrat taxes de mort cel·lular 

significatives en comparació amb els tractaments individuals, suggerint que la curcumina 

contribueix a l’acció antiproliferativa de l’oxaliplatí en les condicions i les línies cel·lulars 

estudiades en aquest treball.  

 

 
Paper de les quimiocines CXCL1 i CXCL8 en la resistència a oxaliplatí i en la sensibilitat i 
sinergisme del tractament combinat d’oxaliplatí i curcumina 
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Tenint en compte que NF-κB és un factor de transcripció, vam hipotetitzar que les línies 

resistents presentarien patrons d’expressió diferents com a conseqüència del guany en 

l’activitat del mateix i que en aquesta expressió diferencial podríem trobar gens responsables 

del major efecte de la combinació d’oxaliplatí i curcumina observat en la línia resistent. Així, 

entre tots els gens aïllats a partir d’un estudi de microarrays d’expressió hem demostrat la 

sobreexpressió de tres quimiocines de la família CXC, CXCL8 (IL-8), CXCL1 (Gro-α) i CXCL2 (Gro-

β) en el model HTOXAR3, l'expressió de les quals disminueix després del tractament amb 

oxaliplatí i curcumina de manera significativa en la línia HTOXAR3 però no en HT29. També 

hem observat la sobreexpressió del seu receptor CXCR2 a nivell de proteïna en la línia 

HTOXAR3. En sintonia amb aquestes dades, l’anàlisi d’enriquiment funcional de la llista de 

gens l’expressió dels quals es troba incrementada a nivell basal pero disminuida pel tractament 

combinat en la línia resistent HTOXAR3 posa de manifest que la via de senyalització dels 

receptors de quimiocines CXCR és una de les funcions moleculars significativament 

sobrerepresentades en aquesta condició, el que suggereix que les 3 quimiocines podrien tenir 

un paper important tant en l’adquisició de resistència com en el sinergisme entre l’oxaliplatí i 

la curcumina en les cèl·lules HTOXAR3. Malauradament, al no poder validar-se per qPCR els 

resultats obtinguts per CXCL2, es va descartar el seu estudi i es va continuar amb l'anàlisi de 

CXCL1 i CXCL8. El fet que el silenciament gènic d’ambdues quimiocines es tradueixi en un 

augment en la sensibilitat a oxaliplatí en HTOXAR3, demostra que la seva funció és important 

en la resposta a aquest fàrmac. 

 

La transcripció gènica d’aquestes tres quimiocines es troba principalment regulada per NF-κB i 

intervenen no només en la quimiotaxi dels neutròfils (acció protumoral) i en la resposta 

inflamatòria sinó també en la regulació de la progressió, angiogènesi, migració, invasió, 

metàstasi i quimioresistència del CCR. Aquestes quimiocines poden ser secretades pels propis 

leucòcits i també per cèl·lules epitelials, endotelials, fibroblasts i cèl·lules tumorals ja sigui en 

resposta a un estímul inflamatori o de forma constitutiva [Revisat a (274)]. La CXCL8, és una de 

les quimiocines més estudiades en CCR i la seva sobreexpressió s’ha associat amb un 

increment en la resistència a oxaliplatí i 5-FU i també a una major capacitat en la proliferació 

cel·lular, l’angiogènesi, la migració i la metàstasi de cèl·lules de CCR resistents a oxaliplatí (272, 

310). En un treball del grup del Dr. Joan Massagué es va demostrar que la sobreexpressió de 

CXCL1 i CXCL2 en tumors de mama s’associava no només a un augment en la resistència al 

tractament sinó també a un cert avantatge de les cèl·lules tumorals per a sobreviure en llocs 

metastàtics (311). Per tant, els nostres resultats suggereixen, com altres ja ho han fet 

prèviament (312), que existeix un nexe d’unió entre dos dels principals obstacles en el 
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tractament del CCR: la quimioresistència i el desenvolupament o promoció de la metàstasi. Tot 

i que els nostres experiments han estat realitzats in vitro, els resultats indiquen que el 

tractament continuat amb oxaliplatí ha contribuït a l’aparició de canvis a nivell molecular que a 

més d’afavorir la quimioresistència, també estarien associats a un fenotip més metastàtic 

mitjançant la selecció d'aquelles clones cel·lulars que sobreexpressen aquestes quimiocines. 

Aquesta hipòtesi però, s’hauria de validar en un model in vivo. 

 

L’efecte de la quimioteràpia en l'augment de l'expressió de CXCL8, CXCL1 i CXCL2 ha estat 

descrit prèviament (99, 311, 313, 314). En aquest treball, també hem demostrat que 

l’oxaliplatí indueix una forta sobreexpressió de CXCL1 i CXCL8 a nivell gènic i proteic únicament 

en la línia HT29 i no en HTOXAR3 el que s’explicaria pel fet que NF-κB és capaç d'activar-se 

després de 24 hores de tractament només en la línia sensible. D'altra banda, la curcumina 

presenta l’efecte contrari i tot i que també és capaç de disminuir els nivells d’aquestes 

quimiocines en HT29, l’efecte va ser significativament més evident en el model resistent a 

oxaliplatí. Els nostres resultats estan d’acord amb els d’altres investigadors que han demostrat 

la capacitat de la curcumina d'inhibir l'expressió d'aquestes quimiocines en diferents models 

cel·lulars (207, 208, 233). Pel que fa al tractament combinat, és interessant destacar que 

l’expressió de CXCL8 i CXCL1 és atenuada pel tractament combinat d'oxaliplatí i curcumina 

únicament en el model resistent HTOXAR3 probablement degut al fet que en aquesta línia 

l'oxaliplatí no exerceix un efecte estimulador de l'expressió d'aquestes quimiocines i per tant la 

curcumina pot disminuir-ne la seva expressió de manera més efectiva que en la línia HT29 en 

la que es produiria un efecte compensatori. En resum, aquests resultats suggereixen la 

implicació d’aquestes dues quimiocines no només en l’adquisició de resistència a oxaliplatí 

sinó també en el sinergisme entre aquest i la curcumina observat en la línia HTOXAR3. 

 

Un cop sintetitzades, les quimiocines CXCL1 i CXCL8 són secretades per les cèl·lules tumorals 

promovent un cercle de retroalimentació positiva i també actuant paracrinament sobre altres 

cèl·lules del microambient tumoral, com els fibroblasts,  a través de la unió als receptors de 

membrana CXCR1 en el cas de CXCL8 i CXCR2 en el cas de CXCL8 i CXCL1. La senyalització a 

través d'aquests receptors culminarà en l’activació de la via de senyalització de NF-κB i en més 

expressió de CXCL1, CXCL8 i dels seus receptors (99). Els nostres resultats mostren que la 

silenciació gènica de CXCL1 o CXCL8 es tradueix en una disminució de la fosforilació de IκBα 

així com un decrement dels nivells proteics de Bcl-2 i Survivina fet que indica que 

efectivament, existeix un efecte autocrí en aquestes cèl·lules. A més, en aquestes condicions 

també hem observat una disminució dels nivells de fosforilació de la quinasa Akt el que 
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suggereix que almenys en part, la sobreactivació de la via de NF-κB observada en la línia 

resistent a oxaliplatí HTOXAR3 podria explicar-se per un augment de l’activació de la quinasa 

Akt per acció de les quimiocines CXCL1 i CXCL8 (Figura 69). Aquesta hipòtesi es veu recolçada 

pel fet que la sobreexpressió de CXCL8 promou la fosforilació d’Akt així com la consegüent 

activació de NF-κB en una altra línia de CCR (272) i per resultats similars en línies de càncer 

d’ovari estimulades amb TNFα (315). Finalment, la inhibició del receptor CXCR2 resulta en una 

major disminució de la proliferació cel·lular en el model resistent HTOXAR3 en comparació a 

HT29, suggerint de nou la importància de la via de senyalització CXCR2/NF-κB en el 

manteniment de la proliferació d'aquesta línia cel·lular. 
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Figura 69. Esquema representatiu de la possible acció del tractament amb oxaliplatí o oxaliplatí més curcumina 
sobre l'expressió de les quimiocines CXCL1, CXCL2 i CXCL8 i l'activació de la via de senyalització de NF-κB a través 
del receptor CXCR2 en les línies HT29 i HTOXAR3.  
 

Davant la impossibilitat de trobar mostres de pacients tractats amb curcumina, la validació 

dels resultats obtinguts in vitro es va realitzar en 8 explants de metàstasis hepàtiques de 

pacients de CCR que es van tractar ex vivo amb diferents esquemes de tractament basats en 

l'oxaliplatí i la curcumina. Així, hem pogut constatar que, igual que succeïa in vitro, l’exposició a 

oxaliplatí incrementa l’expressió de CXCL1 en 6 dels 8 explants analitzats i l’addició de 

curcumina reprimeix aquesta sobreexpressió en 5 d’aquests 6 explants. A més, és interessant 

destacar que els explants amb una millor “resposta” al tractament combinat d’oxaliplatí i 

curcumina mostren una major expressió de CXCL1 tant a nivell basal com després del 
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tractament amb oxaliplatí. Aquests resultats suggereixen la possibilitat d’utilitzar la mesura 

dels nivells de CXCL1 com a marcador predictiu de resposta al tractament combinat d’oxaliplatí 

i curcumina, fet que ja s’ha demostrat efectiu en termes de pronòstic (316). 

 

En conjunt, els nostres resultats indiquen que en el procés d’adquisició de resistència a 

oxaliplatí, la pressió selectiva del fàrmac fa que aquelles cèl·lules amb una major activitat de 

NF-κB sobrevisquin davant la resta, augmentant aquesta població i per tant, la secreció de 

CXCL1 i 8 que alhora estimularan altres cèl·lules, fet que comporta més activació de la via i més 

quimioresistència, probablement a través de  l'activació d'Akt. A més, el cultiu passa a ser més 

dependent de l’estimulació d’aquesta senyalització i per tant, més vulnerable a la seva 

inhibició, el que es demostra pel fet que la curcumina, com a inhibidor de NF-κB, restableix la 

sensibilitat a oxaliplatí i quan es combina amb aquest, el tractament és més efectiu en les 

cèl·lules resistents.  

 

 

Altres vies moleculars associades a la major sensibilitat i sinergisme del tractament 
concomitant d’oxaliplatí i curcumina en HTOXAR3: 

A banda de la via de quimiocines, l’estudi de microarrays va identificar dues funcions 

moleculars addicionals que es trobaven enriquides en quant a nombre de gens amb expressió 

alterada en la llista de 194 gens sobreexpressats a nivell basal en la línia HTOXAR3 i l’expressió 

dels quals disminuïa pel tractament combinat d’oxaliplatí i curcumina de manera significativa 

en aquesta línia respecte a HT29. Aquestes funcions són: l’activitat dels enzims citidina i 

deoxicitidina deaminasa i la via d’activació de la quinasa JUN (JNK) (Figura 51) el possible paper 

de les quals es discuteix a continuació.  

 

a) Activitat citidina i deoxicitidina deaminasa 

Entre els gens amb funció cititidina deaminasa augmentats a nivell basal i decrementats pel 

tractament amb oxaliplatí i curcumina significativament en HTOXAR3 respecte a HT29, 

destaquen: la citidina deaminasa (CDA), APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F i APOBEC3G (Taula 

11): 
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GeneBank
Accesion nº

Nom del gen Descripció Fold Change
OXA+CURC  / Basal

NM_001785 CDA Cytidine deaminase -1,70 / 1,71

NM_004900 APOBEC3B ApolipoproteinB mRNAeditingenzyme, catalyticpolypeptide-like 3B -1,73 / 2,05

NM_014508 APOBEC3C ApolipoproteinB mRNAeditingenzyme, catalyticpolypeptide-like 3C -2,37 /16,97

NM_001006666 APOBEC3F ApolipoproteinB mRNAeditingenzyme, catalyticpolypeptide-like3F -1,74 / 4,83

NM_021822 APOBEC3G ApolipoproteinB mRNAeditingenzyme, catalyticpolypeptide-like 3G -2,07 / 3,97

 
Taula 11. Gens amb funció citidina deaminasa augmentats a nivell basal i disminuits pel tractament amb oxaliplatí i 
curcumina significativament en HTOXAR3 respecte a HT29 
 

La CDA és un enzim que catalitza la deaminació hidrolítica irreversible d’una citidina o 

desoxicitidina a una uridina o desoxiuridina, respectivament. Malgrat que no existeixen 

evidències prèvies sobre el paper de la CDA en la resistència a oxaliplatí alguns estudis han 

demostrat que la sobreexpressió de CDA contribueix a la resistència a la gemcitabina en 

diferents tumors (317, 318). La gemcitabina és un fàrmac que pertany al grup dels anàlegs de 

nucleòsids i que s'utilitza com agent quimioterapèutic en el tractament dels tumors de pulmó 

de cèl·lula no petita, pàncrees, ovari i mama metastàtic. Més del 90% de la gemcitabina és 

metabolitzada i inactivada per la CDA fet que evita l’acumulació intracel·lular del seu principi 

actiu. A banda de la gemcitabina, una expressió elevada de CDA també s’ha relacionat amb 

una disminució de la sensibilitat a l’arabinosid citosina (Ara-c), fàrmac utilitzat en el tractament 

de leucèmies i limfomes (318, 319).  

 

La família d’enzims APOBEC3 (AID/apolipoprotein B mRNA editing complex catalitytic 

polypetide 3) consta de set proteïnes que han demostrat la capacitat de provocar el canvi 

d’una base de citosina per una d’uracil en les mol·lecules d’ADN de cadena simple, 

considerant-se APOBEC3B com un dels majors inductors de mutacions en tumors [Revisat a 

(320)]. S’ha reportat la implicació de la via canònica i no canònica de NF-κB en la regulació de 

l'expressió d’aquest gen (321, 322) i també que els membres de la família APOBEC3 juguen un 

paper dual en la promoció de la supervivència de les cèl·lules in vivo ja que per una banda 

incrementen la taxa de reparació dels trencaments dobles de la cadena de l’ADN després del 

tractament amb agents genotòxics i d’altra banda, promouen un fenotip mutador que 

condueix a la progressió tumoral (323). Com a hipòtesi, la sobreexpressió d’aquestes proteïnes 

en la línia HTOXAR3 promouria un augment de la reparació del dany a l’ADN, una menor 

inducció de la mort cel·lular i per tant un augment de la resistència a l’oxaliplatí. El fet que el 
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tractament amb curcumina sigui més efectiu quan aquests enzims estan elevats i el perquè 

queda per demostrar. 

 

La proteïna AID (Activation-induced cytidine deaminase) pertany a la família de desaminases 

APOBEC, es troba sobreexpressada en limfòcits B (324) i participa en els processos EMT. 

Diversos estímuls inflamatoris com la interleuquina 4 (IL-4), TNFα i TGF-β (325) promouen la 

seva expressió, la qual s’ha descrit en diferents teixits epitelials sotmesos a ambients 

d’inflamació crònica com és el cas de la colitis ulcerosa. De fet, l’AID participa en el 

desenvolupament del càncer colorectal associat a colitis (326) i en càncer de mama, també 

s’ha observat l’activació d'EMT per part de la proteïna AID (327). Aquestes evidències, podrien 

suggerir que un augment de l’activació de l’enzim AID per acció de citoquines proinflamatòries 

es traduís en la promoció d’EMT i com a conseqüència en un increment de la resistència a 

oxaliplatí en la línia HTOXAR3.  

 

En conjunt, els nostres resultats obren la porta a futurs estudis per tal d’analitzar la relació 

entre la sobreexpressió d’aquests enzims amb activitat deaminasa i el procés d’adquisició de 

resistència a oxaliplatí. A més a més, suggereixen la possibilitat d’inhibir aquests enzims com a 

mecanisme de reversió de la resistència a oxaliplatí.  

  
b) Via d’activació de la quinasa JNK 

En relació a la via d’activació de la quinasa JNK destaca l’augment en l’expressió dels gens 

MAP3K1 (MEKK1) i MAP3K10 (MLK2) a nivell basal i el seu decrement després del tractament 

combinat en la línia HTOXAR3 (Taula 12).  

 

GeneBank
Accesion nº

Nom del gen Descripció Fold Change
OXA+CURC  / Basal

NM_002446 MAP3K10 Mitogenactivatedproteinkinase kinase kinase 10 -1,35/ 1,34

NM_005921 MAP3K1 Mitogenactivatedprotein kinase kinase kinase 1 -1,28/1,98

 
Taula 12. Gens activadors de la quinasa JNK augmentats a nivell basal i disminuits pel tractament amb oxaliplatí i 
curcumina significativament en HTOXAR3 respecte a HT29 
 

La família de quinases JNK, està formada per tres membres, JNK1, 2 i 3 (codificades pels gens 

MAPK8, 9 i 10, respectivament). Aquestes quinases, són les responsables de la fosforilació de 

la proteïna c-Jun, un dels components principals del factor de transcripció AP-1 (Activator 

protein-1) que és responsable de la transcripció de gens implicats en proliferació cel·lular, 
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diferenciació i apoptosi [Revisat a (328)]. La via de JNK s'activa en resposta a estímuls, com 

factors de creixement, citoquines proinflamatòries (com TNFα), xoc osmòtic o tèrmic, radiació 

UV i lesions isquèmiques, anòxia o hipòxia. Les quinases MKK4 i MKK7 són les encarregades 

d’activar JNK mitjançant la seva fosforilació en els residus de Thr183 y Tyr185 [Revisat a (329)]. 

Per la seva banda, MKK4 i MKK7 són activades per quinases activadores denominades MEKKs o 

MAP3Ks (MAP quinasa quinasa quinasa). Així, mentre que MKK7 s’activa per estímuls com 

TNFα o IL-1, MKK4 s’activa preferentment per estrès genotòxic [Revisat a (329)]. Una de les 

principals MAP3K responsable de l’activació de MKK4 i MKK7 en resposta a estímuls 

inflamatoris o estrès oxidatiu és MEKK1 (330-333). És interessant destacar que MEKK1 també 

fosforila el complex de quinases IKK activant la via de senyalització de NF-kB (334, 335). Dins 

de la família MAP3Ks també trobem les quinases MLKs. Concretament, MLK2 fosforila i activa 

tant MKK4 com MKK7 (330). 

 

Depenent del model cel·lular així com de l’estímul i de la seva intensitat i durada, l’activació de 

la quinasa JNK  pot donar lloc a diferents respostes cel·lulars, des de la inducció de l’apoptosi 

fins a un augment de la supervivència i l’alteració de la proliferació cel·lular [Revisat a (336)]. 

D'altra banda, el factor de transcripció NF-κB pot unir-se a les subunitats c-Fos i c-Jun d’AP-1 i 

actuar de manera sinèrgica en la transcripció de gens proinflamatoris, pro- i antiapoptòtics, 

reguladors del cicle cel·lular i diversos enzims [Revisat a (103)]. Alhora, NF-κB també regula 

l'activació d’AP-1 mitjançant la transcripció de membres de la família AP-1 (337) i l'activació de 

la quinasa JNK mitjançant l'estímul amb citoquines inflamatòries indueix la translocació 

nuclear de NF-κB (338).  

 

Una possibilitat és que degut a l'acció autocrina de diverses citoquines inflamatòries com 

TNFα, NF-κB i AP-1 estarien hiperactivats, almenys en part per la sobreexpressió de la quinasa 

MEKK1, en la línia resistent HTOXAR3 i actuarien de manera conjunta en la transcripció de 

gens proproliferatius i antiapopotòtics que estimularien la resistència a l’oxaliplatí (Figura 70). 
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Figura 70. Esquema representatiu de la possible activació de NF-κB i AP-1 a través de l'estimulació autocrina amb 
citoquines inflamatòries i que desemboca en l'acció conjunta d'ambdós factors de transcripció en l'expressió de 
gens antiapoptòtics i proproliferatius que contribuiran a la resistència a l'oxaliplatí. 
 

 

L'activació constitutiva de JNK s’ha descrit en línies de CCR, entre elles HT29 (339), suggerint el 

paper clau d'aquesta quinasa en la supervivència d'aquestes cèl·lules. Cal destacar que els 

efectes terapèutics d'inhibir JNK són oposats depenent del tipus de tumor. Així, la inhibició 

d'aquesta quinasa en models de càncer de colon es tradueix en una reducció de la mida 

tumoral (340) i en canvi, en tumors de mama o fetge la deficiència de JNK es correlaciona amb 

un increment de la formació tumoral (341, 342). Alguns estímuls inductors de la fosforilació de 

JNK i c-Jun en CCR son l’oxaliplatí i també la hipòxia (65, 343). 

 

La inhibició de l'activitat quinasa de MKK4 i MKK7, produeix efectes diferents en la sensibilitat 

a oxaliplatí: en el cas de MKK4 resulta en un augment de la sensibilitat a oxaliplatí mentre que 

en el cas de MKK7 el resultat és un augment de la resistència a oxaliplatí en la línia HT29 tant a 

nivell in vivo com in vitro (344). A més a més, la inhibició farmacològica de JNK1, sensibilitza les 

cèl·lules de CCR al tractament amb oxaliplatí tant a nivell in vitro com in vivo (339) fet que 

estaria relacionat amb una disminució de l’autofàgia (345). Paral·lelament, sembla que la 

curcumina és capaç d’inhibir l’activació de JNK (346) i AP-1 [Revisat a (182)] .  
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D’aquesta manera, el procés d’adquisició de resistència a oxaliplatí estaria associat a una 

senyalització augmentada a través de JNK que es veuria atenuada pel tractament amb 

oxaliplatí i curcumina produint una reducció en els nivells d’expressió de MEKK1 i MLK2 que 

alhora es traduiria en una supressió de l’activació de NF-κB i AP-1 i finalment en un major 

efecte i sinergisme d’aquest tractament en la línia resistent HTOXAR3 i per tant, la combinació 

d’inhibidors de la via MEKK1-JNK amb oxaliplatí podria resultar beneficiosa en el tractament de 

determinats casos de CCR.  

 

 

Aplicabilitat clínica dels resultats obtinguts 
 
El conjunt dels resultats presentats en aquest treball de tesi suggereixen que l'addició de 

curcumina al tractament amb oxaliplatí es tradueix en una sensibilització de les cèl·lules de 

CCR al tractament amb aquest platí essent aquest efecte més sinèrgic en cèl·lules resistents a 

aquest fàrmac. A més a més, aquests resultats ens permeten suggerir que l'ús de 

concentracions subòptimes d'oxaliplatí en combinació amb curcumina ens permetria obtenir 

una eficàcia similar al tractament individual amb dosis elevades d'oxaliplatí però amb una 

considerable reducció de la toxicitat induïda per aquest. En referència a la toxicitat del 

tractament amb oxaliplatí cal destacar també que s'ha demostrat que la curcumina és capaç 

de reduir els efectes neurotòxics produïts pel tractament amb aquest agent platinat (255). 

 

Tal i com s’ha explicat a la introducció, l'oxaliplatí s'administra en la pràctica clínica en 

combinació amb 5-FU (FOLFOX) tant en el tractament de la malaltia avançada com en 

adjuvància. Els nostres resultats preliminars no mostrats en aquest treball indiquen que la 

combinació de curcumina amb FOLFOX presenta un major efecte sobre la inhibició de la 

proliferació cel·lular que el tractament individual amb aquest doblet de quimioteràpia, 

observació que es troba en concordança amb altres treballs (200) i que suggereix  la 

possibilitat d'introduïr la curcumina en aquest esquema de tractament. 

 

En vista dels nostres resultats podem suggerir també, que la combinació d’inhibidors del 

receptor de quimiocines CXCR2 amb oxaliplatí podria ser sinèrgica i resultar en una reversió de 

la resistència a aquest agent platinat. De fet, s'ha demostrat que l’ús de l'antagonista de CXCR2 

SCH-527123, es tradueix en un augment de la sensibilitat a oxaliplatí en models preclínics de 

CCR (347). 
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Aquests resultats representen un bon punt de partida per a la realització d'estudis in vivo per 

tal de validar els nostres resultats i suposen una base sòlida per al plantejament de diversos 

assajos clínics on es valori l’eficàcia del tractament combinat tant en pacients amb CCRa que 

han progressat a una primera línia de tractament amb oxaliplatí com en adjuvància en aquells 

pacients que han estat operats del tumor primari. Cal tenir en compte, però, que aquells 

pacients que han experimentat toxicitat a l’oxaliplatí en primera línia, no serien bons candidats 

per a rebre la combinació d’oxaliplatí i curcumina en segona línia de tractament ja que 

s'incrementaria la toxicitat produïda per l'oxaliplatí comprometent la supervivència dels 

pacients. Val a dir que actualment, els nostres col·laboradors de Leicester estan realitzant un 

estudi clínic de fase II en el que es compara l’eficàcia del tractament combinat FOLFOX + 

Curcumina C3 oral respecte al tractament amb FOLFOX en pacients amb CCRa que no poden 

ser operats de les metàstasis (256)(NCT01490996; www.ClinicalTrials.gov).   
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1. L’adquisició de resistència a oxaliplatí en els nostres models cel·lulars s’associa a un 

increment en la senyalització a través del factor de transcripció NF-κB, de manera 

especialment destacable en el model HTOXAR3. 

 

2.  Mentre que l’oxaliplatí exerceix una resposta de supervivència a través de NF-κB després 

d’un tractament curt tant en HT29 com en HTOXAR3, la línea resistent sembla haver superat el 

llindar d’activació a temps perllongats d'exposició.  

 

3. La curcumina inhibeix la proliferació cel·lular de manera dosi-dependent en totes les línies 

cel·lulars de CCR estudiades. 

 

4. La combinació de curcumina i oxaliplatí resulta sinèrgica en funció de l’esquema de 

tractament i la línia cel·lular emprada. El tractament concomitant d'oxaliplatí i curcumina 

durant 24 hores és sinèrgic en la línia HT29 però no en la línia LoVo. D’altra banda, la sinèrgia 

d’ambdós compostos és major en les línies resistents HTOXAR3 i LoVOXAR3 respecte les seves 

línies parentals sensibles, arribant a revertir la resistència a oxaliplatí. 

 

5. L’addició de curcumina al tractament amb oxaliplatí durant 24 hores potencia l’acció 

antiproliferativa de l’oxaliplatí però no contribueix a un augment de la mort cel·lular.  

 

6. Els efectes terapèutics de la curcumina com a agent únic o en combinació amb oxaliplatí en 

les línies HT29 i HTOXAR3 estan produïts, almenys en part, per la inhibició de la via de 

senyalització de NF-κB. 

 

7. L’adquisició de resistència a oxaliplatí en HTOXAR3 promou canvis profunds en l’expressió 

gènica. Alhora, l’expressió d’alguns d’aquests gens es veu afectada de forma diferent entre la 

línia sensible i la resistent després del tractament combinat d’oxaliplatí i curcumina. Aquest 

conjunt de gens estaria associat al fet que el tractament combinat sigui més efectiu en la línia 

cel·lular resistent.  

 

8. La modulació de l’expressió de les quimiocines CXCL1 i CXCL8 a través del factor de 

transcripció NF-κB i probablement d’Akt, estaria implicada en la resposta a oxaliplatí i a 

curcumina, en l’adquisició de resistència a oxaliplatí i en l’efecte sinèrgic d’ambdós compostos, 

especialment en la línia HTOXAR3.  
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9. La línia HTOXAR3 resulta més sensible al bloqueig de la senyalització de CXCL1 i CXCL8 a 

través del receptor CXCR2 mitjançant inhibidors específics del mateix,  el que suggereix que de 

la mateixa manera que amb la curcumina, la combinació d’aquests inhibidors amb oxaliplatí 

podria ser sinèrgica i resultar en una reversió de la resistència a aquest fàrmac. 

 

10. Els resultats in vitro, juntament amb els obtinguts a partir dels explants de metàstasis 

hepàtiques de pacients de càncer colorectal avançat suggereixen que, els tumors colorectals 

que presenten una elevada activitat de NF-κB juntament amb nivells alts de CXCL1 (i 

probablement de CXCL8), serien susceptibles de rebre tractament combinat d’oxaliplatí i 

curcumina. A més a més,  la valoració de CXCL1 en sèrum de pacients podria servir com a 

marcador predictiu de bona resposta al tractament combinat.  
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