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Introduccion General

1. Polifenoles de la dieta.

Los polifenoles constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios mas
numerosos y ubicuos de las plantas. Estos compuestos son esenciales para su fisiologia, ya que
contribuyen a su morfologia, crecimiento, y reproduccién. Ademas, los polifenoles estan
involucrados en los mecanismos de defensa de las plantas frente a agentes externos como la

radiacién ultravioleta y la agresién de patégenos y predadores!.

Durante décadas, los polifenoles han resultado de gran interés en el campo de la
investigacion por sus multiples aplicaciones en la industria. Estos compuestos se han empleado
para la produccién de tintes, papel, cosméticos, aditivos alimenticios, etc!. Ademas,
constituyen una parte importante de la dieta humana por su ubicuidad en los alimentos de
origen vegetal, por lo que también han despertado un gran interés desde el punto de vista
nutricional. Tradicionalmente, los polifenoles se habian considerado como anti-nutrientes
debido a su capacidad de unir y precipitar macromoléculas, como proteinas, carbohidratos, e
incluso enzimas digestivas, reduciendo asi la digestibilidad de los alimentos!. Sin embargo, en
los ultimos anos, se les han atribuido efectos beneficiosos frente al desarrollo de diversas
enfermedades asociadas al estrés oxidativo (cancer, enfermedades cardiovasculares y
enfermedades neurodegenerativas)?. Ademas, los polifenoles parecen poseer otras muchas
actividades biolégicas de gran interés en el ambito de la salud; asi, se ha descrito que pueden
actuar como agentes anti-inflamatorios, anti-virales, anti-bacterianos, anti-trombogénicos y

anti-cancerigenos?: 4.

1.1. Clasificacion y estructura de los polifenoles. Presencia en los alimentos.

Los polifenoles comprenden una amplia variedad de moléculas que incluyen desde
compuestos altamente polimerizados hasta moléculas simples con un solo anillo fenélico en su

estructura, como los alcoholes y acidos fendlicos*.

Se han descrito mas de 8000 polifenoles distintos que pueden clasificarse en diferentes
grupos en funcion del nimero de anillos fenélicos que contienen y el tipo de sustituyente unido

a estos anillos. Las principales clases de polifenoles por ser los mas ampliamente distribuidos
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en los alimentos son: flavonoides, acidos y alcoholes fenélicos, estilbenos y lignanos* (Figura

1).

Merece la pena mencionar que la composicién en polifenoles de los alimentos puede
verse afectada por un considerable nimero de factores (temperatura, luz, respuesta a
patogenos, procesamiento, maduracion en el momento de la cosecha, etc). En este sentido, s6lo
existen datos parciales sobre ciertos polifenoles (flavonoles, flavonas, catequinas e isoflavonas)
que se han publicado a partir del analisis directo de los alimentos® ¢, en recopilaciones
bibliograficas’ 8 y desde el afio 2003 en la base de datos del departamento de agricultura de los

Estados Unidos (USDA)°.

1.1.1. Flavonoides.

Los flavonoides representan el grupo de polifenoles mas ampliamente distribuido en las
plantas, y en la actualidad, ya se han identificado mas de 4000 compuestos diferentes!. Su
estructura quimica comin es un difenilpropano (Cs-C3-Cs), y consta de dos anillos aromaticos

(A y B) unidos a través de tres atomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado (anillo

C) (Figura 1).

En funcién del estado de oxidaciéon de la cadena de atomos de carbono, los flavonoides
pueden dividirse a su vez en diferentes subclases, siendo las mas representativas: los
flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas y flavanoles (catequinas y
proantocianidinas) (Figura 2). Generalmente, los flavonoides pueden encontrarse asociados a
distintos carbohidratos o 4cidos organicos, aunque ocasionalmente se pueden encontrar en

g ) q p

forma de aglicona en las plantas.

Los flavonoles constituyen el grupo de flavonoides mas ubicuo en los alimentos de
origen vegetal, siendo la quercetina su principal representante* (Figura 2). Generalmente, se
encuentran en los alimentos en forma glicosilada, siendo la glucosa o la ramnosa los principales

azicares a los que se asocian.

La cebolla es el alimento mas rico en flavonoles (hasta 1,2 g/Kg de peso fresco), pero
también pueden encontrarse de manera abundante en la col rizada, puerro, brécoli y

arandanos* (Tabla 1). La concentracién media de flavonoles en los alimentos es de
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aproximadamente 15-30 mg/Kg de peso fresco?. Asi mismo, algunas bebidas, como el vino

tinto y el té, contienen hasta 45 y 30 mg de flavonoles/L, respectivamente?.

Flavonoides Alcoholes fendlicos

OH

R,
R,

R, =0H, R, = H: Tirosol
R, = R, = OH: Hidroxitirosol

Acidos hidroxibenzoicos Estilbenos
R, OH
4]
R, /
OH OH
Rs OH
R, =R, = R; = OH: Acido galico Resveratrol

R, = R, = OH, R;= OH: Acido protocatecuico

Acidos hidroxicinamicos Lignanos
R
1 CH,0 CH,OH
CH,OH
\ OH
OH

R, = OH: Acido cumarico
R; = R; = OH: Acido cafeico OCH,

OH

Secoisolariciresinol

Figura 1. Principales clases de polifenoles. (Adaptado de Manach, C. 2004)*.
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Flavonoles Flavonas
oH

OH

HoO

OH 0 OH 0
Quercetina Apigenina
Flavanonas Isoflavonas

HO o

0
Daidzeina OH
OH 0
Naringenina
Antocianidinas Flavanoles

OH

OH OH

Cianidina Catequinas

Figura 2. Principales clases de flavonoides. (Adaptado de Manach, C. 2004)*.

Las flavonas son los flavonoides menos comunes en el reino vegetal (Figura 2) y estan

formadas principalmente por glicésidos de luteolina y apigenina, siendo el perejil y el apio las
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unicas fuentes comestibles importantes* (Tabla 1). Ademas, la piel de las frutas contiene

grandes cantidades de flavonas polimetoxiladas (tangeretina, nobiletina y sinensetina)*.

Tabla 1. Principales alimentos fuente de los flavonoides mas comunes.

SUBCLASE FLAVONOIDE ALIMENTO

Flavonoles Quercetina Cebolla, manzana, cereza,
Miricetina brécoli, tomate, bayas, té,
Kaempferol vino tinto, puerro
Rutina

Flavonas Luteolina Pimiento, tomillo
Apigenina Apio
Diosmetina Perejil

Flavanonas Naringenina Pomelo, zumo de uva
Hesperidina Naranja
Eriodictol Limén

Isoflavonas Genisteina Soja, legumbres
Daidzeina

Antocianidinas Delfinidina Ruibarbo, cereza, fresa, vino
Pelargonidina tinto
Cianidina
Malvidina

Flavanoles Epigalocatequin-3-galato  Chocolate, judias, té, vino
Epigalocatequina tinto, manzana, cereza,
Catequina albaricoque, melocotén
Epicatequina

Las flavanonas se caracterizan por presentar una cadena saturada de tres atomos de
carbono y un atomo de oxigeno en C4 (Figura 2). Los alimentos que contienen flavanonas en
altas concentraciones son los citricos (Tabla 1), aunque también se encuentran en los tomates
y ciertas plantas aromaticas como la menta. Entre los diversos miembros de las flavanonas
cabe destacar a la naringenina, abundante principalemente en el pomelo, la hesperetina, en la
naranja, y el eriodictiol, en el limén; aunque por lo general las flavanonas se encuentran en
forma glicosilada en los alimentos, como la hesperidina (conjugado de rutinosa y hesperetina).

Se ha descrito que el zumo de naranja contiene entre 470 y 761 mg/L de hesperidina!®.
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Las isoflavonas son quimicamente similares a los estrégenos (Figura 2) y son capaces

de unirse a los receptores de estas hormonas, por lo que se clasifican como fitoestréogenos.

En los alimentos, las isoflavonas pueden aparecer en forma de aglicona, o mas
comuinmente como conjugados de glucosa. Las principales isoflavonas son la genisteina,
daidzeina y gliciteina, y se encuentran casi exclusivamente en las plantas leguminosas, siendo
la soja y sus productos derivados la principal fuente de isoflavonas de la dieta humana (Tabla
1). Las semillas de soja contienen entre 140 y 1530 mg de isoflavonas/Kg de peso fresco,

mientras que la leche de soja contiene entre 12 y 130 mg de isoflavonas/L de leche’.

Las antocianidinas (pelargonidina, malvidina, cianidina) (Figura 2) son pigmentos
solubles responsables de la mayoria de los colores rojo, azul y ptrpura de las frutas, verduras,
flores y otros tejidos o productos vegetales!!. Por lo general, las antocianidinas se encuentran

en las plantas en forma de glicésidos (antocianinas), ya que la aglicona es altamente inestable®.

Las antocianidinas estan presentes en el vino tinto, ciertas variedades de cereales y
algunas verduras, aunque es en las frutas donde son especialmente abundantes (Tabla 1). El
contenido de antocianidinas en los alimentos, habitualmente es proporcional a la intensidad
del color, y puede llegar a alcanzar valores de hasta 2-4 g/Kg de peso fresco en las grosellas y

arandanos?.

Los flavanoles estan presentes en la naturaleza en forma de monémeros (catequinas)
(Figura 2) y de polimeros (proantocianidinas o taninos condensados). A diferencia del resto de
los flavonoides, los flavanoles son los tnicos que no aparecen en forma glicosilada en los

alimentos y se distinguen dos clases:

i. Las catequinas se encuentran en frutas como los albaricoques y cerezas (hasta
250 mg/Kg) vy en bebidas como en el vino tinto (hasta 300 mg/L), si bien las
principales fuentes de catequinas son el té verde (hasta 800 mg/L) y el chocolate
(hasta 600 mg/L). La catequina y epicatequina (EC) son los flavanoles mas
comunes en las frutas, mientras que las galocatequinas, epigalocatequina (EGC) y
epigalocatequingalato (EGCG), se encuentran en algunas semillas de leguminosas,

uvas y principalmente en el téo.
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ii. Las proantocianidinas son los flavanoles responsables del caracter astringente
de algunas frutas (uvas, manzanas, bayas, etc.) y bebidas (vino, sidra, té, cerveza,
etc.), asi como del amargor del chocolate!?. Dada la dificultad para evaluar el
contenido de proantocianidinas en los alimentos por su amplio rango de estructuras
y pesos moleculares, los tinicos datos disponibles en la literatura se refieren a los
dimeros y trimeros de catequinas, que son tan abundantes como las propias

catequinas® 13,

1.1.2. Acidos fenélicos.

Los dcidos hidroxibenzoicos (Figura 1), como el acido galico y el acido
protocatecuico, se encuentran en muy pocos alimentos de origen vegetal, por lo que han sido

poco estudiados. Estos compuestos forman parte de estructuras complejas como los taninos

hidrolizables.

El contenido de acidos hidroxibenzoicos en algunas plantas comestibles es
relativamente bajo, excepto en los frutos rojos como los arandanos donde puede llegar a
alcanzar los 270 mg/Kg de peso fresco?. El té verde también es una fuente importante de acido
galico y sus hojas pueden llegar a contener hasta 4,5 g/Kg de peso fresco. Por su parte, la
frambuesa y el aceite de oliva pueden llegar a tener hasta 100 mg y 0,22 mg de acido

protocatecuico por cada Kg de peso fresco, respectivamente*- 14,

Los dcidos hidroxicinamicos (Figura 1) son mas comunes que los acidos
hidroxibenzoicos. Los principales representantes de este grupo son el acido cumarico, acido
cafeico y 4cido ferilico. De manera habitual, estos acidos se encuentran glicosilados o
formando ésteres con el acido quinico, acido shikimico o acido tartarico en los alimentos. La
combinacién del acido cafeico y el acido quinico da lugar al acido clorogénico (CGA), que se
encuentra en muchas frutas y, especialmente, en el café (una taza de café de 128 mL puede
llegar a tener entre 70 y 350 mg de CGA)!5. El acido cafeico es el acido hidroxicindmico mas
abundante en las frutas (75-100%); asi, los kiwis contienen hasta 1 g de acido cafeico/Kg de
peso fresco. Por su parte, el acido fertlico es el mas abundante en los granos de cereales y en el

grano de trigo puede alcanzar entre 0,8 y 2 g/Kg de peso seco (90% del total de polifenoles)*.
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1.1.3. Alcoholes fenélicos.

El tirosol (4-hidrofeniletanol) y el hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol) constituyen
los principales representantes dentro del grupo de los alcoholes fenélicos (Figura 1) y se
encuentran principalmente en el aceite de oliva extra virgen (40,2 y 3,8 mg/Kg
respectivamente)!4. El tirosol también esta presente en bebidas como el vino tinto, vino blanco

y la cervezalS.

1.1.4. Estilbenos.

En la dieta humana, los estilbenos se encuentran en baja cantidad, siendo el resveratrol
el compuesto fenélico mas representativo de este grupo (Figura 1). En los alimentos, el
resveratrol se encuentra mayoritariamente en forma glicosilada y esta presente de manera
abundante en la piel de las uvas rojas (50-100 g/Kg de peso neto)*, lo que contribuye en gran
medida a la elevada concentraciéon de resveratrol en el zumo de uva y en el vino tinto, donde

alcanza hasta 0,3-7 mg de aglicona/L y 15 mg de glicésidos/L*.

1.1.5. Lignanos.

Las lignanos se forman por la dimerizacion oxidativa de dos unidades de fenilpropano
(Figura 1). La mayoria de estos compuestos esta presente en la naturaleza en su forma libre,

mientras que los derivados glicosilados constituyen una minoria.

1.2. Ingesta estimada en la dieta de los polifenoles.

En la actualidad, existen pocos datos disponibles sobre la ingesta diaria de los
polifenoles. Esta estimacion se ha llevado a cabo mediante cuestionarios sobre la dieta en los
que se refleja que la ingesta de estos compuestos es muy variable y depende en gran medida de
los habitos y preferencias de la poblacion. Ademas, se ha de mencionar que la mayoria de estos
datos se han obtenido a partir del analisis de las agliconas de los principales polifenoles
presentes en aquellos alimentos vegetales mas ampliamente consumidos tras la hidrdlisis de los
glicésidos y los ésteres!’. En este sentido, la ingesta de los flavonoles y flavonas es la mas

estudiada’, dado que son los flavonoides mas faciles de determinar!8,
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En el ano 1976, Kuhnau!? estimé la ingesta de flavonoides en Estados Unidos (EEUU)
en aproximadamente 1 g/dia. En esta cantidad total, el 16% correspondia a flavonoles,

flavonas y flavanonas, el 17% a antocianidinas, 20% a catequinas y 45% a “biflavonas”.

El consumo de flavonoles en EEUU, Dinamarca y Holanda se ha estimado
aproximadamente entre 20-25 mg/dia20-22, mientras que en Italia oscila entre 5 y 125 mg/dia

(promedio, 35 mg/dia)*.

La ingesta de flavanonas es similar o un poco mas alta que la de los flavonoles*. Asi, en

Finlandia, se ha descrito que se ingiere un promedio de 28,3 mg/dia de hesperetina23.

En los paises asiaticos, el consumo de soja es de aproximadamente 10-35 g/dia, lo que
equivale a una ingesta media de isoflavonas de 25-40 mg/dia, con un maximo de 100 mg/dia's.
Por su parte, los americanos y los europeos, que apenas incluyen la soja en su dieta, consumen

tan solo unos pocos mg de isoflavonas al dia®.

Hasta ahora, el consumo de antocianidinas, s6lo ha sido estudiado en Finlandia, donde
se consumen elevadas cantidades de frutos rojos, y se ha estimado en 82 mg/dia, aunque en

algunos casos puede exceder los 200 mg/dia*.

Entre los flavanoles, el consumo total de catequinas, dimeros y trimeros de
proantocianidinas en Espafna se ha estimado en 18-31 mg/dia, siendo las manzanas, peras,
uvas y el vino tinto, las principales fuentes de estos flavonoides!?. En Holanda, el consumo de
flavanoles es especialmente elevado (50 mg/dia) y el chocolate, el té, las manzanas y las peras
constituyen las principales fuentes de flavanoles®. La ingesta de proantocinidinas altamente

polimerizadas se estima que puede ser superior a los 700 mg/dia*.

El consumo de dcidos fendlicos es muy variable y en Alemania oscila entre 6 y 987
mg/dia®. De manera concreta, las personas que consumen varias tazas de café al dia pueden
llegar a ingerir entre 500-800 mg de acidos hidroxicinamicos diarios, mientras que los
consumidores no habituales de café que toman pequeiias cantidades de frutas y verduras se

estima que no ingieren mas de 25 mg/dia%.
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En la actualidad, se estima que en aquellas personas que consumen varias piezas de
fruta al dia, posiblemente la ingesta total de polifenoles se aproxime a 1 g/diat.
Concretamente, en la dieta espanola se ha estimado que la ingesta diaria de polifenoles oscila

entre los 2590 y 3016 mg/persona/dia?*.

1.3. Biodisponibilidad y metabolismo.

La biodisponibilidad puede describirse de distintos modos. Una definicion muy
aceptada expone que es la proporcién de nutrientes que se digiere, absorbe y metaboliza a

través de una ruta normal?>.

El concepto de biodisponibilidad cobra una gran importancia, dado que los polifenoles
mas abundantes no siempre son los mas activos en el organismo, ya sea porque tienen una
menor actividad intrinseca, su absorcién en el intestino es baja, son altamente metabolizados o

se excretan rapidamente* 25,

En general, el metabolismo de los polifenoles se produce a través de una secuencia de
reacciones comin para todos ellos*, que es similar a la detoxificacion metabélica que sufren
muchos xenobiéticos para reducir su potencial efecto citotoxico, incrementar su hidrofilicidad

y facilitar su eliminacién urinaria o biliar.

Los estudios llevados a cabo en animales de experimentacion han demostrado que
determinados polifenoles como la quercetina, daidzeina o genisteina, pero no sus glicésidos,
pueden ser absorbidos directamente en el estémago?6-27, al igual que algunas antocianidinas?® o
acidos fenélicos como el acido clorogénico?. Sin embargo, el resto de los polifenoles, que en su
mayoria resisten la hidrolisis acida del estémago, llegan intactos al intestino delgado donde
solo las agliconas, algunos acidos hidroxicinamicos conjugados y unos pocos glicésidos pueden

ser absorbidos directamente30-33,

El estado de glicosilacién de los polifenoles influye sobre su absorcién en el intestino, ya
que previamente han de ser hidrolizados por las enzimas intestinales como la lactasa-floridcina
hidrolasa (hidrélisis extracelular) o la B-glucosidasa (hidrélisis intracelular). Asi, los polifenoles

glucosilados se absorben mas facilmente que los que poseen otro tipo de glicosilaciéon, como los
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conjugados con las moléculas de ramnosa, que alcanzan el colon antes de ser absorbidos y son

hidrolizados por las enzimas de la microflora colénica3*.

Durante el proceso de absorcion, los polifenoles sufren reacciones de conjugacién en las
células intestinales y, posteriormente, en las células hepaticas (metilacion, sulfatacion,
glucuronidacién y conjugacién con glicina en el caso de algunos acidos fendlicos)t. Asi, en
general, los polifenoles que llegan a la sangre y a los tejidos son diferentes a los que se localizan
originalmente en los alimentos? 36, Diversos estudios in vive (humanos y animales) han
sugerido que sélo el 5% del total de polifenoles ingeridos diariamente son absorbidos en el
duodeno!?, y de este porcentaje, s6lo un 5%, principalmente flavanoles, alcanzan la circulacién
sanguinea sin cambios en su estructura’). El resto del total de los polifenoles ingeridos (95%)
va a llegar al colon, donde son fermentados por la microflora colénica y dan lugar a
metabolitos microbianos que se absorben y aparecen como derivados conjugados en el
plasmal?. Una vez absorbidos y metabolizados, los polifenoles pueden volver al duodeno a

través de la circulacion enterohepatica, prolongando su presencia en el organismo®.

Finalmente, antes de ser eliminados por la orina, los polifenoles circulantes en plasma
se unen ampliamente a la albimina y son capaces de incorporarse a los tejidos,
particularmente a aquellos donde son metabolizados (tejido hepatico, estomacal, intestinal,
colonico y nefritico)!?- 37- 38, pero ademas pueden acumularse en tejidos diana especificos como

el tejido pulmonar, pancreatico, cerebral, cardiaco y esplénico37 3940,

1.3.1. Concentracion de los polifenoles en el plasma y los tejidos.

Tras la ingesta de los polifenoles, su concentracién en plasma difiere dependiendo de su
naturaleza y del alimento del que procedan. Numerosos estudios realizados en humanos
sugieren que la concentraciéon en plasma de los flavonoides intactos en raras ocasiones excede
los niveles de 1 umol/L, mientras que en el caso de los metabolitos es de aproximadamente 10
pmol/L*4. Ademas, para mantener una concentraciéon elevada de polifenoles en plasma, se
requiere una ingesta repetida en el tiempo?*!. De hecho, la concentracién maxima de cualquier
polifenol en plasma se alcanza a menudo 1-2 horas después de su ingesta’?, excepto para
aquellos polifenoles que han de ser degradados antes de su absorcién?. Se observa también que
la concentracién plasmatica de los polifenoles no esta directamente relacionada con la

concentracion de los mismos en los tejidos y que difiere para los distintos polifenoles®.
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Los polifenoles son capaces de ser absorbidos por tejidos diana distintos a aquellos en
los que son principalmente metabolizados®. Sin embargo, los datos disponibles en este sentido
todavia son muy escasos, no sélo en humanos sino incluso en animales. Un estudio realizado
sobre la concentracion prostatica de genisteina en individuos sanos e individuos con
hiperplasia prostatica benigna muestra que la concentracion prostatica de genisteina es mas
baja en los hombres con hiperplasia prostatica benigna que en aquellos con una préstata
normal; sin embargo, la concentracion de genisteina plasmatica es mayor en los hombres con
hiperplasia prostatica benigna%0. Respecto a la concentracion que alcanzan los polifenoles del
té en el tejido prostatico, un segundo estudio muestra que tras un consumo diario de 1,42 L de
té verde o negro durante 5 dias los polifenoles del té alcanzan una concentracién que oscila
entre los 21 y 107 pmol/L*}. De manera andloga, en un estudio en pacientes con cancer
colorectal a los que se les administraron distintas dosis de curcumina se observa que este
compuesto alcanza una mayor concentracién en el tejido colénico sano que en el canceroso**.
Ademas, otro estudio realizado con mujeres que ingieren isoflavonas muestra que la
concentracion de equol, principal metabolito de la daidzeina, es mayor en el tejido mamario
que en el plasma; sin embargo, se encuentra una mayor cantidad de genisteina y daidzeina en

el plasma que en el tejido mamario®.

2. Estrés oxidativo y seializacion molecular en cancer.

Segin la Organizacién Mundial de la Salud (O.M.S.), cancer es un término genérico
para un grupo de mas de 100 enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del
organismo. El cancer se podria definir como la generacién rapida de células anormales que
crecen mas alla de sus limites habituales y pueden invadir zonas adyacentes del organismo o

diseminarse a otros tejidos u 6rganos (metastasis).

Entre los diferentes factores que pueden desencadenar la transformacién tumoral de
una célula se encuentran los factores genéticos de un individuo y varias categorias de agentes
externos, como los carcinégenos fisicos (luz UV, radiacién ionizante), quimicos (tabaco) y
biolégicos (infecciones causadas por distintos patégenos como virus y bacterias)*®. Ademas, el

envejecimiento es otro factor fundamental en el desarrollo del cancer4®.

El cancer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo. En 2007, se

registraron 7,9 millones de muertes a causa de esta enfermedad, lo que supone un 13% de las
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defunciones mundiales, y para el afio 2030 se estima que se alcanzaran los 12 millones de
casos*. Los principales tipos de cancer que contribuyen a la mortalidad anual por esta

enfermedad son el cancer de pulmén, estémago, higado, colon y mama?*0.

El hepatocarcinoma celular (HCC) es la forma de cancer hepatico mas comun vy,
actualmente, es la tercera causa de muerte por cancer’, por lo que existe un gran interés en el

desarrollo de nuevas dianas preventivas y/o terapéuticas.

2.1. Etapas del desarrollo del cancer.

La carcinogénesis es un proceso multisecuencial que implica la transformacién de una
célula normal en una célula tumoralt- 48, Este proceso requiere la accién acumulativa de una
serie de acontecimientos en un clon celular*s: 49, En este sentido, se considera que para alcanzar

la malignidad, las células deben adquirir ciertas caracteristicas transformantes*8:

i Autosuficiencia de crecimiento celular y potencial replicativo ilimitado.
it Indiferencia a senales antiproliferativas.
iil Evasién de la apoptosis.
iv. Capacidad de inducir y mantener la angiogénesis.

v Capacidad de invadir otros 6rganos y desencadenar metastasis.

Esta secuencia de eventos, puede resumirse en un modelo simple que presenta tres fases
de intervencién “iniciacién-promocion-progresion”*? para prevenir, ralentizar o revertir el

proceso de transformacién tumoral (Figura 3):

i Iniciacion: fase relativamente rapida pero reversible que comprende la exposicién de
las células a un agente carcinogénico, asi como su distribucién y transporte a los
organos y tejidos donde puede producirse su activacion metabdlica, detoxificacion y la
interaccién de las especies reactivas con el acido desoxirribonucleico (DNA) celular
para provocar un dano oxidativo.

ii ~ Promocion: fase relativamente larga en comparacién con la fase previa y en la que la
célula danada persiste, se replica y puede originar un foco de células preneoplasicas. En

esta fase se producen también procesos de angiogénesis.
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iii ~ Progresion: fase final e irreversible de la carcinogénesis en la que se produce un
crecimiento descontrolado de las células tumorales que gradualmente pasan de ser
células premalignas a células neoplasicas y aumentan su potencial de invasividad, por

lo que pueden llegar a invadir nuevos tejidos diana (metastasis).

INICIACION PROMOCION PROGRESION

TUMOR
REVERSIBLE IRREVERSIBLE
DANO DNA PROLIFERACION
® — 0 —@)) =
D
_—
Célula Célula
normal iniciada A
Celule}sl Células
preneoplasicas Neoplasicas

METASTASIS

Figura 3. Secuencia de eventos de la carcinogénesis.

2.2. Iniciacion: Mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo.

La inciacién de la carcinogénesis implica una mutacién no letal en el DNA de una
célula que da lugar a una célula iniciada que realiza al menos un ciclo de sintesis de DNA para
fijar el dano producido. Si la célula dafiada se esta dividiendo, puede ser capaz de interrumpir
temporalmente su ciclo celular en fase G1, S o G2 (“checkpoints”), reparar el dano y continuar
la divisién*®. Sin embargo, si el dano en el DNA es demasiado grande, la célula iniciara un
mecanismo de suicidio programado (apoptosis) para eliminar las células alteradas
genéticamente. Cuando estos mecanismos de reparacién/eliminacién no funcionan, las células

iniciadas proliferan y el proceso de carcinogénesis avanza (fase de promocion).

La generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) forma parte del metabolismo
normal de una célula, pero el desequilibrio entre su generaciéon y su neutralizacion puede
conducir a un estado de estrés oxidativo y desembocar en la transformacién cancerosa de las
células® (Figura 4). Este dafio en el DNA causado por ROS conduce a la generacién de bases
oxidadas, ruptura de las cadenas de DNA, formaciéon de complejos por uniones DNA-DNA o
interacciones del DNA con proteinas*. Sin embargo, una de las estrategias mas efectivas
frente a la carcinogénesis consiste en el bloqueo del dafio genotéxico mediado por el estrés
oxidativo mediante la participacién del sistema de defensa antioxidante/detoxificante de la

célula: antioxidantes no enzimdticos (glutation y otras sustancias captadores de ROS, como
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los compuestos polifendlicos), induccién de enzimas antioxidantes de fase I (GPx y GR) y

enzimas detoxificantes de fase Il (GST, glucuronidasas, sulfatasas y metilasas)30-51,

<> L o INICIACION | PROMOCION
\ Reversible Células
=T

preneoplasicas
O Daiio al DNA O Proliferacion

Reparacion del DNA Apoptosis PROGRESION
Célula Célula
normal iniciada
Irreversible
Células
Neoplasicas

Promocion
Tumoral

Mutagénesis

Apoptosis
Necrosis

Metastasis

Nivel de efecto carcinogénico

Bajo Intermedio Alto

Nivel de estrés oxidativo

Figura 4. Efecto carcinogénico en relacion con el nivel de estrés oxidativo.

(Adaptado de Valko,M. 2006)>.

2.2.1. Sistemas de defensa enzimaticos.

A lo largo de la evolucién han emergido diversas enzimas cuya funcién primaria es
disminuir los niveles intracelulares de ROS en el organismo y contribuir a la detoxificacién de
los xenobidticos. Estas enzimas desempefian una funcién protectora frente a los oxidantes

biolégicos y son de gran importancia frente a la iniciacion de la carcinogénesis?- 51,
La glutation peroxidasa (GPx) se localiza en el citosol y la mitocondria, y se

considera como el principal sistema de defensa antioxidante en condiciones de “bajos” niveles

de estrés oxidativos".
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Dada la dependencia de la GPx del selenio (Se), esta enzima puede encontrare en dos
formas quimicas: dependiente e independiente de Se’. La forma de GPx dependiente de Se
(GPx-Se) es un tetramero de peso molecular 84 kDa que contiene un residuo de selenocisteina
en cada uno de los sitios activos y presenta una gran actividad frente al H20: y los
hidroperéxidos organicos (ROOH). En los humanos, se han descrito cuatro isoformas de GPx-
S50, Por su parte, la forma no dependiente del selenio (GPx) tiene un peso molecular menor, es

dimérica y sélo elimina los ROOH.

La glutation peroxidasa actia en conjunciéon con las moléculas de glutation reducido
(GSH) presentes en las células en altas concentraciones (micromolar). El sustrato para esta
reaccion catalitica puede ser H202 o ROOH?0-52, La GPx descompone los peréxidos en agua (o

alcohol) y simultaneamente oxida la molécula de GSH a glutation oxidado (GSSG):

2GSH + H20:— GSSG + H20
2GSH + ROOH — GSSG + ROH +H»0

La GPx-Se es una enzima importante en la inhibicién de la iniciacién tumoral ya que
impide el dafo al DNA mediado por los radicales libres. De hecho, su expresién aparece
disminuida en muchas células cancerosas’?. Ademas, diversos estudios epidemiolégicos han
relacionado el descenso de su actividad con un mayor riesgo de padecer cancer®-5>. En este
sentido, se ha demostrado que la susceptibilidad de las células prostaticas a desarrollar cancer
puede estar modulada por el polimorfismo Prol98Leu de esta enzima que provoca un descenso
en la actividad de la misma en los individuos heterocigotos®; de manera similar, este
polimorfismo se ha relacionado con un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama y
pulméns*. Sin embargo, otros estudios no confirman estos resultados; asi, no se ha encontrado
una asociacién entre la disminucién de la actividad GPx-Se y el riesgo de desarrollar cancer

colorectal?3.

Por el contrario, la GPx Se-independiente esta especialmente implicada en la

promocién tumoral y su expresién aparece aumentada en células cancerigenas2.

En el caso de ratones knockout para ambas formas de GPx se ha observado una mayor

incidencia de cancer de colon>2.
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La glutation reductasa (GR), con un peso molecular de 120 kDa, esta constituida
por dos subunidades proteicas y se encuentra tanto en el citosol como en la mitocondria>. Esta
enzima cataliza la reaccién que restaura el glutation a su forma reducida a expensas de
equivalentes reductores en forma de nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato (NADPH).
Esta restauracion del contenido de GSH es esencial para la eliminaciéon del H20: y evitar la

acumulacién de GSSG, que es muy téxico para la células®.

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP+

La actividad de la GR, al igual que la de otras enzimas antioxidantes, se ha asociado
con las enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, como el cancer. Asi, se ha
demostrado que los pacientes con cancer en la cavidad oral presentan una mayor actividad de

GR en suero que los individuos sanos’.

La glutation-S-transferasa (GST) comprende toda una familia de proteinas que
utilizan el GSH para la detoxificacién de una gran cantidad de compuestos, incluyendo
carcinégenos, farmacos y productos del estrés oxidativo. En los humanos se han descrito tres
familias principales de GST dependiendo de su localizacién celular: citosélica, mitocondrial y

microsomal unida a membrana59- 58,

Las GSTs citosélicas existen en la célula en forma de mondémeros, aunque son
cataliticamente activas en forma de homo o heterodimeros®. Esta familia se divide a su vez en
siete clases (o, p, ®, §, T, o, 0), de las cuales la clase p, es la mas relacionada con cancer y

comprende cinco isoenzimas diferentes (GST-M1-GST-M5)5°.

Diversos estudios han establecido una relacién entre la incidencia del cancer y las
alteraciones en la funcién de la GST57-58, siendo GST-MI la isoforma que mas frecuentemente
se ha asociado con el cancer’. El fenotipo GSTM nulo se ha relacionado con un mayor riesgo
de padecer cancer de la cavidad oral®®, pulmén®, colon® y vesicula biliar®2. Ademas, en un
estudio reciente, se ha demostrado que el genotipo GST-MI1 proporciona un efecto protector
frente al riesgo de padecer HCC, mientras que la GST-T1 lo incrementa%. En los roedores, se
ha descrito que la GST9 sirve como marcador de hepatotoxicidad y desempefia un importante

papel en la inactivacién de los agentes carcinogénicos.
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2.2.2. Sistemas de defensa no enzimaticos.

Los sistemas de defensa antioxidante no enzimaticos complementan la accion de las
enzimas antioxidantes. El glutation y los productos de la glandula pineal como la melatonina,

se consideran los principales antioxidantes no enzimaticos endégenos de la célula.

El glutation (GSH), que constituye el principal antioxidante ti6lico de la célula ¢4, es
un tripéptido compuesto por L-glutamico, L-cisteina y glicina (y-glutamil-cisteinil-glicina)
(Figura 5). El glutation es especialmente abundante en el citosol (1-11 mmol/L), nicleo (3-15
mmol/L) y mitocondria (5-11 mmol/L), por lo que es el principal antioxidante soluble en estos
compartimentos celulares®*. Dentro del organismo, el higado es el érgano donde su

concentraciéon es mas elevada, alcanzando valores intracelulares de hasta 10 mmol/L.

JAIAAA,

Figura 5. Estructura del glutation (GSH).

La capacidad antioxidante de los compuestos ti6licos, como el glutation, radica en el
atomo de azufre®. En general, la reacciéon del glutation con un radical (R*) se describe como

sigue:

GSH + R* — GS* + RH
GS* + GS* — GSSG

El nivel de GSH es un importante factor de proteccién frente a la induccién de la
apoptosis, ya que esta implicado en los procesos de detoxificacién y modulacién del estado
redox de la célula, asi como en las rutas de induccién de apoptosis a través de su interaccion
con sefiales pro- y anti-apoptoéticast*. En este sentido, diversos estudios han descrito que la

deplecion del GSH esta asociada a enfermedades relacionadas con el estrés oxidativos0: 6566, En
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un estudio en pacientes de cancer de colon y cancer de mama, se observa que la relacién
GSH/GSSG es significativamente menor en los individuos enfermos que en los sanos®. De
manera similar, en pacientes con tumores en el tracto gastrointestinal se observa un

incremento de la peroxidacién lipidica asociado con cambios en el nivel de GSH y la actividad

de las enzimas de fase I y II (GPx, GR y GST)%.

La relaciéon GSH/GSSG se considera una buena medida del estrés oxidativo de un
organismo®, por ello, el GSSG generado en la célula en estado redox normal no supera el 5%
respecto al glutation total®*, siendo habitualmente la GR la enzima encargada de aumentar

nuevamente las reservas de GSH.

2.3. Iniciacion-promocion: Apoptosis.

La apoptosis o muerte celular programada, que fue descrita por primera vez en 1972
por Kerr y colaboradores®?, es un mecanismo de “suicidio celular” genéticamente definido.
Fisiolégicamente, la apoptosis interviene en la eliminacién de los tejidos dafiados, el desarrollo
embrionario, la renovacion tisular y la regulacion del sistema inmune®’- %8 99, No obstante, en
ciertas ocasiones se produce un defecto en su regulacion que puede conducir a diversas
enfermedades. Asi, el incremento de la tasa de apoptosis contribuye al desarrollo de
enfermedades degenerativas como el Parkinson o enfermedades autoinmunes®, mientras que
la falta de respuesta a las sefiales apoptéticas puede conducir al desarrollo del cancer®. En este
sentido, la modulacién de la expresion y la activacion de los componentes moleculares claves
en el proceso apoptoético se considera una estrategia terapéutica muy importante en este tipo

de enfermedades>!, 57 68,

El proceso apoptético puede dividirse en dos fases: fase de activacion, en la que la célula
recibe el estimulo que va a conducir a la muerte, y fase de ejecucion, en la que se producen la
mayor parte de los cambios morfolégicos y bioquimicos que llevan a la célula a perder el
contacto con sus células vecinas®. Morfolégicamente, la membrana plasmatica de la célula
adquiere aspecto de burbuja (“blebbing”), se producen alteraciones en el citoesqueleto, la
cromatina se condensa, disminuye el tamafo nuclear y se destruye el nucleolo®. Finalmente,
se produce la fragmentaciéon del DNA debido a la activacién de las endonucleasas y se forman
los denominados cuerpos apoptéticos, que son fragmentos nucleares recubiertos de

membrana®. Se ha sugerido que estos cambios morfolégicos reflejan, al menos en parte, la
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activaciéon de las caspasas, que son las principales proteasas intracelulares encargadas de

digerir los polipéptidos requeridos para mantener la integridad y supervivencia celulares 6%- 70,

Las caspasas constituyen una familia de cisteina-aspartato-proteasas que actian sobre
residuos de aspartato. Estas proteinas se sintetizan como zimoégenos inactivos, de modo que
cuando la célula recibe una sefial apoptética sufren un procesamiento proteolitico y la
posterior formaciéon de un complejo heterotetramérico que constituye la enzima activa?™. En
los mamiferos, se han identificado al menos 14 tipos de caspasas™ y 7 de ellas tienen un
reconocido papel en la apoptosis: 4 iniciadoras (caspasas-9, -2, -8 y -10) y 3 efectoras (caspasas-

3, -7y -6)TL.

2.3.1. Rutas de senalizacion implicadas en la induccion de apoptosis.

Se han caracterizado dos rutas de transduccién de sefiales que inducen la activaciéon de
la cascada de caspasas en el proceso apoptético, la ruta intrinseca o mitocondrial, y la ruta

extrinseca o mediada por receptores de muerte.

2.3.1.1.  Ruta intrinseca de la apoptosis.

Diversos estimulos apoptéticos convergen en la induccién de la apoptosis a través de
cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa, lo que conduce a la

activacion de la caspasa inciadora (caspasa-9) (Figura 6).

Un paso critico en la activaciéon de esta ruta es la liberacion selectiva de polipétidos
desde el espacio intermembrana de la mitocondria al citoplasma, como el componente de la
cadena de transporte electrénico citocromo ¢%-72. A continuacién, el citocromo ¢ se une a una
molécula de andamiaje denominada Apaf-1 (factor activador de proteasas apoptéticas-1), que
tras un cambio conformacional promovido por 2’-deoxiadenosina 5-trifosfato (dATP), se une
a la procaspasa-9%:72, Finalmente, el conjunto de miltiples moléculas de Apaf-1 y la caspasa-9
activa forman un complejo de mas de 700 kDa denominado “apoptosoma’®: 72 que induce la
activaciéon proteolitica de la caspasa-3, inicia el desensamblaje celular y provoca la muerte

programada de la célula%. 6972,
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Figura 6. Rutas de sefializacion implicadas en la induccion de apoptosis.

(Adaptado de MacFarlane,M. 2004)%,

Los miembros de la familia bcl-2 (gen 2 del linfoma de células B) constituyen las
principales moléculas reguladoras de la via intrinseca de la apoptosis™ (Figura 7). Se han
descrito aproximadamente 20 polipéptidos que dependiendo de su funcién y estructura pueden

dividirse en tres grupos™:

i Grupo I: se incluyen los miembros antiapoptéticos de la familia Bel-2 (Bel-2, Bel-
XL, etc.). Se caracterizan por contener 4 dominios BH (dominio de homologia Bel-2)
conservados (BH1-BH4). Ademas, la mayoria de los miembros de este grupo
contiene un dominio transmembrana C-terminal que los une a la superficie
citoplasmica de las membranas intracelulares, como la membrana mitocondrial

externa.
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ii ~ Grupo Il: en este grupo se encuentran los miembros proapoptéticos que se
caracterizan porque carecen del dominio BH4 N-terminal, pero contienen otros
dominios BH (Bax, Bak y Bok/mtd)7.

iii ~ Grupo III: en este grupo se incluyen los miembros proapoptéticos que sélo
comparten una secuencia limitada de homologia en el dominio BH3 con el resto de

los miembros de la familia Bel-2 (Bid, Bad, Bik, Bim, PUMA, NOXA, etc.)?.

Miembros antiapoptoticos
de la familia Bcl-2
neutralizados

Bcl-xL
Liberacién del citocromo ¢ Bax y Bak Mcl-1
(y otros polipéptidos neutralizados
intermembrana) +

p53
Noxa ](— Dafio en el ADN

PUMA
Bmf <€——— Ruptura del citoesqueleto de actina
Bad \
Bax o Bak Bnip3 \ Citoquinas
Estrés oxidativo

Bax o Bak ‘

+ Caspasa-8
Catepsinas
Granzyma B

—> 8Bv @l tBBid ¢—— @@ sid

activos

Ruptura de
microttbulos

Figura 7.-Modulacion de los miembros de la familia de proteinas Bel-2.

(Adaptado de Cory, S. y col. 2003)73.

El balance entre los niveles de expresion y el estado de los miembros pro- y anti-
apoptéticos de esta familia de proteinas va a determinar la liberacion del citocromo ¢ - 73, Bax
y Bak son los miembros encargados de mediar directamente la liberacién del citocromo ¢ al

citoplasma® (Figura 7).
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2.3.1.2.  Ruta extrinseca de la apoptosis.

La activacién de esta ruta apoptdtica comienza en la superficie celular tras la unién de
un ligando especifico, que pertenece a la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF,
Fas-L, TRAIL, etc) al dominio extracelular de su respectivo receptor de muerte, perteneciente
a la superfamilia del receptor del TNF (TNFR)%. El conjunto de TNFR tiene en su region
intracelular los “dominios de muerte” (DD) esenciales para transducir el estimulo apoptético,

siendo la ruta de sefializacién mediada por el receptor de muerte Fas la que mejor se conoce.

El ligando de Fas (Fas-L) se une a su receptor e induce la agregacién de otros
receptores de Fas, los cuales una vez activados reclutan a las proteinas adaptadoras FADD,
que también tienen en su estructura dominios DD. Las proteinas FADD poseen ademas un
“dominio efector de muerte” (DED) que les sirve para reclutar a las caspasas iniciadoras
(caspasas-8 6 -10)9%- 74, El ensamblaje de todas estas proteinas forma un complejo denominado
complejo de sefializacién inducido por muerte (DISC) que conduce a la autoactivacién y
liberacion de las caspasas-8 6 -10 activas, para a continuacién, promover la activacién
proteolitica de las caspasas efectoras (caspasas-3 y/6 -7)%- 74, En algunas células denominadas
células de tipo I, la activacion de estas caspasas efectoras es suficiente para inducir apoptosis™
(Figura 6), mientras que en las células tipo II, la induccién de la apoptosis requiere una
amplificacion de la sefial a través de la interaccién de las vias de sefalizacion extrinseca e
intrinseca. De esta manera, las caspasas iniciadoras (caspasas-8 y/6 -10) promueven la
activaciéon proteolitica de Bid, lo que resulta en la liberacién de proteinas mitocondriales,

como el citocromo ¢, y la posterior activacion de la procaspasa-9%.

2.3.2. Inhibidores de la apoptosis.

La apoptosis también esta regulada por las denominadas proteinas inhibidoras de
apoptosis (IAPs)%%- 71, Esta familia de proteinas esta constituida por miembros especificos de
tejido (c-FLIP, BAR, ARC, NAIP, survivina, etc.) y miembros ubicuos (XIAP, c-IAP1 y c-
[AP2)%. 71 (Figura 6). Los miembros especificos de tejido bloquean el proceso apoptético
mediante la inhibiciéon de las caspasas iniciadoras de la ruta de receptores de muerte (caspasa-
8), mientras que los miembros ubicuos pueden inhibir directamente a las caspasas efectoras

activas (caspasas-3 y -7) y bloquear la activacién de la caspasa-9%-71. A su vez, los inhibidores

Granado-Serrano - 25 -



INTRODUCCION GENERAL

de apoptosis estan regulados por la accién de otras proteinas mitocondriales (Smac/DIABLO)

que son requeridas para la activacion completa de las caspasas en muchos casos®- 71,

2.4. Promocion: Rutas de proliferacion y supervivencia.

La tumorigénesis y la progresion tumoral son consecuencia del desequilibrio entre la
proliferacién celular, la diferenciacién y la apoptosis. Asi, en las células tumorales, la
activacion de las rutas de sefializacion relacionadas con la fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K)
y las quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) se ha relacionado con la expresion de
ligandos paracrinos que promueven el crecimiento y la supervivencia celular tras la exposicién
a algun tipo de estrés, con lo que estas proteinas sélo se expresan en altos niveles en las células

transformadas?- 76,

2.4.1. Fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K)/AKT (proteina quinasa B).

Las fosfatidil-inositol 3-quinasas (PI3Ks) constituyen una familia conservada de
lipidoquinasas que catalizan la fosforilacion de los fosfatidilinositoles (PtdIns) de membrana
en la posicién D3 del anillo inositol, siendo el fosfatildilinositol-(3,4,5)-trifosfato (PIP3) el mas
comin’” (Figura 8). Estas quinasas son heterodimeros formados por una subunidad catalitica,

pl110, y una subunidad reguladora, siendo p85 la mas comun.

Las PI3Ks se clasifican dependiendo de la selectividad de sustrato, y se dividen en
cinco clases (IA, IB, II, I11 y IV), si bien sélo la PI3K de clase IA, cuya funcion se asocia a la
transduccién de sefiales de receptores tirosina-quinasas, se ha relacionado con el cancer en
humanos™. Por su parte, la clase IB transduce sefiales de receptores de membrana acoplados a
proteinas G, y ademas puede activar a la PI3K-IA mediante el reclutamiento de tirosina-

quinasas intracelulares®.

La PI3K controla varias funciones clave relacionadas con la biologia del cancer, entre

las que se incluyen la proliferacién, supervivencia celular, migracién y angiogénesis?™- 77,

La actividad de la PI3K esta regulada por dos fosfatasas (Figura 8): PTEN (fosfatasa
de homologia a tensina), que es un supresor tumoral, ya que hidroliza al PIP; localizado en la

posiciéon 3°, causando su inactivacién y la inhibicién de la via de senalizacién™- 8 y, SHIP,
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fosfatasa que actda sobre el PIP;3 localizado en la posicién 5 para generar el fosfatidilinositol-

(3.,4)-difosfato (PIP2), que es un segundo mensajero 78,

La serina/treonina quinasa AKT (también denominada PKB) es una de las principales

diana de PIP3, y en humanos se han descrito 3 isoformas diferentes (AKT1, AKT2 y AKT3).

IKK Ruta NF-kB

Bloqueo

Apoptosis ¥, e L
o,
"""" < o e,
Crecimiento (A 708RK g / ..........
Celular e ~-> Muerte
v @ e ¥ Celular

Supervivencia | Celular
Bcl-x [

Celular

Figura 8. Via de sefializacion PI3K/AKT. (Adaptado de Smith, D.L. 2007)7.

La unién de AKT a PIP3 provoca un cambio conformacional en AKT que hace que sea

fosforilada y, por tanto, activada por las quinasas dependientes de fosfatidilinositol (PDKs)7.

Entre las dianas de AKT se incluyen muiltiples factores de transcripcién y proteinas de

sefalizacién, de manera que la activacion de AKT deriva en la disminucion de los niveles de

expresion o actividad de diversas proteinas proapoptéticas, como FasLi y Bim7: 7.7y en el

incremento de las proteinas antiapoptéticas Bel-2, Bel-xi,, XIAPs™. 70.80 y de las proteinas de
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supervivencia como la propia AKT?-70, La AKT también promueve el ciclo celular mediante
la inhibicion de la regulacion de los puntos de control, como la fosforilacion e inhibicion de los
inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas p21tip/WAFL v p27Kipl 75. 76 v olucogenosintasas

(GSK3-a y B), promoviendo la glicolisis en la célula y, por tanto, el desarrollo celular?.

En cuanto al papel de AKT en cancer, esta bien establecido, y se ha descrito que su
activacion contribuye directamente a la supervivencia y proliferacion de las células

cancerigenas, asi como al aumento de tamaifio de las mismas?*8. 76,

2.4.2. Proteinas quinasa activadas por mitogenos (MAPKs).

Otra familia de proteinas cuya activacién ha sido ampliamente relacionada con la
tumorigénesis, tanto en la etapa de iniciacién como en la de progresion, es la de las MAPKs"-
81, Estas proteinas constituyen una superfamilia de serina/treonina-quinasas implicadas en la

regulacién de la proliferacién celular, la diferenciacion y la muerte celular programada82- 83,

La activacion de las MAPKs se puede producir por numerosos factores de crecimiento
y mitégenos que promueven diversos sucesos de fosforilacion catalizados por la activaciéon
secuencial de una cascada de proteinas quinasa (MAP3K — MAP2K — MAPK) (Figura 9)
que, en tdltima instancia, induce la translocacién de las MAPKs al nticleo donde, activan

varios factores de transcripcién diana mediante su fosforilacién8!- 83,

Dentro de las MAPKSs se distinguen tres subfamilias de proteinas: quinasas reguladas

extracelularmente (ERKs), quinasas amino terminal de c-Jun (JNKs), y proteinas quinasas

p38 (p38-MAPK)82 83 (Figura 9).

Las ERKs poseen dos isoformas de 44 y 42 kDa denominadas ERK1 y ERK2,
respectivamente8!-83, Su activacion se produce principalmente por factores de crecimiento a
través de la ruta Ras/Raf/MEK o por ésteres forbélicos a través de la via de sefializacion PKC-
Raf-MEKS! 83, La estimulaciéon de las ERK1/2 se relaciona principalmente con los procesos de
supervivencia y proliferacién celulart!-83, la activacién de factores de transcripcién (AP-1)83. 84
y de la quinasa S6 ribosomal (RSK), que promueve la supervivencia a través de la
fosforilacion de moléculas diana como la proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc

(CREB). Asi mismo, la activacién de las ERKs también se asocia con la fosforilacién e
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inactivacién de miembros proapoptéticos de la familia de genes bcl-2 como Bad?!- 82, Ademas,
estudios recientes han mostrado un papel clave de las ERKs en los procesos de invasion y
metastasis, ya que en las células cancerigenas la activacion sostenida de estas quinasas induce
la expresion de metaloproteasas (MMP), que degradan proteinas de la matriz extracelular

(ECM) y promueven la invasién celular y la metastasiss!. 8. 85,

Cascada de MAPkinasas

Via ERK JNK p38-MAPK
[ mkkk ) [ Y mekk2 ) [ ' I
(MAPKKK) Raf Raf MEKKs, ASK, MLK, TAK1
% % %
MKKK \%4 \4
(MAPKK) MEK1/2 MEKS5 MKK4/7 MKK3/6
N \4 Vv
— ERK1/2 ERK5 INK1/2/3 p38-MAPKo//y/d
Substratos p90RSK \/ Jun MNK1
Elk-1 MEF2 ATF MAPKAPK25
c-myc ELK-1 CDC25
MEF2
Papel en Anti- Anti- Anti-y pro- Anti-y pro-
apopt05|s/ \apoptosisAapoptosis) \ apoptosis J\  apoptosis

Figura 9. Cascada de MAPKs. (Adaptado de Wada, T. 2004)32.

La activaciéon de las JNKs, motivada por diferentes estimulos de estrés, se relaciona de
manera general con la inducciéon de la apoptosis®o-88; de hecho, originalmente las JNKs se
denominaron proteinas quinasa activadas por estrés (SAPK). En mamiferos, se han descrito
tres isoformas de JNKs, JNKI, JNK2 y JNK3, las dos primeras son ubicuas y JNK3 es

especifica de los tejidos neuronal y cardiaco®’.

La activacién de las JNKs esta relacionada tanto con la inducciéon de apoptosis, como
se ha demostrado en los hepatocitos®®, como con la estimulaciéon de la
supervivencia/proliferacion celulars? 89, Se ha descrito que las JNKs desarrollan una funcién
pro- o anti-apoptética dependiendo del tipo celular, naturaleza del estimulo, duracién de su

activaciéon y la regulaciéon de otras vias de senalizaciéns®. 89, Estas enzimas catalizan la
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fosforilacion del factor de transcripcion c-Jun en su secuencia amino-terminal. Ademas, las
JNKs promueven la activacion de distintos factores de transcripcion como p53 o c-Myc87- 8. 90

y la fosforilaciéon de factores no transcripcionales como los miembros de la familia de genes bcl-

2 (Bel-2, Bel-x1,, Bim y Bad)87. 8991,

Las p38-MAPKs, por lo general, son activadas simultaneamente con las JNKs por
estimulos de estrés®. Se conocen cuatro isoformas (a, B, ¥ y 0)?2 y su activacién, de manera
similar a las JNKs, se relaciona con la induccion de muerte celular®®, la promociéon de la
supervivencia®, la proliferacién® y la diferenciacion celular?. La p38-MAPK sensibiliza a los
cardiomiocitos y fibroblastos derivados de ratén para la induccién de apoptosis cuando se
privan de suero, produciéndose el aumento de los niveles de proteinas proapoptéticas
mitocondriales (Bax) y la disminucién de sefales relacionadas con la supervivencia celular (p-
ERK1/2)%. De manera similar, en la linea de carcinoma de colon HCT116, se ha observado
que la apoptosis inducida por cisplatino a través de un aumento de ROS requiere la activacion
de la p38-MAPK por p53, que a su vez es activado por la p38-MAPK mediante un mecanismo

de retroalimentacién positiva‘.

2.4.3. Proteina quinasa C (PKC).

La familia de la proteina quinasa C (PKC) estd constituida por diversas isoenzimas que
se clasifican en tres categorias (clasica, nueva y atipica) y presentan funciones y patrones de

distribucién distintos® (Figura 10).

La PKCa se incluye en la subfamilia de las PKCs clasicas, que se caracterizan por ser
calcio-dependientes y se relaciona con los procesos de supervivencia celular’. En este sentido,
se ha descrito que la aparicion de la resistencia a la quimioterapia en las células cancerigenas se
acompana de un incremento en los niveles de esta proteina?’. Asi, la PKCa aparece
sobreexpresada en células de cancer de mama®. Ademas, se ha descrito que la PKCa puede
inhibir la apoptosis a través de la fosforilaciéon y activacion de proteinas antiapoptéticas como
Bcel-2, y de la activaciéon de proteinas relacionadas con la supervivencia como AKT: %, Sin
embargo, en células normales puede tener efectos anti-proliferativos al inducir la parada del

ciclo celular en G1, activacién de las ERKs e inhibicién de p21 y p27%.
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Figura 10. Senalizacion de la familia PKC. (Modificado de Ali, A.S. 2009 y Reyland, M.E. 2007)%. 9,

La PKC9 pertenece a la subfamilia de las PKCs nuevas, que a diferencia de las PKCs
clasicas son quinasas independientes de calcio. La activacién de PKCJ se ha relacionado con
un efecto tanto protector como inductor de la apoptosis?- 9. Asi, se ha descrito que esta
quinasa puede ser activada por diversos estimulos apoptéticos (genotéxicos, estrés oxidativo,
receptores de muerte) que promueven su fosforilacién en residuos tirosina y su posterior
translocacién hacia el nicleo, donde es activada proteoliticamente por la caspasa-3%°. Una vez
activa, la PKCS puede disminuir los niveles de las proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2),
incrementar los niveles de las proteinas pro-apoptéticas (Bax)!% o disminuir la expresién de
ciclinas para conducir a la parada del ciclo celular’. No obstante, la activacién de PKCd
también se ha relacionado con la regulacién de la proliferacién, adhesién y migracién en
células cancerigenas de riiién y con la senalizacion anti-apoptética llevada a cabo por el

factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) en la linea celular neuronal PC12101,
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2.4.4. Factores de transcripcion relacionados con el estrés oxidativo.

Los factores de transcripcién sensibles al estrés oxidativo NF-xB, AP-1 y Nrf2
desarrollan un papel clave en el sistema de defensa antioxidante de la célula, asi como en los
procesos de proliferacion y supervivencia celular!02. 103, por lo que su modulacién esta

estrechamente relacionada con la apoptosis y el cancer!04 105,

2.4.4.1.  Factor nuclear kappaB (NF-kB).

La familia del factor de transcripcion NF-kB esta formada por cinco genes que
codifican para siete proteinas: NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p110), RelA (p65), c-REL y
RelB. Las tres tltimas proteinas se sintetizan ya maduras, mientras que pl05 y p100 sufren un
proceso de proteolisis para su maduracion, dando lugar a p50 y p52, respectivamente!06. 107,
Todas estas proteinas comparten un dominio de homologia Rel (RHD) que interviene en su

dimerizacion y en la interaccién con las distintas isoformas de su inhibidor especifico (IxBa, B,

£y Bel-3)107,

En la mayoria de los tipos celulares, los dimeros de NF-kB se encuentran en el
citoplasma unidos a la proteina inhibidora del elemento kappa B (IkB), y en esta situacién son
transcripcionalmente inactivos. La fosforilacién de estas proteinas inhibidoras promueve su
propia ubiquitinacién y posterior degradacién en el proteosoma, lo que permite la liberacién
del dimero de NF-kB y su translocacion al nicleo donde regula la transcripcion de genes que
codifican para un gran nimero de proteinas (citoquinas, factores de crecimiento, moléculas de
adhesion celular y proteinas pro- y anti-apoptéticas)l%- 107 (Figura 11). La IkB es fosforilada
principalmente por las quinasas del inhibidor del elemento kappaB (IKKs)100. 107 constituidas
por dos subunidades cataliticas (& y B) y una subunidad reguladora IKKy (NEMO)!00. 107
(Figura 11).

En cuanto a la activacion de la via del NFkB, se han propuesto diferentes mecanismos
moleculares (Figura 11). La ruta cldsica, promovida principalmente por infecciones
microbianas o virales, o por la exposicion a citoquinas proinflamatorias y factores de
crecimiento, conduce a la degradacién de IkB inducida por su fosforilacion!%0- 107, En esta ruta
participan principalmente los dimeros de NF-kxB p50:RelA y p50:c-Rel y depende
principalmente de la accién de la subunidad IKKf10,
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Figura 11. Rutas de activacion de NF-kB. (Adaptado de Chen, L.F. et al. 2004)!05,
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En la ruta alternativa, cuya activaciéon es promovida principalmente por los miembros
de la familia del TNFa, se activa la quinasa inductora del NF-kB (NIK), que a su vez, induce
la actividad catalitica de la subunidad IKKoa sobre el dimero de NF-kB p100/RelB. De manera
mas concreta, IKKa fosforila a pl00, y ello promueve la maduracién proteolitica de p52/RelB

y su posterior translocaciéon al nicleo donde activa la expresion de sus respectivos genes

dianal% (Figura 11).

En las células normales, la activaciéon del NF-kB sélo tiene lugar bajo los estimulos
adecuados y regresa a su estado inactivo tras la accién de los mecanismos reguladores
pertinentes!??. Sin embargo, en las células tumorales, diversas alteraciones moleculares pueden
promover la activacién constitutiva del NF-kB y, por tanto, la expresiéon de sus genes diana
relacionados con la promocion del ciclo celular, como la ciclina D1196. 107 y ¢-My¢!06. 107 o con la

inhibiciéon de la apoptosis como los IAPs!06- 107 y mjembros antiapoptéticos de la familia Bel-2

(Bel-xp,)100. 107,

Las rutas Ras/MAPKs y PI3K/AKT, que regulan la supervivencia y muerte celular,
también pueden promover la activacion de NF-kB106. 107, En la mayoria de las circunstancias,
predominan las senales de supervivencia, pero en las condiciones en las que se compromete la
actividad de IKKP o de NF-kB, la activacién de este factor de transcripcién conduce a la

muerte celular!06, 107,

2.4.4.2. Proteina activadora-1 (AP-1).

El factor de transcripcién AP-1 es un complejo dimérico compuesto principalmente por
miembros de la familia de genes jun (Jun, JunB y JunD) y fos (Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2),
aunque también forma complejos heterodiméricos con algunos miembros de las subfamilias del
factor activador de transcripcion (ATF1, ATF-2 y ATF-3) y de la proteina de dimerizacién de

Jun (JDP-1y JDP-2) con los que comparte una similitud estructural'®.

El factor AP-1 esta regulado por una amplia variedad de estimulos fisiolégicos y
patolégicos entre los que se incluyen las citoquinas, factores de crecimiento, sefiales de estrés,
infecciones y estimulos oncogénicos!?2. Esta regulaciéon involucra tanto la transcripcién de los
genes fos y jun como la actividad de los dimeros de AP-1 preexistentes!?2. 109, E]l mecanismo de

regulacién post-translacional implica la hiperfosforilacién de los miembros de AP-1, Fos y
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Jun, a través de la activaciéon de las MAPKs y el estrés celular®s. 102 (Figura 12). Una vez que
estas quinasas estan activas, las JNKs se translocan al nicleo y fosforilan a c-Jun en su
dominio N-terminal, lo que aumenta su potencial de transactivaciénsé. Por el contrario, la
regulacién de la actividad de Fos atin no estd muy clara y parece que entre los posibles
candidatos moduladores se encuentran las quinasas relacionadas con Fos (FRK)02 109 ]a

quinasa S6 ribosomal (RSK) y las ERKs102.109,
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Figura 12. Regulacion de la ruta de senalizacion JNK/AP-1. (Adaptado de Czaja, M.]J. 2003)35.

La actividad de AP-1 esta estrechamente relacionada con los procesos de proliferacion,
diferenciaciéon y transformacion celulares!02. 109, AP-1 se ha considerado como un marcador de

decisién celular que determina la supervivencia o muerte de la célula en respuesta a
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determinados estimulos?®: 102, En este sentido, se ha descrito que AP-1 puede regular la
expresion de genes relacionados con el ciclo celular como las ciclinas (D1, A y E) o p53102, Sin
embargo, AP-1 también se puede comportar como un factor pro-apoptético, dado que se ha
demostrado que la activacién de c-Jun por las JNKs, estimuladas por los receptores de muerte
como FasL, promueve la expresién de genes proapoptéticos como FasL o TNFa8: 102, No
obstante, en determinados sistemas celulares, AP-1 puede tener un papel antiapoptético, y se
requiere su activacién para la supervivencia de la célula. Asi, estudios recientes han descrito
que la sobreexpresién de c-Fos incrementa la proliferacion de los hepatocitos humanos!!0, y en
los hepatocitos fetales se requiere la expresion de Jun para su supervivencia durante el

desarrollo embrionario!ll.

Como se ha mencionado anteriormente, AP-1 puede ser estimulado por sefiales
oncogénicas, y este hecho, ligado a la identificacién de oncoproteinas retrovirales homologas a
Fos y Jun (v-Fos y v-Jun), demuestran la importancia del papel de AP-1 en la

carcinogénesis!!2,

2.4.4.3. Factor relacionado con el factor nuclear eritroide 2p45 (Nrf2).

Este factor de transcripcion forma parte de la familia de proteinas NF-E2 que se
caracteriza por presentar una estructura en forma de cremallera con residuos de leucinal®4 113,
y constituye una de las principales dianas en el desarrollo de estrategias quimiopreventivas
frente al cancer!!3. Nrf2 es esencial en la regulacién de la detoxificacion de los agentes
carcinogénicos y en la modulacién del sistema de defensa antioxidante de la célula, ya que
coordina la induccién de genes que codifican para enzimas citoprotectoras o de respuesta a
diversos estimulos de estrés [NAD(P)H:quinona oxidoreductasa-1 (NQOL), superéxido
dismutasa (SOD), GST, GPx, hemooxigeneasa-1 (HO-1), glutamato cisteina ligasa (GCL),

catalasa y tioredoxina]'3-115, Ademas, Nrf2 desempeiia funciones anti-inflamatorias!04. 114. 115,

En condiciones normales, Nrf2 se encuentra en el citoplasma de la célula formando un
complejo con la proteina represora-1 asociada a ECH (Keap-1). Esta interaccién permite la
ubiquitinacién de Nrf2 por la ubiquitin-ligasa funcional formada por la asociacién de Keapl
con culina 3 (Cul3), y su posterior degradacién proteosomal'l®. Sin embargo, en situaciones de

estrés, Nrf2 se transloca al nucleo donde, junto con otros factores de transcripcion, se une al
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elemento de respuesta antioxidante (ARE) para coordinar la expresién de sus genes dianas!?4:

113,115,

Dado el importante papel del Nrf2 en la detoxificacién de los agentes carcinogénicos,
una alteracion en la modulacion de su via de sefializacion puede ser crucial en la iniciacién del
cancer!0% 113, La primera evidencia sobre este aspecto se observé por primera vez en el estudio
del desarrollo del hepatocarcinoma celular, donde la expresién de Nrf2 y GSTP1 estaban
incrementadas'!?. En otros casos, el aumento de los niveles proteicos de Nrf2 en las células
tumorales se debe a mutaciones en Keapl, como se ha descrito en las lineas tumorales de
cancer de pulmén!® y de cancer de mama'l®. Ademas, recientemente, se ha observado que en
las células cancerigenas ya iniciadas, el Nrf2 puede incrementar sus niveles de expresion, lo
que confiere una mayor proteccién y quimioresistencia a estas células frente a los agentes

terapéuticos y contribuye a la promocién del cancer!05.120,

2.5. Consideraciones generales sobre la senalizacion molecular en el cancer de higado.

El HCC es el quinto tipo de cancer mas frecuente en el mundo y, en la actualidad,

supone la tercera causa de muerte asociada a esta enfermedad?*?.

La etiologia de la hepatocarcinogénesis se ha relacionado con las infecciones virales y el
abuso de alcohol, que conducen a la hepatitis crénica y cirrosis como estado preneoplasico?7. 84
121, No obstante, los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo del hepatocarcinoma
celular atn no estan totalmente claros. En este sentido, se ha descrito que el HCC esta
relacionado con un incremento de la activacion de la ruta Wnt/B-catenina a causa de
mutaciones en el proto-oncogen f-cateninal!?? o en los inhibidores de dicha ruta como Axin 1y
Axin 2 123, No obstante, en todos los casos, se promueve un aumento de la expresion de genes

antiapoptoticos o de genes relacionados con la proliferacién celular y la angiogénesiss* 121,

Otra de las alteraciones mas comunes observadas en el HCC es la presencia de
mutaciones en el gen supresor de tumores p5384121.122 v ]a alteracién de la regulacién de la via
de senalizacién de la proteina de retinoblastoma-1(pRb1)8% 121; de hecho, en diversos tumores
celulares, se ha observado una fuerte correlacién entre la falta de pRb y la falta de

funcionalidad de p53124.

Granado-Serrano - 37 -



INTRODUCCION GENERAL

Generalmente, la sefializacién de la via PI3K/AKT esta alterada en el HC(C84 121,125, T3
expresion del principal inhibidor de esta ruta, PTEN esta reducida o es nula en la mitad de los
casos de HCC!?, lo que ha llevado a sugerir que los niveles de AKT fosforilada sean

considerados como un marcador de agresividad del hepatocarcinoma celular!26.

La activaciéon sostenida de la ruta de las MAPK-ERKs se ha correlacionado
directamente con la promocién del HCC8!- 84, 121. 127 Asi, algunos estudios han descrito que una
alteracion en la modulacion de la proteina Spread, un inhibidor de la ruta Ras/Rat/ERK, esta
relacionada con el desarrollo del cancer hepatico'??. Ademas, se ha observado que mediante la
activacion de la quinasa RSK se produce la fosforilacién e inactivaciéon de diversas proteinas
proapoptéticas (Bad)s!- 82, De manera similar, la alteraciéon de las rutas de los factores de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento tumoral-f (TGF-B) también se han
relacionado ampliamente con el desarrollo del HCC8% 121, Respecto a la familia de proteinas
quinasa C, se debe mencionar que la sobreexpresiéon de las isoformas PKCa y PKCS es

frecuente en la mayoria de las lineas celulares de hepatocarcinoma humano?.

La inflamacién constituye otro factor importante en el desarrollo del cancer, incluido el
HCC. Se ha descrito que la activaciéon sostenida del NF-kB en el higado es caracteristica del
hepatocarcinoma celular!?$, ya que promueve la expresién de los miembros antiapoptéticos de

la familia de genes bcl-2 y de los inhibidores de caspasas®? 84,

La activacién de AP-1 también se ha relacionado con el desarrollo de HCC tras la
infeccion del virus de la hepatitis B121. Ademas, durante el desarrollo tumoral hepatico, Jun,
uno de los principales componentes de AP-1, bloquea la apoptosis porque antagoniza las
acciones de p53!2%. También, recientemente, se ha descrito la implicacién del factor de
transcripcion Nrf2 en el desarrollo de HCC, y se ha asociado con el incremento de los niveles de
GST-P en los hepatocitos tumorales, ya que el gen de esta enzima no se expresa en células

hepaticas normales!!7.

La mayoria de las alteraciones genéticas que se observan en el HCC se deben a un
desequilibrio entre los miembros pro- y anti-apoptoticos de la familia de genes bcl-2. El gen bcl-
X aumenta su expresion en un gran porcentaje de casos de HCC, al contrario que otros

miembros, como bax o bcl-xs, que presentan niveles disminuidos?*7- 84,
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De todo lo anterior se deduce que un gran nimero de eventos moleculares describen la
progresién del hepatocarcinoma celular y parecen comprometer el balance entre las senales de
supervivencia y muerte. De esta manera, algunas moléculas fisiolégicamente proapoptéticas
disminuyen su expresiéon o se inactivan en el HCC, aunque el desequilibrio entre la
supervivencia y la muerte se debe principalmente al aumento de los niveles de expresion de las

sefales antiapoptéticas en los hepatocitos®t.

3. Polifenoles de la dieta y cancer.

En el desarrollo del cancer, ademas del componente genético, los factores ambientales
tienen un papel muy importante, y la dieta es una de las principales variables**. De hecho,
existe una amplia variedad de sustancias de la dieta que pueden estimular el desarrollo y
crecimiento tumoral en animales de experimentacién al transformar las células normales en
células cancerosal30-132, Sin embargo, en los ultimos afios, se ha observado una relacién entre
un alto consumo de frutas y verduras y un menor riesgo de desarrollar cancer?3. 23. 133-135, En
este sentido, diversos estudios realizados en diferentes lineas celulares, modelos animales y
ensayos epidemiologicos sugieren el papel protector de los polifenoles de la dieta frente al
riesgo de padecer cancer?: 23-49.51, Esta actividad protectora de los polifenoles no sélo se asocia
a sus propiedades anticarcinogénica y antimutagénica, sino también a sus actividades

antioxidante y anti-inflamatoria? 49.

3.1. Estudios epidemiologicos.

Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado que el consumo de determinados
alimentos vegetales o ciertos polifenoles proporciona un efecto protector frente al desarrollo de
distintos tipos de cancer. Asi, la ingesta de una bebida rica en isoflavonas de la soja ha
mostrado una correlacion negativa frente al riesgo de desarrollar cancer de pulmoén, de mama o
de colon’! (Tabla 2). No obstante, se ha de mencionar que el consumo de ciertos alimentos
puede presentar un efecto beneficioso frente al desarrollo de un tipo de cancer determinado y
no tener efecto frente a otro. En este sentido, diversos estudios epidemiolégicos han
relacionado el consumo de té verde con una disminucién del riesgo de padecer cancer de mama,
de eséfago y de estomago®!; sin embargo, el consumo de esta bebida rica en catequinas no

parece mostrar ningun efecto respecto al riesgo de padecer cancer de pancreas>' (Tabla 2).
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Tabla 2. Estudios epidemiologicos en los que se analiza el posible efecto preventivo de diversos

alimentos vegetales o polifenoles puros frente al riesgo de padecer distintos tipos de cancer en

humanos. (Adaptado de Ramos, S. 2008)>'.

Alimento/  Poblacion  Tipo de cancer Efecto
Polifenol de estudio
Té verde Q Cancer de mama Disminuye el desarrollo de cancer.
Py d Céncer pancreatico No disminuye el riesgo de padecer cancer
Qyd Cancer eséfago y Reduce el desarrollo del cancer.
gastrico
Catequinas Q Cancer rectal Reduce el desarrollo del cancer.
Café Q Cancer de endometrio Reduce el desarrollo del cancer.
Py d Céancer colorectal No disminuye el riesgo de cancer
Py 4 Hepatocarcinoma Disminuye el desarrollo de cancer.
Soja 3 Cancer de pulmén Disminuye el desarrollo de cancer.
Q Cancer de mama Disminuye el desarrollo de cancer.
Q Cancer colorectal Disminuye el desarrollo de cancer.
Manzana Py d Cancer de colon Reduce el desarrollo del cancer.
Q Cancer colorectal Reduce el desarrollo del cancer.
a Cancer de pulmén No disminuye el riesgo de padecer
cancer.
Q Cancer de pulmén Reduce el desarrollo del cancer.
Quercetina 3 Céncer de pulmén Reduce el desarrollo del cancer.
Qy3d Cancer gastrico Reduce el desarrollo del cancer.

De manera similar, se ha mostrado una relacién inversa entre el consumo de una
bebida rica en acidos hidroxicinamicos como el café (2 tazas/dia) y el riesgo de desarrollar
cancer hepatico y cancer de endometrio’!; sin embargo, no parece que el café disminuya el

riesgo de padecer cancer colorectal’! (Tabla 2).

Numerosos estudios epidemiolégicos han ensayado también el efecto de los compuestos
polifenélicos puros presentes en los alimentos. La ingesta de las catequinas presentes en el té se
relaciona con una disminucion del riesgo de desarrollar cancer de colon®! (Tabla 2) y la ingesta
de quercetina previene el cancer de estémago®' (Tabla 2). Sin embargo, en determinados casos,

el efecto asociado al consumo de estos compuestos no se correlaciona con el efecto ligado a los
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alimentos donde se encuentran de manera abundante. Asi, el consumo de quercetina tiene un
efecto preventivo frente al cancer de pulmoén en la poblacion masculina’! (Tabla 2); sin
embargo, la ingesta de manzana, aunque muestra muestra una relacion inversa frente al
desarrollo de cancer de pulmén en las mujeres, no tiene ningin efecto frente a este tipo de

cancer en los hombress! (Tabla 2).

3.2. Estudios en animales de experimentacion.

Diversos estudios han evaluado la eficacia de los polifenoles en modelos animales de
carcinogénesis (Tabla 3). Los efectos anticarcinogénicos del té y sus polifenoles frente al
desarrollo de distintos tipos de cancer (cavidad oral, es6fago, estémago, intestino, colon, piel,
higado, vesicula biliar, préstata y mama) han sido ampliamente descritos en diversos modelos
animales!30. 137, En particular, se ha mostrado que epigalocatequin-3-galato (EGCG) ejerce un
efecto dosis-dependiente sobre la reducciéon del cancer de intestino en ratones APCmin/* a través
de la disminucién de los niveles de las proteinas implicadas en la proliferacién celular como c-
Myec, p-AKT y p-ERKSs 1/25! (Tabla 3). Ademas, este flavanol es capaz de inhibir el desarrollo
del cancer de pulmén inducido por 4-metilnitrosamina-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK)
durante la etapa de iniciacién o progresion del cancer en ratones y hamsters®! (Tabla 3). Sin
embargo, otro estudio muestra que la administraciéon de EGCG en el agua de bebida de ratas

con cancer mamario no parece frenar el desarrollo tumoral> (Tabla 3).

La administracion de otros polifenoles, como la quercetina, reduce el tamano y la
invasividad del carcinoma mamario inducido por 9,10-dimetil-benzoantraceno (DMBA) en
ratas Wistar albinas hembras, previene el desarrollo de lesiones preneoplasicas durante la
carcinogénesis hepatica inducida por dietilnitrosamina (DEN) y suprime la actividad

tumorigénica de diferentes agentes carcinogénicos en ratas con cancer de colon®! (Tabla 3).

Entre las isoflavonas de la soja, la genisteina parece poseer un importante papel
protector frente a la carcinogénesis en animales; asi, se ha demostrado que la administracion
de esta isoflavona o una dieta rica en soja reducen el desarrollo tumoral mamario en ratas, la
prostatitis severa y el cancer de ovario®! (Tabla 3). De manera similar, en ratones, se ha
observado que la suplementacién de la dieta con genisteina inhibe la metastasis pulmonar y el
desarrollo de cancer de piel inducido por luz UV>! (Tabla 3). En contra de estos resultados,

Hsieh y colaboradores!3 han descrito que la genisteina promueve la actividad de iniciaciéon
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tumoral del DMBA en el tejido mamario de ratones inyectados con células de adenocarcinoma

mamario (MCF-7).

Tabla 3. Estudio sobre el efecto anticancerigeno de polifenoles puros o alimentos ricos en polifenoles

sobre animales de experimentacion. (Adaptado de Ramos, S. 2008)>!.

Polifenol Animal Tipo de cancer Efecto
EGCG Ratones Intestino Reduce el desarrollo tumoral
Ratones Pulmén Disminuye el desarrollo del cancer
Hamsters  Pulmén Disminuye el desarrollo del cancer
Ratas Mama No reduce el desarrollo tumoral
Quercetina Ratas Mama Reduce invasividad del cancer
Higado Previene el desarrollo tumoral
Ratas Colon Disminuye el desarrollo de cancer
Genisteina Ratas Mama Reduce el desarrollo tumoral
Préstata Disminuye el desarrollo tumoral
Ovario Reduce el desarrollo tumoral
Ratones Mama Promueve la iniciacién tumoral
Ratones Pulmén Inhibe metastasis
Ratones Piel Inhibe metatasis
Resveratrol Ratas y Proéstata Reduce el desarrollo tumoral
ratones Mama Inhibe actividad de DMBA
Neuroblastoma Inhibe accién de células Neuro-2A
Aceite de Oliva Ratas Colon Reduce el cancer asociado a alimentos fritos
con otro tipo de aceites
Mama No promueve el cancer inducido por DMBA
Café Ratas Mama Reduce el numero de tumores
Ratones Higado Inhibe invasiéon y metastasis
Acido clorogénico | Hamsters  Higado Inhibe accién de MAM

Los estilbenos también han mostrado un efecto anticarcinogénico frente al desarrollo
de distintos tipos de cancer. En concreto, en ratas y ratones se ha puesto de manifiesto que el
resveratrol es capaz de prevenir el cancer de préstata e inhibir la actividad carcinogénica del
DMBA y de las células Neuro-2A (inyeccion subcutanea) para inducir un cancer de mama o un

neuroblastoma, respectivamente®! (Tabla 3). Ademas, se ha descrito que una dieta rica en
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aceite de oliva no estimula el desarrollo del cancer de mama inducido por DMBA en ratass!
(Tabla 3). De hecho, recientemente se ha observado que este tipo de aceite reduce el desarrollo

del cancer de colon asociado al consumo de alimentos fritos y ricos en grasas saturadas®!

(Tabla 3).

Respecto a la actividad anticancerigena de los acidos fenélicos, los constituyentes del
café pueden prevenir la carcinogénesis en diversos modelos animales’!. En este sentido,
Nagasawa y colaboradores!?® han mostrado que los frutos del café reducen el nimero de
tumores de mama espontaneos en ratones (Tabla 3). Por su parte, Miura y colaboradores!4
han puesto de manifiesto que la incorporacién del extracto de café en la dieta de ratas con
hepatoma suprime la invasividad celular y metastasis (Tabla 3). Ademas, el acido clorogénico

reduce el nimero de tumores hepaticos en hamsters inducidos tras la inyeccién de acetato

metilazoximetanol (MAM)!4! (Tabla 3).

3.3. Efectos quimiopreventivos de los polifenoles en cancer.

Los polifenoles de la dieta pueden interferir en las distintas etapas de desarrollo de la
carcinogénesis a través de varios mecanismos (Figura 13), y sus efectos van a depender del
tejido o tipo celular, asi como de la dosis y duracién del tratamiento. En la mayoria de los
casos, los mecanismos de accién molecular ligados al efecto anticarcinogénico de los polifenoles
se ha estudiado in vitro y en modelos animales, aunque atin existe un gran desconocimiento de

los mismos.

3.3.1. Actividad antioxidante.

Una generacién excesiva de ROS puede contribuir a la iniciacién tumoral’s. En esta
etapa temprana del desarrollo del cancer, los polifenoles, gracias a su actividad antioxidante,
pueden prevenir del dafio oxidativo al DNA causado por los radicales libres o los agentes
carcinogénicos e impedir el proceso de iniciacion de la carcinogénesis*’- 5. Dicho bloqueo puede
tener lugar a través de diferentes mecanismos: 1) captacién directa de los radicales libres, 2)
quelacién de los cationes divalentes implicados en reacciones de Fenton y 3) modulacién de las

enzimas relacionadas con el estrés oxidativo49- 51,
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Figura 13.- Fases de intervencion de los polifenoles en el proceso de carcinogénesis.

(Adaptado de Surh, Y.J. 2003)*.

La quercetina posee una importante actividad anticancerigena que con frecuencia se
relaciona con su efecto antioxidante. Este flavonol disminuye la aparicién de tumores durante
la fase de iniciacién de la hepatocarcinogénesis inducida por DEN a través de la estimulaciéon
del sistema de defensa antioxidante de las células, incrementa los niveles de GSH y la actividad
de las enzimas antioxidantes (GPx, SOD y catalasa)!42. De manera similar, en la linea celular
HepG2, se ha observado que la quercetina y otros polifenoles (rutina, EGCG) estimulan el
sistema de defensa antioxidante de la célula mediante el incremento de las reservas de GSH y la
expresiéon de las enzimas de defensa antioxidante, como la GPx, lo que induce cambios

favorables que previenen o retrasan condiciones que favorecen el estrés oxidativo!43-145,

EGCG y genisteina son también importantes captadores de radicales libres. La
genisteina protege a las neuronas del estrés oxidativo inducido por agentes pro-oxidantes como
el tert-butilhidroperéxido (--BOOH). Por su parte, EGCG reduce el estrés oxidativo causado por
el H20O: en las células HepG2 a través de un incremento de los niveles de enzimas antioxidantes,

lo que resulta en un aumento de las reservas de GSH!45. No obstante, otros polifenoles como la
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luteolina, apigenina, hesperidina y naringenina no son capaces de impedir la apoptosis inducida
pig p Yy g p p pop

por el H20: en las células endoteliales (HUVEC); sin embargo, cuando estas células se incuban
en las mismas condiciones con otros polifenoles, como EGCG o quercetina, se inhibe la

apoptosis inducida por H20: y se restaura la viabilidad celular!.

Los polifenoles de la dieta también pueden actuar como pro-oxidantes dependiendo del
tipo celular, dosis o duracion del tratamiento, ya que pueden aumentar la produccién de las
ROS e inducir apoptosis en las células cancerigenas, lo que puede prevenir o disminuir el
desarrollo tumoral. Asi, la quercetina y la EGC inducen apoptosis en las células de cancer de
mama MDA-MB-468!4" y de adenocarinoma pulmonar H661!48 respectivamente, a través de un
incremento de los niveles intracelulares de ROS que provoca la formacién de H2Os. De manera
similar, EGCG induce apoptosis en las células de mieloma mediante la modificacién del sistema
redox (incremento de la generacién de las ROS), ya que la adicién de catalasa o SOD bloquea la

apoptosis inducida por esta catequinal49.

3.3.2. Efecto sobre las enzimas de fase I y II. Elemento de respuesta antioxidante

(ARE).

Durante la fase de iniciacién del cancer los polifenoles pueden intervenir sobre el
metabolismo de los agentes carcinogénicos mediante: 1) la inhibicién de las enzimas
antioxidantes de fase I, como el citocromo P450 (CYP), que llevan a cabo reacciones de
oxidacién, reduccién, hidrélisis, hidratacién e isomerizacién, y/o 2) la activacién o modulacién
de la expresion génica de las enzimas detoxificantes de fase 1I, que estan implicadas en

reacciones de glucuronidacién, sulfatacion, acetilacién, metilacién y conjugaciént?-51. 148,

Diversos estudios in wvitro han descrito que el efecto de los polifenoles sobre la
modulacion de las enzimas de fase I esta relacionada con su estructura quimica y el tipo de
reaccién. En este sentido, se ha observado que los polifenoles como la quercetina, apigenina,
miricetina, kaempferol y EGCG pueden inhibir el CYP1A1l, lo que contrasta con el leve efecto
de otros polifenoles como la naringenina, hesperetina, naringina, hesperidina o rutina'>’. Del
mismo modo, parece que los flavanoles son mas eficaces que los flavonoles para inhibir a la

enzima antioxidante quinona reductasa (QR)!5.
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El efecto quimiopreventivo o protector de los polifenoles del té negro y verde frente a la
induccion de distintos tipos de cdncer en animales se ha relacionado con su capacidad para
modular el estado oxidativo de la célula. Dicha regulacion se produce a través de la disminucion
de la actividad de las enzimas de fase I (CYP1Al, CYP1BI1, citocromo b5 reductasa, QR) o
mediante el incremento de la expresion de enzimas de fase II (GST, UDP-
glucuronosiltranferasa)®- 5. De manera similar, se ha demostrado que los polifenoles presentes
en la manzana, como la quercetina, pueden proteger a las células LT97 de adenocarcinoma de
colon frente a un posible dafio oxidativo mediante el aumento de la expresion de las enzimas de
fase II como GST y UDP-glucuronosiltransferasal>!. Por su parte, el acido clorogénico
desarrolla un papel quimioprotector frente al 13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol (TPA) en las
células epidérmicas de ratén JB6 mediante el incremento de la actividad de las enzimas de fase
IT GST y NQO?52, al igual que el resveratrol promueve la activacién de la NQO-1 en las células

de hepatoma de ratén!>3,

La accién antioxidante de la mayoria de los polifenoles esta mediada por el elemento de
respuesta antioxidante (ARE) (5"-(G/A)TGACNNNGC(G/A)-3"), que se localiza en la regién
promotora de los genes de diversas enzimas antioxidantes y de metabolizacion de
xenobiéticos!3. Asi, los polifenoles del té negro desempefian un papel protector frente al dafio
oxidativo en las células hepaticas y pulmonares de ratén, dado que inducen el incremento de los
niveles de las enzimas detoxificantes de fase II GST y NQO1, y promueven la unién de Nrf2 al
ARE4, Por su parte, la quercetina protege a las células HepG2 de un dafio oxidativo, induce el
incremento de la expresién de NQO-1 a través de la activacién de la via de senalizaciéon de
Nrf2155, al igual que el 4cido clorogénico, que en las células epidérmales de ratén JB6 promueve
la union de Nrf2 al ARE e incrementa la expresion de GSTA1'52, De manera similar, el café
aumenta la expresion de las enzimas de fase II GST y aldo-ceto reductasa (AKR) a través de la

inducciéon de Nrf2 como mecanismo quimiopreventivo de la hepatocarcinogénesis!>.

3.3.3. [Efecto sobre las rutas apoptoticas.

Muchos polifenoles desempefian su papel quimiopreventivo frente a la carcinogénesis a
través de la induccién de la apoptosis® 5. En este sentido, se ha de destacar que las células
tumorales parecen ser mas sensibles al efecto pro-apoptético de los polifenoles que las células
normales. Asi, se ha observado que EGCG promueve la diferenciacién celular en los

queratinocitos normales mediante la activacién de las MAPKs (MEKKI1, MEK3 y p38),
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mientras que en las células cancerigenas reduce la proliferacion celular mediante la disminucién

de la activaciéon de AP-1157,

En relacién al efecto de los polifenoles sobre los procesos de proliferacién/supervivencia
y muerte celular, se ha de mencionar que éste puede variar en funcién de la dosis utilizada. Asi,
las bajas concentraciones de quercetina, polifenoles del té verde y EGCG pueden promover
mecanismos de supervivencia mediante la activacién de la via de las MAPKs (ERKs, JNKs)!58
o el incremento de los niveles de p-AKT!59. 160, Por el contrario, las altas concentraciones de los
polifenoles, como la quercetina, pueden ejercer un efecto pro-apoptético mediante la activaciéon

de la cascada de caspasas!>8 y la reduccién de los niveles fosforilados de AKT y ERKs!59: 160,

EGCG puede inducir la muerte celular programada en varias lineas celulares de cancer a
través de la activacion de las proteinas involucradas en la cascada apoptética como las
caspasas-3, -8 y -916l. 162/ ]a liberacién mitocondrial del citocromo ¢, las proteinas
Smac/DIABLO vy el factor inductor de apoptosis (AIF)!9%. 163 y la inhibicién de las proteinas
inhibidoras de apoptosis (IAP2, XIAP, Bcl-2, Bel-x1, y Bid)!%2. En ciertos casos, la induccién de
apoptosis por EGCG implica la activacién de las dos rutas apoptéticas!®l. En células de sarcoma
180, se ha observado que este flavanol induce la parada del ciclo celular en G2/M, disminuye los
niveles de Bcl-2 y ¢-Myc e incrementa los niveles de p53 y Bax194, al igual que en las células de
cancer de prostata PC-3 donde ademds induce la activacién de poli-ADP-ribosa-polimerasa y
(PARPY)195, De manera similar, en la linea de cancer de préstata LNCaP, las teaflavinas del té
inducen apoptosis a través del incremento de la expresién del gen p53, el aumento de la relaciéon
Bax/Bcl2, la liberacién de citocromo ¢ y la activacién de las caspasas -3 y -9160, Sin embargo, no
todos los polifenoles son capaces de inhibir el crecimiento de las lineas celulares cancerigenas.
Asi, la epicatequina no mostr6 ningun efecto sobre las células de cancer de colon HT-29167 y
tampoco la rutina en las células Caco-2198, por lo que se consideran como polifenoles inactivos

respecto a su capacidad de inducir apoptosis.

La quercetina puede inducir apoptosis en diversas lineas celulares cancerigenas,
observandose alteraciones morfolégicas, fragmentacion del DNA!%9, activacion de las proteinas
proapoptéticas de la familia de genes bcl-2 (Bax)%, disminucién de las proteinas anti-
apoptéticas (Bel-x, y Bel-2)159, activacion de las caspasas (caspasas-3,-7,-9)159, liberacién del
citocromo ¢ al citosol!” y activaciéon de PARP15. Ademas, la administracién simultanea de

varios polifenoles fenélicos puede tener un efecto sinérgico en la induccion de apoptosis de las
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células cancerigenas, como se ha observado para la quercetina y el acido elagico en las células
sanguineas de pacientes con leucemia!?l. Por su parte, el acido elagico solo puede inducir

apoptosis a través de la activacion de la via mitocondrialls,

La curcumina induce apoptosis a través de la activacién de la via mitocondrial o la via
de los receptores de muerte en diversas lineas de cancer de colon!2 173, De manera similar, en las
células de carcinoma pulmonar HLF, la luteolina incrementa los niveles de Fas y disminuye la
expresion de survivina y STAT3!7, mientras que en las células HepG2 induce la activacion de
las caspasas-3 y -9, la liberacién del citocromo ¢ y el aumento de la translocacién de las

proteinas proapotéticas Bax y Bak hacia la mitocondria®.

Entre los acidos fenélicos, se ha descrito que en la linea de cancer de colon HT-29, el
acido clorogénico y los acidos p-hidroxibenzoicos no pueden inhibir el crecimiento celular!?; sin
embargo, se ha demostrado que el acido clorogénico y los acidos o- y m-cumaricos son capaces
de inhibir la proliferacién de los preadipocitos 3T3-L1 a través de la induccién de la parada del

ciclo celular en fase G1 17,

3.3.4. Efecto sobre las vias de proliferacion y supervivencia.

La modulacién de las vias de transduccién de sefiales PI3K/AKT, MAPKs(ERKs,
JNKs, p38MAPKs), PKCs, AP-1 y NF-kB esta relacionada con la regulacién de la

supervivencia, proliferacion celular y la muerte celular programada?- 83,

3.3.4.1.  Efecto sobre las vias de senalizacion PI3BK/AKT, MAPKs y PKCs.

El efecto anticarcinogénico de EGCG en las células de musculo liso se ha atribuido a la
inhibicién de la PI3K y la disminucién de la fosforilacién de las ERKs!70. Ademads, las
teaflavinas y EGCG inhiben la via PI3K/AKT a través de la disminucién de los niveles de
ambas subunidades de la PI3K (p85 y p110) y la reduccién de los niveles fosforilados de AKT y
ERK-1/2177.178,

El efecto apoptético de la quercetina en células de melanoma de ratén B16-BL6 implica
la inhibicién dosis-dependiente de la isoforma PKCa y la translocacién desde el citosol al nicleo

de PKCd%. Por su parte, la apoptosis inducida por la curcumina en varias lineas celulares

Granado-Serrano - 48 -



INTRODUCCION GENERAL

cancerigenas implica, ademas de la parada del ciclo celular, la inhibicién de la fosforilaciéon de
AKT'?, De manera similar, las proantocianidinas presentes en la manzana inducen apoptosis
en las células de cancer de colon SW620 mediante el incremento de las MAPKs (ERK1/2 y
JNKs) y de la actividad de PKC1!7. Por el contrario, EGCG protege a las células PCI12 frente al

estrés oxidativo al inducir la translocacién de PKCa hacia la membrana plasmaticals?.

El tratamiento con genisteina de las células epiteliales mamarias MCF-10F supone la
activacion de p38-MAPK y la inactivacion de ERKI1/2, sin modificar la actividad de las
JNKs!8, mientras que la apoptosis que la luteolina induce en las células HepG2 implica la
activacion de las JNKs®. De manera similar, las antocianidinas inducen apoptosis en las células
sanguineas de pacientes con leucemia a través de la activaciéon de las JNKs y de p38-MAPK

dependientes de ROS182,

3.3.4.2.  Efecto sobre los factores de transcripcion NF-kB, AP-1 y Nrf2.

EGCG es capaz de inducir apoptosis en diversas lineas cancerigenas, como las células de
hepatocarcinoma (HLE, HepG2, HuH-7, PLC/PRF/5)162 y la linea celular de cancer de mama
NF639'77. Este proceso de muerte causa la disminucién de los niveles de NF-xB (p65 6 p50)162.
177 ]a activacién de su principal inhibidor (IkB)!83 o la inhibicién de IKK!8, Por su parte, la
apoptosis inducida por las teaflavinas implica ademas de un descenso de los niveles

fosforilados de las ERKs y la p38-MAPK, la disminucién en la expresion de NF-kB16¢,

La curcumina inhibe la actividad de NF-kB, la fosforilacion de IxB y la accién de
IKK, lo que conduce a la supresiéon de la activacién de la AKT e induce la parada del ciclo
celular en G1/S y la apoptosis!™. De manera andloga, las isoflavonas, como la genisteina,

inhiben el crecimiento celular e inducen apoptosis en las células de cancer de mama mediante

la inhibicién de AKT, ERKs, NF-kB y AP-1185,

Todos estos resultados sugieren que la inactivacién de NF-kB por los polifenoles esta
mediada en parte por la inactivacién de las quinasas AKT y/o MAPKs, y apunta hacia la

existencia de una conexién entre estas vias de sefializacién!8s,

Por otro lado, se ha observado que los flavonoides, como EGCG, impiden la activaciéon

de AKT y NF-kB promovida por la exposicién repetida a leves estimulos de estrés (H203),

Granado-Serrano - 49 -



INTRODUCCION GENERAL

favoreciendo la induccién del proceso apoptético ante una situacién de estrés agudo!so. De
manera similar, EGCG y la EC impiden la activacién de AKT inducida por diversos agentes
carcinégenos como la radiacién UV o el PMA, necesaria para estimular la via de sefializacién
del NF-kB e inducir la muerte celular programada. En esta situacién, se produce la inhibicién
del proceso apoptético promovido por estos agentes mediante la restauracion de los niveles de
expresiéon de miembros de la familia de proteinas Bel-2 y la disminucién de los niveles de
FasL186-188_ Por su parte, el acido clorogénico protege a las células epiteliales de ratén JB6
frente a la carcinogénesis inducida por UVB o TPA a través de la transactivaciéon de AP-1y
NF-kB'52. Las bajas concentraciones de acido clorogénico disminuyen los niveles fosforilados
de JNKs, p38-MAPK y MAPK4, siendo necesarias dosis elevadas para inhibir la activacién de

las ERKs inducida por los agentes carcinogénicos!>2.

3.4. Polifenoles y ensayos clinicos en humanos.

Dadas las numerosas evidencias in vitro e in vivo de los efectos quimiopreventivos de un
gran ndmero de polifenoles, en las dos dltimas décadas se han realizado también diversos
ensayos clinicos en humanos para analizar la farmacocinética, eficacia y seguridad de estos

compuestos’l.

En un estudio llevado a cabo con pacientes con cancer de préstata que consumieron
diariamente zumo de granada, con un contenido de acido galico total equivalente a 570 mg, se
observé que el zumo era bien tolerado y los pacientes mostraban una importante mejoria del

cancer de préstata sin observarse ningin efecto secundario destacable!s?.

Los polifenoles del té verde han sido uno de los compuestos mas estudiados. En
muestras histolégicas y citolégicas de pacientes con ciertas enfermedades incurables se
demostré que distintas dosis de extracto de té verde (4,2 g/m? una vez al dia o 1 g/m? tres veces
al dia), aunque no resultaban téxicas y presentaban una buena tolerancia, no inducian una
mejoria de ninguna de estas patologias!®- 191, Sin embargo, estudios posteriores han demostrado
que los polifenoles del té verde presentan una actividad antineoplasica en pacientes con cancer
de préstata que recibieron una dosis diaria de 6 g de té verde administrada en un total de 6
dosis!?2, al igual que en pacientes con hepatocarcinogénesis que tomaron 4 capsulas diarias con

un contenido de 500-1000 mg de polifenoles de té verdel?.
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La curcumina es otro polifenol cuya actividad quimiopreventiva en humanos ha sido
ampliamente cuestionada, ya que atin no se ha demostrado en ningin estudio clinico su eficacia
frente al cancer. En un estudio de 15 pacientes con cancer colorectal, la administracion de 36-
180 mg diarios de extractos de curcumina durante 4 meses mostré que es bien tolerado por el

organismo y no se observaron dosis limitantes de toxicidad!%*.
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En nuestro grupo de trabajo se ha puesto a punto un modelo de estrés oxidativo en
células hepaticas (HepG2). Trabajos previos realizados en dicho modelo han demostrado un
efecto protector de las concentraciones fisiolégicas de los extractos polifendlicos de frutas!? y
de los polifenoles puros!#t. Cuando las dosis de estos compuestos fenélicos se incrementan, se
produce el efecto contrario, la induccién de la apoptosis!. Sin embargo, los procesos
moleculares responsables de estos efectos atin no han sido analizados y constituyen el objetivo
principal de este trabajo. En este sentido, la linea de hepatocarcinoma celular humano HepG2
permite valorar el potencial efecto anticancerigeno de los polifenoles de la dieta (quercetina)
mediante el estudio de las sefales moleculares que regulan la apoptosis, proliferacién y
supervivencia celular. Ademas, esta linea celular se considera uno de los modelos
experimentales ex vivo que reproduce con mayor fidelidad al hepatocito humano, con lo que
también permite evaluar el potencial efecto protector de los polifenoles de la dieta
(epicatequina y acido clorogénico). De manera similar, la puesta a punto de un modelo animal
de dafio oxidativo hepatico posibilita valorar in vive el potencial efecto protector de una dieta
suplementada con un alimento rico en polifenoles (cacao). Con este fin, se plantean los

siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto directo de la quercetina en las células HepG2. Analisis de la
modulacion de proteinas clave en los procesos de proliferacion/supervivencia y/o

muerte celular.

2. Evaluar el efecto de la epicatequina y el acido clorogénico en linea celular HepG2.
Analisis del estado redox y de la sefalizacién molecular relacionada con la

proliferacion, supervivencia y/o muerte celular.

3. Determinar del potencial efecto protector de una dieta rica en cacao frente al dano
oxidativo inducido por dietil- N-nitrosamina en el higado de la rata. Valoracién de los
sistemas de defensa antioxidante y detoxificante e implicacién de proteinas clave

relacionadas con la proliferacién, supervivencia y/o muerte celular.
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Antecedentes.

1. Generalidades.

La quercetina (Figura 1.1) es uno de los flavonoides mas estudiados por su abundancia
y ubicuidad en los alimentos de la dieta como la manzana, cebolla, cereza, y brécoli. Su ingesta
diaria oscila entre 5 y 40 mg/dia?? y se ha estimado que puede alcanzar hasta 200-500 mg/dia
en las personas con una elevada ingesta de frutas y verduras, sobre todo en aquellos que

ingieren la piel de las mismas®.

HO

Figura 1.1. Estructura quimica de quercetina.

En las plantas o alimentos de origen vegetal, la quercetina, al igual que la mayoria de
los polifenoles, se encuentra mayoritariamente conjugada en forma de glucésidos como la
quercitrina o la rutina* 197. Los individuos sanos absorben hasta un 53% de la quercetina tras
la ingesta de 100 mg del flavonoide, de la cual hasta un 93% es metabolizada: mas del 90% se
metaboliza en el intestino delgado y hasta un 3% en el higado* 19. Sin embargo, si se
administran dosis altas de quercetina, su metabolismo ya no tiene lugar mayoritariamente en

el intestino, sino en el higado'%.

Los principales metabolitos de la quercetina que se encuentran en el plasma son
conjugados de sulfatos y glucurénidos, ademas de quercetina-O-metilada y glucurénidos de
quercetina-O-metilada, que resultan de la accién de catecol-metil-O-transferasas (COMT) en el
higado y los rinones3s. 197. 198, Por otro lado, si la quercetina alcanza la microflora colénica,

puede ser degradada y generar diferentes acidos fenélicos y diéxido de carbono* 197- 19,
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La concentracién maxima de quercetina en el plasma humano es de 1,5 pmol/L dos
horas después de una ingesta de cebolla que equivale a 50 mg de quercetinal??. No obstante,
estudios recientes realizados en animales de experimentacién (cerdos y ratas) han demostrado
que la ingesta diaria repetida de alimentos ricos en quercetina resulta en la acumulacion de la
aglicona y sus metabolitos en el cuerpo’’. En general, los metabolitos de quercetina presentan
una menor capacidad para captar radicales libres en comparacion con el flavonoide; sin
embargo, las agliconas de quercetina se pueden liberar de sus metabolitos glucuronidados por
aumento de la actividad B-glucuronidasa, lo que puede ocurrir durante el proceso de

inflamacién!7.

La quercetina posee una gran variedad de propiedades biolégicas con potencial
aplicacién clinica por sus posibles efectos beneficiosos para la salud®- 200, En este sentido, en
1998, la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) clasificé a la
quercetina como un compuesto sin riesgo para el ser humano?. Ademas, diversos estudios
realizados in wvitro e in vive para analizar las potenciales propiedades genotéxicas y
carcinogénicas de la quercetina sostienen que los niveles de este flavonol que se ingieren de

manera habitual (5-40 mg/dia) no conllevan ningin efecto adverso para la salud202.

Entre las diferentes propiedades que hacen de este flavonoide un potencial agente
preventivo y/o terapéutico natural frente a las enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo, como el cancer, destacan su actividad antioxidante, anticancerigena y
antiinflamatoria?? 5. En este sentido, diversos estudios epidemiolégicos realizados con
manzana han demostrado que su consumo diario reduce el riesgo de padecer cancer de colon y
de pulmén203. 204, Ademas, algunos trabajos han mostrado que la quercetina puede retrasar o
prevenir el desarrollo tumoral en modelos animales205-209, De manera analoga, la quercetina
tiene efectos citotéxicos y antiproliferativos sobre diversas lineas celulares cancerigenas,

llegando a causar la muerte celular principalmente mediante la induccién de la apoptosis?- 159,

169, 210,

Estos resultados tan prometedores en relacién con su potencial preventivo han
derivado en la rapida incorporacién al mercado de la quercetina. En Japén, este flavonoide se
encuentra entre los aditivos de alimentos permitidos 2!, e incluso pueden encontrarse en el
mercado suplementos nutricionales que contienen entre 200 y 500 mg de quercetina, con

recomendaciones de hasta 1000 mg diarios. Sin embargo, se ha de destacar que atn existe un
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gran desconocimiento acerca del mecanismo de accién molecular de la quercetina en relacion

con su actividad anticancerigena.

2. Efecto de la quercetina sobre la modulacion de la muerte celular programada.

La quercetina parece capaz de promover la apoptosis en diversas lineas celulares
cancerigenas a través de varios mecanismos. Choi y colaboradores?! han demostrado que una
concentraciéon 100 umol/LL de quercetina induce apoptosis asociada a una parada del ciclo
celular en la fase G1 en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-453. Ademas, en la linea
celular de glioma U138M, la quercetina para el ciclo celular en G222, mientras que en las
células de carcinoma escamoso oral SCC-9, lo hace en la fase S, aunque de manera secundaria
también indujo necrosis, tipo de muerte celular que se puso de manifiesto mediante la

valoracién de los niveles de LDH213,

Durante la induccién del proceso apoptético puede tener lugar la fragmentacion del
DNA. Asi, Sasaki y colaboradores!® han demostrado que la quercetina induce apoptosis en la
linea celular neuronal PC12, fragmentacién del DNA y activacién de la cascada de caspasas.
De manera mas concreta, en las células de cancer de préstata PC-3, la quercetina activa las
caspasas clave de la via mitocondrial (caspasa-3 y caspasa-9)2!4, mientras que en las células
LNCaP la apoptosis inducida por quercetina requiere ademds la activacién de la caspasa
iniciadora clave de la via de los receptores de muerte (caspasa-8)2!4- 215, Otro estudio realizado
sobre la linea celular de hepatoma de rata H4IIE describe que las altas concentraciones de

quercetina inducen apoptosis mediante el incremento de las caspasas-7, -9 y -3210,

Diversas alteraciones ligadas a la induccién del proceso apoptético por la quercetina
incluyen el incremento de los niveles de PARP actival®®- 215, la disminucién de los niveles de
expresién de proteinas de choque térmico como Hsp902!* y el desequilibrio entre los niveles
proteicos de los miembros anti- (Bel-x1, Bel-2) y pro-apoptéticos(Bax y Bad) de la familia de
genes bcl-2'9. En este sentido, Lee y colaboradores?!> han demostrado que la quercetina
provoca apoptosis en la linea celular LNCaP mediante la disminucion de los niveles de
expresion de Bel-x1,, el aumento de la translocacién de Bax hacia la membrana mitocondrial y

la activaciéon de Bad.
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3. Efecto de la quercetina sobre la modulacion de las vias de senalizacion clave en

proliferacion/supervivencia.

La quercetina puede inhibir la via de senalizacion PI3K/AKT e inducir apoptosis?!7.
Asi, Gulati y colaboradores?!8 han descrito que este flavonol inhibe la fosforilacién de la AKT

en la linea celular de cancer de mama HCC1937, al igual que Kim y colaboradores en las lineas

de adenocarcinoma de préstata DU-145 y LNCaP219,

El dano citotéxico y/o la inhibicién de la supervivencia celular provocados por la
quercetina también puede ir ligado a una modulacién de las ERKs. De este modo, la
quercetina disminuye la viabilidad de la linea celular de glioma A172, causa un descenso en los
niveles fosforilados de AKT y de ERKs, junto con un incremento de la actividad caspasa-3 y
una disminucion de los niveles de expresién de las proteinas anti-apoptéticas XIAP y
survivina??, No obstante, se ha de mencionar que el efecto citotéxico que la quercetina
provoca en diversas lineas celulares se ha relacionado tanto con la activacién como con la
inhibicién de las ERKs. Asi, en neuronas corticales primarias, el dafio citotéxico provocado
por la quercetina se debe a una inhibicion de los niveles activos de estas quinasas!'®0, mientras
que en células de cancer de prostata (DU-145 y PC3) y cancer de pulmén (A549), la induccion
de la apoptosis mediada por este flavonoide implica el incremento de los niveles activos de las

ERKs!59 217,

Otras MAPKs, como JNKs y p38, también pueden verse moduladas por la accién de la
quercetina. Este flavonol acelera la apoptosis inducida en las células osteoblasticas MC3T3-E1
por el TNF a través de la activacion de las JNKs22!l. Por su parte, Ishikawa y colaboradores?22

han demostrado que el efecto antiapoptético de la quercetina en la linea célular SM43 se

relaciona con la inhibicién de la via JNK/AP-1.

En relaciéon con la p38-MAPK, la quercetina provoca un incremento de los niveles
fosforilados de esta proteina en la linea celular de cancer de préostata DU-145217. Sin embargo,
la apoptosis que provoca el flavonoide en estas células no parece deberse a la modulacién de

p38, sino al incremento de los niveles fosforilados de las ERKs2!7.

La apoptosis inducida por la quercetina también parece implicar la regulacion de

distintas isoformas de la PK(C9%-98.99, En este sentido, Zhang y colaboradores? han demostrado
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que el efecto apoptético de la quercetina en las células de melanoma B16-BL6 supone la
disminucién de la expresién de PKCa y el incremento de la translocacién de PKC3 hacia el

ntucleo.

4. Efecto de la quercetina sobre la regulacion de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1.

La quercetina se considera un inhibidor natural de la via de sefializacién del NF-kB.
En este sentido, se ha demostrado que este flavonol es capaz de inhibir la activaciéon del NF-
kB inducida por agentes inflamatorios como el éster forbol PMA y el ionéforo de calcio A23187
(PMACI)22. Esta inhibicién de la via del NF-xB puede estar vinculada al efecto apoptético de
la quercetina. Asi, Lee y colaboradores??* han descrito que este flavonoide induce apoptosis en
las células epidérmicas JB6 (JB6P+) mediante la disminucién de la activacién de AP-1 y NF-

kB inducida por TPA, lo que inhibe su transformacién neoplasica.

Todas estas evidencias ponen de manifiesto que la quercetina es capaz de inducir
apoptosis en diversas lineas celulares. Por tanto, resulta de especial interés investigar la
potencial actividad anticancerigena y el mecanismo de accién molecular de este flavonoide en
la linea celular HepG2 mediante la evaluacién de las principales sefales relacionadas con este
tipo de muerte y la potencial modulacion a lo largo del tiempo de las vias de

proliferacién/supervivencia y factores de transcripcion relacionados con estos procesos.
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Discusion.

La quercetina podria considerarse un potencial agente natural preventivo y/o
terapéutico, ya que su ingesta diaria a través de suplementos de la dieta puede dar lugar a
concentraciones plasmaticas constantes (10-50 pmol/L) que son capaces de inducir la apoptosis
en las células en cultivo?!6, Ademas, se ha demostrado que la quercetina posee actividad
antiproliferativa en diversas lineas celulares cancerigenas como las células de glioma?!2, cancer
de pulmon'>?, pancreas'”, melanoma% y hepatomal%-. 216, De acuerdo con estas observaciones,
en nuestro estudio, la quercetina disminuyé la viabilidad de la linea celular de hepatoma
humano HepG2 de manera dosis- y tiempo-dependiente, provocando un incremento de la
liberacion de LDH y alterando el estado redox de la célula. El incremento de la liberacién de
LDH, que corroboré resultados previos observados en las células HepG2 tratadas con
quercetina!¥? y se ha relacionado con muerte por necrosis, ha sido observado también en

células expuestas a otros agentes reductores como el glutation o el ascorbato?25.

La alteracion de los niveles intracelulares de ROS, que la quercetina provoca en las
células HepG2, se podria relacionar con su actividad antiproliferativa. En este sentido, en los
hepatocitos fetales de rata, se ha descrito que la inducciéon de apoptosis implica un incremento
previo de los niveles intracelulares de ROS, pérdida del potencial de membrana mitocondrial,
liberacion del citocromo ¢ y activacién de la caspasa-3174. No obstante, se ha de destacar que el
incremento de ROS no siempre es un requisito para la induccién de la cascada apoptética,
como se ha descrito anteriormente para el factor de crecimiento tumoral 1 (TGF-B1)22¢. De
acuerdo con observaciones previas en nuestro laboratoriol%, tras un incremento inicial (4
horas), la quercetina provocé la disminucién de los niveles intracelulares de ROS (18 horas), lo
cual podria deberse a la inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial causada por el

flavonoide???, fenémeno que se relaciona tanto con la apoptosis como con la necrosis.

La caspasa-8 no se activé en respuesta al tratamiento con quercetina en las células
HepG2, sino que la apoptosis se indujo a través de la via mitocondrial; se estimulé el
procesamiento de las caspasas-9 y -3, detectandose los mayores niveles de estas proteinas
activas tras la incubacion de las células con la concentracién de 50 pmol/L de quercetina. La
activaciéon proteolitica de las caspasas coincidié6 con la modulacién de los miembros de la
familia de genes bcl-2 analizados, es decir, la disminucién de la relacién Bel-x1/Bel-xs y el

incremento de la translocaciéon de Bax desde el citosol a la mitocondria. Todos estos resultados
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sugieren que, al menos en parte, la regulacién que ejerce la quercetina en las células HepG2
sobre los miembros Bcl-2 es dependiente de la accién de caspasas. En relacion a estos
resultados, otros estudios han demostrado la activacién de la via mitocondrial por la
quercetina en células de leucemial!?, pulmén 159 y pancreas 170, asi como el aumento de los

niveles de Bax en hepatocitos fetales por la acciéon de otros flavonoides como luteolina®®.

En cuanto a las vias de proliferacién/supervivencia, la quercetina es capaz de favorecer
la apoptosis provocada por otros agentes mediante la regulacion negativa de la AKT?19, dado
que la inhibicién de esta quinasa impide la fosforilacién de las proteinas proapoptéticas Bel-2
(Bad), que permancen activas2?8. De acuerdo con estas observaciones, en este estudio, las
concentraciones mas bajas de quercetina que se ensayaron (10-25 pmol/L) incrementaron los
niveles activos de AKT y este efecto no se tradujo en la activacion de las proteinas
proapoptéticas (Bcel-xs, Bax, caspasa-9, caspasa-3). Por el contrario, las altas concentraciones
del flavonoide (75-100 pmol/L) incrementaron la mortalidad de las células HepG2, lo que se
relacion6 con una acusada inhibicion de los niveles fosforilados de AKT. De manera
destacable, la mayor activacién de las proteinas proapoptéticas se observé con una
concentracién intermedia de quercetina (50 pmol/L) tras 18 horas de incubacién, aunque los
niveles activos de AKT no se modificaron. Sin embargo, el estudio de la modulacién de esta
proteina a lo largo del tiempo mostré que la quercetina (50 pmol/L) inducia una disminucién
rapida y transitoria de los niveles fosforilados de AKT (Figura 1.2), que parecia ser suficiente
para inducir apoptosis en las células HepG2. En este sentido, estudios anteriores relacionan
una disminucién eventual de la AKT con la induccién de apoptosis, y consideran la
recuperacion tardia de sus niveles activos como un mecanismo de autodefensa??®. De acuerdo
con el descenso de los niveles fosforilados de AKT, la quercetina provocé una inhibicién rapida
y sostenida de la actividad PI3K sin modificar los niveles proteicos de sus subunidades (p85 y
pl10) (Figura 1.2). Esta observaciéon esta apoyada por estudios in vitro en los que se ha
descrito que la quercetina y otros flavonoides parecian inhibir la actividad de la proteina

PI3K, considerandose potenciales inhibidores naturales de la actividad de esta quinasa2?30,

Diversos estudios han descrito que la supervivencia de las células de hepatoma
requiere, ademas de la activaciéon de la via PI3K/AKT, la activacién de las ERKs®. Estas
observaciones estan de acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio, dado que la
concentracién mas baja de quercetina que se ensayé (10 pmol/L) incrementé los niveles

fosforilados de las ERKs tras 18 horas de incubacién, coincidiendo con el incremento de los
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niveles activos de la AKT y la ausencia de efecto apoptético en las células HepG2. Por el
contrario, las concentraciones altas del flavonoide (25-100 pmol/L) provocaron una
disminucién de los niveles de p-ERKs y un descenso en la viabilidad de las células HepG2.
Ademas, se ha de destacar que la modulacién que la quercetina ejercié sobre la via de las
ERKSs no coincidié en el tiempo con la regulacién de la via PI3K/AKT (Figura 1.2), lo que
sugiere que ambas vias son independientes y requeridas para la supervivencia de estas
células?3!, aunque otras sefiales relacionadas con el ciclo celular y la supervivencia pueden

estar también implicadas!00,

! QUE'](iETlNA }7 Tiempo (min)

5
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1080

Figura 1.2. Esquema de la modulacion a lo largo del tiempo de las dianas moleculares implicadas en

la apoptosis inducida por quercetina 50 pmol/L en las células HepG2 ( 1 activacion; | inhibicion).
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Recientemente se ha demostrado que las JNKs pueden suprimir la apoptosis por la
fosforilacion y, por tanto, por la inhibicion de miembros pro-apoptéticos de la familia de genes
bcl-2 (Bim, Bax, Bak, Bad)%. Ademas, se ha descrito que las ERKs y las JNKs ejercen
funciones opuestas en la modulacién de la supervivencia de los hepatocitos, de modo que la
modulacion entre ellas es esencial para prevenir una activacion sostenida y letal de las JNKs8,
En concordancia con estos resultados, en nuestro estudio, la quercetina (50 pmol/L) indujo

apoptosis y provocé la inhibicién de las ERKs y la activacién sostenida de las JNKs en las

células HepG2 (Figura 1.2).

La inactivacién de PKCa fue paralela al proceso apoptético inducido por la quercetina
en las células HepG2, y dado que AKT puede ser modulada por esta quinasa, los niveles
disminuidos de PKCa (Figura 1.2), que se observaron durante el tratamiento con quercetina,
pudieron contribuir a la inhibicién de AKT?. Ademas, la quercetina provocé la acumulacién
temprana de los niveles proteicos de PKCo en el citosol, para a mas largo plazo promover su
translocacién al nicleo (Figura 1.2), donde sufrié una proteolisis para liberar su dominio
catalitico. En estudios anteriores, el aumento de la translocacién de PKCS hacia organulos
celulares particulados, como el nucleo o la mitocondria, se ha relacionado con la induccién de
apoptosis?- %, De manera similar, otros autores han descrito que la quercetina promueve la
translocacién de PKCS desde el citosol al nicleo de manera dosis dependiente sin necesidad de

incrementar sus niveles de expresién®s.

La falta de paralelismo entre la inhibicion y la activacién de las distintas quinasas
implicadas en las rutas de proliferacién/supervivencia a lo largo del tiempo (AKT y ERKs)
sugiere que la quercetina (50 pmol/L) podria modular ademas otras sefiales claves relacionadas
con el ciclo celular y/o la supervivencia, como los factores de transcripciéon NF-xB y AP-1. La
activacion sostenida del NF-xB en el higado es caracteristica del hepatocarcinoma celular!2s,
mientras que su inactivacién per se puede actuar como una senal proapoptétical®®- 107, como ha
podido observarse en células expuestas a quercetina y otros polifenoles durante largo
tiempo!”. En las células HepG2, la quercetina (50 pmol/L) inhibié de manera rapida y
sostenida la via de senalizacién de este factor de transcripciéon (Figura 1.2). Se produjo un
descenso rapido de los niveles proteicos de IKKa, lo que se tradujo en una disminucién de los
niveles fosforilados del inhibidor de NF-kB (IxBa) y la inhibicion de su degradacion, por lo
que la translocacion de NF-kB al nicleo y su unién al DNA se vieron disminuidos. Estos

resultados apoyan los de otros estudios en los que se muestra que la quercetina y otros
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flavonoides, como el kaempferol, inhiben la via de sefializaciéon del NF-kB previamente

estimulada con citoquinas?3?, inhiben a la IKK y bloquean la degradacion de IkB185. 186,

El sistema ubiquitin-proteosoma desempefia un papel crucial en la degradacién
especifica de las proteinas, y entre sus funciones esta la de favorecer la proliferacion celular y
proteger a las células tumorales de la muerte celular programada?33. Entre las actividades
asociadas a la funcién de este sistema se encuentran la actividad tripsina y la actividad
quimiotripsina, que se relaciona con la supervivencia de las células tumorales'®3. En este
sentido, el incremento de los niveles totales de IkB provocado por la quercetina (50 pmol/L) en
las células HepG2, podria deberse a la inhibicién del sistema ubiquitin-proteosoma, dado que
IkB es una diana para el proteosoma. Sin embargo, s6lo tras 18 horas de incubacién se observé
un incremento de la actividad tripsina y la inhibicién de la actividad quimiotripsina, lo que se
ha relacionado con la ocupacién de los sitios de la actividad caspasa del proteosoma?3*. De
manera analoga, en otras lineas celulares tratadas con quercetinal®3. 233, polifenoles del té183.233,
y taninos?®, la induccion de apoptosis provocada por estos compuestos apunta hacia una

posible contribucién de la inhibicién de la actividad quimiotripsina del proteosomal83. 233,

La activacion sostenida de AP-1 esta relacionada con la induccién de la muerte de las
células hepaticas por diferentes estimulos®®. Asi, se ha descrito que algunos polifenoles llevan
asociado la disminucién de la viabilidad celular y el incremento de la actividad de este factor
de transcripcién?0. Esta observacién apoya nuestros resultados, ya que el incremento
temprano y sostenido de la unién de AP-1 al DNA inducido por la quercetina (50 pmol/L) en
las células HepG2, fue paralelo a la disminucién de la viabilidad celular debido a la induccién
de la apoptosis (Figura 1.2). Por el contrario, otros autores han demostrado que algunos
polifenoles son capaces de inhibir la activacién de AP-1 provocada por diversos agentes?30 237,
Ademas, en nuestro estudio, se comprobé que el incremento de la unién de AP-1 al DNA
inducido por la quercetina (50 pmol/L) estuvo acompanado de un aumento de los niveles

nucleares de c-Jun, que coincide con el incremento de los niveles fosforilados de las JNKs

(Figura 1.2).

En estas condiciones experimentales (50 pmol/L. de quercetina), la inhibicién de las
JNKs con el inhibidor especifico SP600125 provocé la disminucién de la unién de AP-1 al
DNA, lo cual indica una relacién entre la modulacién que la quercetina lleva a cabo sobre la

via de las JNKs y el AP-1. No obstante, tras 18 horas de tratamiento con la quercetina, la
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inhibicién de las JNKs no afecté a la actividad de unién de AP-1 al DNA. Este efecto ha sido
descrito previamente para otros flavonoides, donde se obseva que tras bloquear las JNKs o las
ERKs, la unién de AP-1 al DNA se ve inhibida o bien no se modifica, lo que sugiere la
implicacién de otra via de sefializacion en la modulacién que ejercen estos flavonoides sobre
AP-1103, En este sentido, existen evidencias de que las ERKs modulan positivamente la
activaciéon de uno de los componentes mas frecuentes de AP-1, c-Fos, cuya sobreexpresiéon en
los hepatocitos incrementa su proliferacién celular!!?. Asi, la inhibicién de las JNKs en las
células HepG2 tratadas con la quercetina durante 18 horas, impidié la disminucién de los
niveles activos de las ERKs, coincidiendo con un incremento de la unién de AP-1 al DNA y de

la viabilidad celular.

Las JNKs desempefian una importante funcién en la induccién de la apoptosis que la
quercetina (50 pmol/L) provoca en las células HepG2, no sélo por contribuir al incremento de
los niveles nucleares de c-Jun y la inhibicién de las ERKs, sino por su implicacién en la
activacion de proteinas relacionadas con la muerte celular como la caspasa-3. De esta manera,
la inhibicion de las JNKs se tradujo en la disminucion de los niveles activos de la caspasa-3 en
las células HepG2 (18 horas). Ademas, existen evidencias de que la apoptosis puede ser
suprimida por la inhibicién de las JNKs debido a la disminucién de los niveles de expresion de

proteinas proapoptoéticas de la familia de genes bcl-291.

Por otro lado, se observé que la activaciéon de p38-MAPK inducida por la quercetina en
las células HepG2 es independiente de la regulacién de las JNKs, ya que su inhibicién no
provocé la modificacién de los niveles activos de p38-MAPK (4 y 18 horas). Este resultado

apoya estudios previos en los que se ha demostrado la regulacién independiente de estas dos

MAPKSs (JNKs y p38) en las células hepaticas?38.

La apoptosis inducida por la quercetina (50 pmol/L) en las células HepG2 disminuyé
los niveles activos de AKT; sin embargo, la inhibicién de las JNKs anulé el efecto de la
quercetina sobre esta quinasa a las 4 horas de tratamiento. Estos resultados sugieren una
comunicacién entre las JNKs y la AKT en las células HepG2, apoyando observaciones previas
que indican la existencia de una conexién entre ambas vias de sefializacion para determinar el
estado final de supervivencia o muerte en las células?®. A su vez, se ha demostrado que un
incremento de la actividad de la AKT también estd relacionado con un aumento de la

actividad del NF-«xB en diferentes tipos de canceres!?7.
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La inhibiciéon del NF-kB se relaciona con la muerte celular y constituye un estimulo
suficiente para inducir la apoptosis!®. 107 que, en nuestro estudio, transcurre junto con la
activacion sostenida de las JNKs. Asi pues, la inhibicién de las JNKs previene el descenso de
la actividad de unién de NF-xB al DNA inducido por la quercetina (50 pmol/L) en las células
HepG2.

En resumen, se puede decir que la quercetina (50 umol/L) induce apoptosis en la linea
celular HepG2, y que este efecto implica la activacion de moléculas clave de la ruta apoptética
mitocondrial, asi como la modulacion a lo largo del tiempo de diferentes sefiales relacionadas con
las vias de proliferacion/supervivencia y con factores de transcripcion sensibles al estado redox de la
célula. Por tanto, aunque hay que prestar espectal atencion a la concentracion, y a pesar de que se
requieren numerosas investigaciones, la quercetina podria considerarse un potencial agente

preventivo ylo terapéutico.
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Efecto protector de la epicatequina vy
el acido clorogénico frente al estrés
oxidativo en las células Hep G2.






RESULTADOS II: Antecedentes

Antecedentes.
1. Acido Clorogénico.
1.1. Generalidades.
El acido clorogénico (5-O-cafeoilquinico) es un acido hidroxicinamico constituido

por la combinacion del acido quinico y el acido cafeico* (Figura 2.1).

OH

OH

Figura 2.1. Estructura quimica del acido clorogénico.

Este compuesto fendlico esta presente en muchas frutas como la manzana, la
era o las bavas, en verduras como la alcachofa v la berenjena es particularmente
2 2

abundante en los granos de café!s.

La ingesta estimada de acido clorogénico CGA es inferior a 100 mg/dia, aunque
en consumidores habituales de café se pueden alcanzar hasta 500-1000 mg/dial'>. Sin
embargo, diversos estudios realizados en humanos3!- 33, animales de experimentacién? y
lineas celulares* 1> han puesto de manifiesto la reducida absorcién de este compuesto.
Este hecho parece deberse a la ausencia de esterasas en muchos tejidos (mucosa
intestinal, higado) y fluidos biolégicos (plasma, jugo gastrico y fluido duodenal), siendo
la microflora colénica la que mayoritariamente lleva a cabo la hidrélisis de este
compuesto* 15. No obstante, otros estudios han demostrado la presencia de acido cafeico
y bajas concentraciones de acido clorogénico en plasma tras la ingesta de cafét 15 31,
Ademas, Lafay y colaboradores?® han demostrado que el acido clorogénico puede ser
absorbido tanto en el estémago como en el intestino delgado de la rata, y algunos

estudios han cifrado la absorcion de este acido fenélico en un 30-33% de la ingesta total

en individuos sanos{ {402 Manach,C. 2004; 1591 Clifford, M.N. 2000} }.
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En cuanto al metabolismo del acido clorogénico, una vez que este compuesto es
hidrolizado, sus componentes estan sujetos a procesos de metilacion, sulfatacion y

lucuronidacién? 15.31,33, de manera similar a los flavonoides.
9

El acido clorogénico es un compuesto fenélico de gran relevancia por sus
numerosas propiedades biolégicas como agente antioxidante!>2. 240, antiinflamatorio?4!,
hipotensor?*!, anticancerigenol”™ vy antidiabético?*2. En cuanto a su actividad
antioxidante, diversos estudios in vitro han puesto de manifiesto que el acido
clorogénico, en concentraciones fisiolégicas, es capaz de inhibir la peroxidacion lipidica
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) en mayor medida que otros compuestos
fenélicos como el acido gélico?*!. Su actividad antioxidante también se ha relacionado
con la proteccion frente al dano oxidativo del DNA y la supresién del dafio a membranas
inducido por metales de transicién o agentes pro-oxidantes!? 240. 243, Ademads, en otros
estudios realizados en cultivos celulares, la actividad antioxidante del acido clorogénico
se ha relacionado con un efecto quimioprotector, dado que estabiliza las membranas?4,
protege a las células neuronales de la induccion de apoptosis?** y promueve la
proliferacién celular en neuronas del hipocampo?%>. No obstante, también se ha descrito
que el acido clorogénico puede inhibir el sistema de detoxificacién celular, ya que puede

actuar como un potente inhibidor de la GST246,

Los efectos anticarcinogénicos del acido clorogénico se han relacionado con su
papel como pro-oxidante, ya que es capaz de inhibir la proliferacién de las células de
cancer de pulmén (A549) y la transformacién neoplasica de las células epidermales
JB6'52, Ademas, este efecto anticancerigeno también se ha asociado con la induccién de
la muerte celular y la inhibicién de la invasién tumoral de las células de hepatoma2*7, la
induccién de dano oxidativo al DNA24 y parada del ciclo celular'”. En animales de
experimentacioén, el dcido clorogénico puede disminuir la incidencia de carcinogénesis
quimica en varios modelos animales de cancer!'3%-141, Estos trabajos estan apoyados por
numerosos estudios epidemiolégicos en los que se ha demostrado que existe una relaciéon
inversa entre el consumo de alimentos ricos en acido clorogénico (café) y el riesgo de
padecer diversos tipos de cancer, como el cancer de higado?*$, colon?*, endometrio>0,

esofagico y de la cavidad oral?3!,
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A pesar de las evidencias sobre las propiedades antioxidante y anticarcinogénica
del acido clorogénico, existe un gran desconocimiento acerca de su mecanismo de accion

molecular.

1.2. Efecto del acido clorogénico sobre la modulacion de la apoptosis.

Diversos estudios han descrito que el acido clorogénico puede ejercer un efecto
protector frente a la induccién de apoptosis y disminuir la liberacion de LDH y la
generaciéon de ROS2#*. 252, Ademads, el acido clorogénico inhibe la induccién de la
apoptosis en las células neuronales (Neuro 2A) mediante la inhibicién de la caspasa-3, la
disminucién de los niveles de proteinas pro-apoptéticas de la familia Bel-2 (Bax), el
incremento de miembros anti-apoptéticos (Bcl-2) y la restauracion del potencial de la
membrana mitocondrial alterado por agentes quimicos como el metilglioxal?**. Por su
parte, en células neuronales, el acido clorogénico, ademas de impedir la activacion de la
caspasa-3 e incrementar los niveles proteicos de Bel-x1, inhibe la accién de PARP?52. De
manera adicional, este acido fendlico en altas concentraciones disminuye la progresién
tumoral de las células de hepatoma, induce la muerte celular a través de la activacion de
la caspasa-3%4" e inhibe de manera dosis-dependiente proteinas relacionadas con la

invasion celular (MMP-9)253,

1.3. Efecto del acido clorogénico sobre la modulacion de las vias de

proliferacion/supervivencia.

El acido clorogénico, a altas concentraciones (10-40 pmol/L), previene la
transformacién neoplasica inducida por la radiacion UV o TPA en las células
epidermales JB6 mediante la activacion de PI3K y la disminucién de los niveles
fosforilados de JNKs, p38-MAPK, MAPKK 4, y ERKs!52. Asimismo, este compuesto
bloquea la muerte celular programada inducida por H20: en las células neuronales PC12
mediante la inhibicion de JNKs y p38-MAPKs?2, ademas de las ERKs en la linea
celular Neuro-2A 24, El CGA inhibe el efecto del TPA en las células de epidermis de

ratén mediante el bloqueo de la disminucién de los niveles citosélicos de PKCo254,
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1.4. Efecto del acido clorogénico sobre la regulacion de factores de transcripcion (NF-

KB, AP-1y Nrf2).

El efecto anticarcinogénico del acido clorogénico sobre la transformacién
neoplasica de células epidermales JB6 tratadas con UV o TPA implica una inhibicién
dosis-dependiente de la activacion de NF-kB y AP-1152, Ademas, el CGA activa de

manera dosis-dependiente al Nrf2 y enzimas detoxificantes de fase I1 (GST y NQO1)!52,

2. Epicatequina.

2.1. Generalidades.

La epicatequina (Figura 2.2) es uno de los flavonoides mas comunes en los
alimentos de la dieta y se encuentra en muchas frutas como la manzana, la pera, y la uva
negra, aunque es particularmente abundante en el té verde y en la semilla del cacao*. De
hecho, en esta tltima, la epicatequina puede constituir aproximadamente el 35% del

total de los polifenoles25.

La ingesta de este flavonoide se ha estimado que oscila entre menos de 3 y mas de

9 mg/dial3>.

Figura 2.2. Estructura quimica de la epicatequina.

La epicatequina, a diferencia de otros flavonoides, no se encuentra en forma de

glucésidos en los alimentos, por lo que es mas biodisponible que la mayoria de los

Granado-Serrano - 106 -



RESULTADOS II: Antecedentes

flavonoides de la dieta* 197. Tras su absorcién, la epicatequina es metabolizada, primero
en el intestino delgado y después en el higado, con lo que se generan derivados
glucuronidados, metilados y sulfatados* 36- 39. 197, Las moléculas de epicatequina que no
son absorbidas en el intestino delgado alcanzan el colon, donde las enzimas de la
microflora las transforman en acidos fendlicos y valerolactanos, que a su vez pueden ser

absorbidos y alcanzar el higado* 197.

La epicatequina, al igual que muchos compuestos fendlicos, es un flavonoide
cuyo interés biolégico se relaciona con su actividad antioxidante, antiinflamatoria y
anticarcinogénica®6-2%, Aunque la literatura sobre los efectos biol6gicos de la
epicatequina pura es bastante limitada, diversos estudios llevados a cabo con extractos
de alimentos ricos en catequinas, como el té verde o el cacao, le atribuyen varias

propiedades biologicas.

La actividad antioxidante de la epicatequina se ha asociado con un efecto
protector en la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y?2%. De manera similar, en las
células hepaticas, se ha observado que este flavanol disminuye la citotoxicidad inducida
por el glioxal mediante la inhibicién de la carbonilacién de proteinas?¢. Ademas, el
efecto anticarcinogénico de la epicatequina se ha relacionado también con su actividad
antioxidante en las células HepG226, En los animales de experimentacién, los extractos
totales de catequinas, que contienen epicatequina, parecen tener un efecto protector
frente al desarrollo del cancer hepatico, de pulmén o de mama, asi como frente al
desarrollo de enfermedades cardiovasculares al ralentizar el desarrollo de las placas de

ateroma2s7,

En los estudios de intervencion en humanos, se ha demostrado que la
epicatequina ejerce un efecto antiinflamatorio relacionado con su actividad
antioxidante, ya que disminuye la peroxidacién de los lipidos de la membrana2¢l. Sin
embargo, en la actualidad, la actividad anticancerigena de la epicatequina en este tipo
de ensayos sélo puede sugerirse, ya que la mayoria de los trabajos se han llevado a cabo
con extractos de alimentos ricos en este flavonoide (extractos de cacao, té verde) y
proponen la implicacién de sus componentes en los efectos beneficiosos para la salud,

como en la prevencion del cancer?7.
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Dada la escasez de estudios sobre los efectos biolégicos de la epicatequina pura,
en la actualidad, las investigaciones sobre su mecanismo de accion molecular también

son bastante limitadas y, por tanto, de gran interés.

2.2, Efecto de la epicatequina sobre la modulacion de la apoptosis.

Aunque algunos autores han calificado a la epicatequina como un compuesto
inactivo en términos de induccién de apoptosis?®2, este flavonoide tiene una gran
relevancia por su papel protector frente al estrés oxidativo y la muerte celular

programada.

La epicatequina ejerce un efecto protector en las células de neuroblastoma
asociado a la disminucién de la generacién de ROSZ5. De manera andloga, se ha
observado que este flavonoide también inhibe la apoptosis inducida por el estrés

oxidativo en los fibroblastos humanos FEK4 a través de la inhibicién de la caspasa-3263,

En cuanto a la modulacién de los miembros de la familia de genes bcl-2, hasta la
fecha no se ha estudiado el efecto de la epicatequina sobre la modulacion de estas
proteinas. Sin embargo, se ha descrito que la procianidina B4, que es un oligomero de
este flavonoide, inhibe la apoptosis inducida por doxorubicina en los cardiomiocitos
mediante la regulacién de la expresién de proteinas pro-apoptéticas (Baxa) y anti-
apoptéticas (Bcl-2)28. Ademas, la epicatequina no induce la fragmentaciéon del DNA en
las células humanas de carcinoma de colon (LoVo)2¢* y Delgado y colaboradores?® han
demostrado que este flavonoide inhibe la fragmentacién y el dano oxidativo al DNA

inducido por benzopireno o nitrosaminas en la linea celular de hepatoma humano

HepG2.
En relacién con el ciclo celular, se ha descrito que las altas concentraciones (2-5

mmol/L) de epicatequina paran el ciclo celular de las células de cancer de colon (LoVo)

en fase S, aunque no inducen apoptosis264,
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2.3. Efecto de la epicatequina sobre la regulacion de las vias de

proliferacion/supervivencia.

Diversos estudios han descrito que la epicatequina (50-500 pmol/L) promueve la
proliferacion celular?¢* e inhibe el dano citotéxico inducido por peroxinitrito sin alterar
la activacion que este agente induce sobre AKT y MAPKs en las células endoteliales
primarias de raton (MAEC)265. Por el contrario, en las neuronas corticales primarias de
ratéon, este flavonoide promueve la viabilidad celular a través del incremento de los
niveles fosforilados de AKT y ERKs20¢, mientras que en las células de neuroblastoma
desempena un papel protector frente al estrés oxidativo, al disminiur los niveles
fosforilados de las ERKs y las JNKs?5 Ademas, Won y colaboradores?? han
demostrado que la epicatequina, al igual que el resto de las catequinas del té verde

inhiben la proliferacién de las células vasculares de misculo liso (VSMC) a través de la

modulacién de la via de las MAPKSs.

La modulacién de las distintas isoformas de la PKC por la epicatequina atn no
ha sido estudiada. Por su parte, EGCG ejerce un efecto neuroprotector frente al estrés
oxidativo en las células PC12 que se asocia a la translocacién de PKCo a la membrana

plasmatical®0.

2.4. Efecto de la epicatequina sobre la regulacion de factores de transcripcion (NF-kB,

AP-1y Nrf2).

Epicatequina inhibe la activaciéon del NF-kB inducida por PMA en las células
Jurkat-T mediante la disminucién de la fosforilacién de IKKp y la posterior degradacién
de IxBa'88. Sin embargo, en las células de linfoma de Hodgkin (L-428 y KM-H2), el
efecto de la epicatequina sobre la unién de este factor de transcripcién al DNA no se
asocia con su actividad antioxidante, cambios en la fosforilacién de NF-kB(p65) o con su

translocacién al nicleo, lo que sugiere la implicacion de otras vias de sefializacién268,

En cuanto al factor de transcripcion AP-1, los estudios acerca del potencial papel
de la epicatequina sobre su modulacién son limitados e indican que este flavonoide no
modifica la actividad de AP-1 ni siquiera en presencia de estimuladores de la via236. 209,

En este sentido, parece que sélo las altas concentraciones de epicatequina (100 pmol/L)
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inhiben la actividad de AP-1, a la vez que provocan una leve disminucién de la
viabilidad en las células transformadas 30.7b Ras 1220 Sin embargo, otros estudios
llevados a cabo con otras catequinas han mostrado que la actividad anticancerigena de
estos flavanoles estia relacionada con la inhibicién de AP-1. Asi, en la linea celular
epidérmica JB6, se ha descrito que EGCG inhibe la transformacién celular inducida por
TPA o el factor de crecimiento epidérmico (EGF) mediante la inhibicién de la actividad
de AP-1270, Ademas, en diversas lineas celulares de cancer de colon (Caco2, HCT116,
HT29, SW480 y SW837), EGCG impide el crecimiento de estas células mediante la
inhibicién de la actividad de AP-1, que resultan en un efecto sinérgico tras la adicién de

epicatequina?’l,

El factor de transcripcion Nrf2 se ha asociado recientemente con el efecto
protector de la epicatequina en los astrocitos corticales, ya que este flavonoide induce su

translocacién al nicleo?72,

El conjunto de estas evidencias pone de manifiesto que el acido clorégenico y la
epicatequina pueden desempefiar un importante papel como agentes naturales
protectores frente al estrés oxidativo. Sin embargo, los estudios acerca del efecto directo
de cada uno de estos compuestos, asi como sobre su mecanismo de accién molecular son
bastante limitados, por lo que resulta de especial interés analizar ambos aspectos. En
este estudio, por tanto, se plantea la evaluacion del efecto de estos compuestos fenélicos
sobre el estado redox de la linea celular HepG2, asi como sobre la potencial modulacién
de las sefales clave en el proceso apoptético y vias de supervivencia/proliferacién, y la

regulacion de factores de transcripcion relacionados con el estrés oxidativo.
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Discusion.

El acido clorogénico y la epicatequina son dos compuestos fendlicos que
presentan actividad antioxidante in vitro como captadores de radicales libres, modulan
el estado redox de la célula?4- 259 y poseen un papel quimiopreventivo frente a distintos
tipos de cancer202 264, Sin embargo, la mayoria de los trabajos realizados con ambos
compuestos fendlicos se han enfocado hacia el estudio de su potencial efecto protector
frente a la acciéon de diversos agentes pro-oxidantes?d0. 259. 201 v son muy pocas las
investigaciones que analizan el efecto directo de cada uno de estos compuestos puros y su

mecanismo de accién molecular.

En el presente estudio, se analiza el efecto del acido clorogénico y la epicatequina
sobre las células HepG2. Los resultados obtenidos muestran que ninguno de estos
compuestos resulta citotéxico, pero difieren en sus efectos sobre la viabilidad, la
proliferacion y el estado redox de las células, asi como en la modulacién de las moléculas

clave en los procesos de muerte y/o supervivencia.

1. Acido Clorogénico

El acido clorogénico puro (1-100 pmol/L) disminuye la proliferacion de las células
HepG2, aunque sélo las dosis mas elevadas (50-100 umol/L) reducen ligeramente la
viabilidad. De acuerdo con estos resultados, estudios recientes han demostrado que el
acido clorogénico (20 pmol/L) ejerce un efecto protector frente a la toxicidad inducida
por el metilglioxal en las células neuronales?**. Por el contrario, en células de cancer
hepatico y en las células de cancer de pulmén (A549), el acido clorogénico induce dafio

celular e inhibe la proliferacion celular!52. 247,

En nuestro estudio, el acido clorogénico modula el estado redox de las células
HepG2 mediante el incremento de los niveles de GSH y causa la disminucién de manera
dosis-dependiente de los niveles intracelulares de ROS tras 18 horas de incubacién. En
concordancia con estos resultados, otros estudios han descrito que el acido clorogénico
protege a las células neuronales PC12 del dafio oxidativo inducido por H202 mediante la
disminucién de los niveles de ROS252. De manera similar, este acido fenélico protege a las

células epidermales de raton JB6 de la transformacién neoplasica inducida por el TPA
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mediante la disminucion de los niveles de ROS y un aumento de las enzimas
detoxificantes de fase II (GST, NQO1)!52. Ademas, el acido clorogénico previene el
agotamiento de las reservas de GSH y la generacién de ROS inducidos por diversos pro-

oxidantes240, 243,

La modulacién del estado redox (incremento de GSH) y la ausencia de
citotoxicidad por parte del acido clorogénico sobre las células HepG2 apoyan la idea de
la incapacidad de este compuesto para inducir apoptosis, dado que tras 18 horas de
incubacién ninguna de las concentraciones de acido clorogénico ensayadas
incrementaron la actividad de la caspasa-3 o alteraron el balance de los miembros pro-
(Bax) y anti-apoptéticos (Bcl-x1) de la familia de genes bcl-2. En este sentido, varios
estudios atribuyen al acido clorogénico un efecto protector frente a la muerte celular
programada, que se ha asociado a la disminucién de los niveles de caspasa-3 activa y a la
modulacién de las proteinas de la familia Bcl-2 en las células neuronales?**. No obstante,
se ha descrito que las altas concentraciones de acido clorogénico (mmol/L) pueden tener
un efecto pro-oxidante y promover la apoptosis en las células HepG2 mediante la
induccion de estrés oxidativo y el incremento de la actividad caspasa-3247, ademas de

inducir la parada del ciclo celular en los preadipocitos de raton!?.

En el presente estudio y tras 18 horas de tratamiento, ninguna de las
concentraciones ensayadas (1-100 pmol/L) de acido clorogénico promueve el incremento
de los niveles activos de la AKT ni modifica los niveles de las subunidades reguladora
(p85) y catalitica (p110) de PI3K en las células HepG2. En este sentido, algunos estudios
realizados in vitro han sugerido que el dcido clorogénico actia exclusivamente sobre la
multiquinasa inositol-polifosfato (PIMK), pero no sobre la PI3K27. Por el contrario,
Feng y colaboradores!>2 han demostrado que la prevencién de la invasividad tumoral
que ejerce este acido fendlico en las células epidermales JB6 requiere la actividad

sostenida de la PI3K.

Las células HepG2 requieren la activacién sostenida de las ERKs para su
supervivencia?!. Sin embargo, al igual que ocurri6 con la via PI3K/AKT, el acido
clorogénico no modific6 los niveles activos de las ERKs con ninguna de las
concentraciones ensayadas después de 18 horas de incubacién. De acuerdo con estos

resultados, el efecto protector que el acido clorogénico ejerce en las células JB6 no
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implica la modulacién de los niveles activos de las ERKs, y sélo las concentraciones
elevadas de este acido fenélico (160 pmol/L) disminuyen los niveles activos de estas
MAPKs y producen un dano celular!’®2. Ademas, Huang y colaboradores?** han
demostrado que el acido clorogénico protege a las células neuronales de la induccién de la

apoptosis mediante la disminucién de los niveles activos de las ERKs.

2. Epicatequina

La epicatequina, al igual que el acido clorogénico, no mostré ningun efecto
citotéxico sobre la linea celular HepG2 después de 18 horas de incubacién; de hecho, las
concentraciones mas altas de este flavonoide ensayadas (50-100 pmol/L) promovieron la
proliferacién celular. En relacién con estos resultados, los escasos estudios existentes
sobre la epicatequina discrepan respecto al efecto que este flavanol tiene sobre las
células. Asi, recientemente se ha descrito que la epicateqina promueve la viabilidad
celular en las neuronas corticales primarias de rat6n2¢6, mientras que inhibe la

proliferacion de las células vasculares de misculo liso207.

El estudio de la potencial modulacién del estado redox de las células HepG2 por
la EC demostré que las concentraciones mas altas de este flavonoide (25-100 pumol/L)
disminuyeron la generacion de ROS. De acuerdo con estas observaciones, la
epicatequina previene la formacion de radicales hidroxilo en presencia de metales259- 261,
y disminuye la formacién de ROS en las células de neuroblastoma?’. Estos efectos
beneficiosos de la epicatequina reflejan su habilidad para modular las defensas celulares

antioxidantes?0% 272, aunque puede no implicar un aumento de los niveles de GSH o la

induccién de la GST274,

De acuerdo con la disminucién dosis-dependiente de la generaciéon de ROS
inducida por la epicatequina en las células HepG2 (18 horas), ninguna de las
concentraciones ensayadas del flavonoide (1-100 pmol/L) modificé el estado o los niveles
de las moléculas clave en la sefalizacién de apoptosis [actividad de la caspasa-3 y niveles
de proteinas pro- (Bax) y anti-apotéticas (Bel-xi)]. Estos resultados apoyan estudios
previos que consideran a la epicatequina como un compuesto inactivo para inducir la
muerte celular programada respecto al resto de las catequinas?02. Dichas observaciones

también corroboran el papel protector de este flavanol frente a la induccién de apoptosis

Granado-Serrano - 143 -



RESULTADOS II: Discusion

en los fibroblastos humanos, donde es capaz de disminuir los niveles de caspasa-3
activa?03, De manera analoga, se ha descrito que los extractos de té verde y otros
flavanoles, como EGCG, no modifican los niveles proteicos de los miembros de la familia
de genes bcl-2 (Bcel-2, Bel-x1, y Bad) en las células de cancer de préostata DU145, aunque a
diferencia de la EC, a través de mecanismos que aun no estan claros, inducen apoptosis

en estas células262,

El estudio de la ruta de sefializacién PI3K/AKT mostré, que después de 18 horas
de incubacién, todas las concentraciones de epicatequina (1-100 pmol/L) modularon
positivamente la PI3K en las células HepG2, ya que incrementaron los niveles proteicos
de pl10, la subunidad catalitica, si bien no modificaron los niveles proteicos de su
subunidad reguladora (p85). El aumento en los niveles de la subunidad pl10 podria
conducir a la activacion de la PI3K y la AKT, al incremento de la
proliferacién/supervivencia celular y a la proteccion frente a la apoptosis. En este
sentido, otros autores han demostrado que la epicatequina y otras catequinas aumentan
la actividad de PI3K?%, aunque dicho incremento en los niveles de p110 no siempre esta

relacionado con un aumento de la actividad PI3K.

El efecto de supervivencia que la epicatequina manifest6 en las células HepG2
tras 18 horas de incubaciéon supuso ademas, la activaciéon de las ERKs, excepto con la
concentraciéon mas alta ensayada (100 pmol/L), observandose la mayor activacién de

estas quinasas con la concentraciéon de 10 pmol/L de este flavanol.

Todos estos resultados sugieren que la epicatequina no tiene un efecto citotéxico
sobre las células HepG2, sino que promueve su supervivencia y proliferacion mediante la
regulacién del estado redox y la modulaciéon de las vias de proliferacion/supervivencia
(PI3BK/AKT y ERKs). Este efecto depende de la concentracién del flavonoide, siendo la
concentracién 10 pmol/L la que muestra una mayor activaciéon de estas rutas. De hecho,
el pretratamiento durante 4 6 18 horas con epicatequina (10 pmol/L) probé que este
flavonoide protege a las células HepG2 del dafio oxidativo provocado por el agente pro-
oxidante t-BOOH (200 pmol/L). De acuerdo con estos hallazgos, estudios previos han
demostrado que este flavonoide tiene un efecto similar sobre las células de cancer de

higado?%0, préstata62, colon?36.- 264 y cavidad orall63,
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La modulacién de una ruta de sefalizacién puede implicar posibles variaciones a
lo largo del tiempo. Asi, en ciertas ocasiones, la regulacién temprana y transitoria
(activaciéon o inhibicion) de diferentes proteinas puede ser suficiente para provocar un
efecto determinado en la célula, de manera que los tratamientos a largo plazo no siempre
resultan adecuados para evaluar la potencial regulaciéon de estas rutas por los
polifenoles??. Por tanto, en el presente estudio, se eligi6 la concentracion de
epicatequina 10 pmol/L, puesto que fue la concentracién mas baja que mostr6 una clara
estimulaciéon de AKT y ERKs en las células HepG2, y se analiz6 la modulacién del
estado redox de la célula y de las vias de proliferacién/supervivencia a lo largo del

tiempo.

El estudio de la modulacién del estado redox celular a lo largo del tiempo mostré
que la epicatequina disminuye de manera temprana y transitoria la generacién de ROS.
De manera similar, la epicatequina parece tener una actividad citoprotectora frente al
dano inducido por el H202 en neuronas®5. Ademas, se ha observado que previene la

muerte celular y la formacién de radicales libres en presencia de metales255. 259, 201,

El estudio de la modulacion a lo largo del tiempo de la via de sehalizacién
PI3K/AKT mostré que la epicatequina (10 pmol/L) induce un incremento rapido y
sostenido de los niveles activos de la AKT (Figura 2.3). En contraste con este marcado
efecto, la epicatequina (10 pmol/L) no altera los niveles de la subunidad reguladora (p85)
de la PI3K a lo largo del tiempo, y respecto a la subunidad catalitica (p110) incrementa
sus niveles s6lo tras 18 horas de incubacion. En este sentido, se ha de mencionar que
otros flavonoides, como la quercetina, pueden modificar la actividad PI3K sin que se
alteren los niveles proteicos de sus subunidades?0. De hecho, el bloqueo selectivo de la
actividad PI3K mediante el uso de inhibidores farmacolégicos (LY294002 vy
Wortmanina) previene el incremento de los niveles fosforilados de AKT inducido por la
epicatequina (10 pmol/L) y disminuye la viabilidad de las células HepG2 tras 18 horas de
incubacién. Todos estos resultados sugieren que la supervivencia de estas células

requiere la activacion sostenida de la via de sefializacion PI3K/AKT.

De manera similar a la regulacién que lleva a cabo sobre la via PI3K/AKT, la
epicatequina (10 pmol/L) incrementa de manera rapida y sostenida los niveles activos de

las ERKs (Figura 2.3). Estos resultados apoyan las evidencias mostradas por Schroeter
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y colaboradores0 en relacién con la promocion de la viabilidad celular que induce este
flavonoide en las neuronas corticales primarias, y que se produce a través del incremento
de los niveles activos de la AKT y las ERKs. Sin embargo, en el presente estudio se
muestra que el bloqueo selectivo de las ERKs (PD98059) no afecta a la viabilidad de las
células HepG2 tratadas con la epicatequina (10 pmol/L) durante 18 horas. Todo ello
sugiere que la activacion de la via PI3K/AKT puede ser un estimulo suficiente para
mantener la supervivencia de estas células, y que la activacién de la via PI3K/AKT y de
las ERKs podria ser independiente, aunque ambas son requeridas para la
proliferacién/supervivencia inducida por la epicatequina en las células HepG2. Ademas,
no se puede descartar la implicacién de otras sefales relacionadas con la supervivencia y

el ciclo celular, como NF-kB106,

| EPICATEQUINA | Tiempo (min)
— 4
T IKKo/B ,
: TAKT
)
30
1080

Supervivencia/proliferacion

Figura 2.3. Esquema de la modulacion en el tiempo de las dianas moleculares implicadas en la
supervivencia inducida por epicatequina 10 pmol/L en las células HepG2 (1 incremento; |

disminucion; = sin cambios).

Como se ha comentado anteriormente, en las células hepaticas las JNKs y las
ERKs se regulan de manera opuesta, y es necesaria la activacion de las ERKs para

prevenir una activacion sostenida y letal de las JNKs88. En este sentido, la estimulacion
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de la supervivencia que la epicatequina (10 pmol/L) promueve en las células HepG2
mediante la regulacién de la via PI3K/AKT y las ERKs en el tiempo, no va

acompanada de un cambio en los niveles activos de las JNKs (Figura 2.3).

En concordancia con esos resultados, Jeong y colaboradores?3¢ han descrito que
tras un corto tiempo de incubacién (60 min) con altas concentraciones de epicatequina
(100 pmol/L), al igual que con otros polifenoles como algunas procianidinas (B1 y B2),
los niveles fosforilados de las JNKs y la viabilidad celular no se ven modificados en las
células de cancer de colon HT-29. Sin embargo, en las células de neuroblastoma, la
epicatequina mejora el estado redox frente a un posible dafio oxidativo a través de la
disminucion de los niveles activos de las ERKs y de las JNKs255, mientras que la
inhibicién de la proliferaciéon celular provocada por otras catequinas como EGCG, lleva

asociada la disminucién de la fosforilacién de las MAP K267,

La generacion de ROS es un suceso critico para la activacién de las JNKs®,
mientras que la regulaciéon de las ERKs parece ser independiente de los niveles
intracelulares de los ROS#. De acuerdo con estas consideraciones, la disminucién rapida
y transitoria de los niveles de ROS que provoca la epicatequina (10 pmol/L) en las
células HepG2, se podria asociar con la ausencia de modificacion de los niveles
fosforilados de JNKs. Ademas, las JNKs también estan reguladas por la accién de
miembros proapoptéticos de la familia de genes bcl-2, como Bim, Bax, Bak and Bad?¢- 88,
De acuerdo con ésto, la ausencia de efecto de la epicatequina sobre los niveles proteicos
de Bax en las células HepG2 tras 18 horas de incubacién, apoya el hecho de que los

niveles fosforilados de JNKs no se vean modificados por este flavonoide (10 pmol/L).

En el presente estudio la epicatequina (10 pmol/L) induce un incremento rapido y
sostenido de los niveles totales de PKCa en las células HepG2 (Figura 2.3), lo que se
relaciona con el efecto beneficioso sobre la supervivencia de la epicatequina en estas
células. Ademas, se ha descrito que la PKCa previene la apoptosis mediante la
fosforilacion de Bel-2 y las quinasas implicadas en las vias de supervivencia, como la
AKT?. Asi pues, se podria sugerir que el incremento de los niveles fosforilados de AKT,
que induce la epicatequina (10 pmol/L) en las células HepG2, se debe en parte a la accién

de PKCa. No obstante, la diferencia temporal entre la activacién de ambas quinasas
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sugiere que la epicatequina (10 pmol/L) regula la activacién de AKT y PKCa mediante

vias de senalizacion aparentemente independientes.

La epicatequina (10 pmol/L) provoca el incremento de los niveles citosélicos de la
PKCS en las células HepG2 de una manera rapida y sostenida en el tiempo (Figura 2.3).
Este aspecto, unido al hecho de que la epicatequina no induce la apoptosis en estas
células, esta de acuerdo con los estudios que han descrito que la inhibicién de la muerte
celular programada implica la rapida retranslocacién de PKCO desde el nicleo%. 9.
Ademads, otros trabajos han descrito que la PKCd puede interferir en la supervivencia
celular mediante su interacciéon con las proteinas de la familia Bel-2 y la regulacién de
MAPKs%. 9 de manera que un incremento endégeno de PKCO puede promover

apoptosis mediante la activacion de las JNKs y una estimulacién transitoria de las

ERKs?.

La activacion del factor de transcripcion AP-1 modula la proliferacion y el ciclo
celular, aunque su activacién sostenida en las células con un dafno en el DNA puede
provocar apoptosis!®. En el presente estudio, el efecto sobre la supervivencia de la
epicatequina (10 pmol/L) en las células HepG2 se relaciona con la activacién rapida y
sostenida de AP-1 (Figura 2.3). Sin embargo, y a diferencia de los resultados obtenidos,
otros estudios han mostrado que este flavonoide no activa a este factor de transcripcion,
incluso en presencia de estimuladores de AP-1236. 209, No obstante, las concentraciones
altas de epicatequina (100 pmol/L) pueden inhibir la actividad de AP-1, pero este efecto
se ha asociado con un descenso de la viabilidad celular209. Adema4s, el incremento de la
actividad de AP-1 inducido por la epicatequina (10 pmol/L) en las células HepG2 se
acompana de un aumento rapido y sostenido de los niveles nucleares de c-Jun (Figura
2.3). En este sentido, Jeong y colaboradores?3¢ han demostrado que el tratamiento de las
células de cancer de colon con este flavanol no modifica los niveles de c-Jun y, por lo

tanto, tampoco la actividad de AP-1.

En cuanto a la modulacién del factor de transcripcion NF-kB, la epicatequina
induce un incremento rapido y transitorio de la activacion de esta via de sefializacion:
activaciéon temprana de IKK que promueve la fosforilaciéon de IxBa y su posterior
degradacion, lo que facilita la movilizacién al nicleo de NF-kB (p65) e incrementa su

unién al DNA. En este sentido, la subunidad catalitica IKKp juega un papel clave en la
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activacion de NF-kB, siendo la principal quinasa de activacion de IkB en el
citoplasma??™. Sin embargo, esta quinasa también puede fosforilar a NF-xB(p65) en
multiples sitios, lo que sugiere que IKKB no sélo estd implicada en promover la
degradacion de IxB, sino también en la fosforilacién y transactivacion de NF-kB277. Por
otro lado, aunque los estudios sobre el papel de la localizacién nuclear de IKKP son
limitados, se ha descrito que desempeia un papel clave en la inhibicion de la represion
génica mediada por IkB de genes dependientes o independientes de NF-kB, lo que
sugiere la comunicacién de este factor de transcripcién con otras vias de sefializacién2.
Asi pues, la epicatequina (10 pumol/L) provoca una movilizacién rapida y transitoria
hacia el nicleo de IKKP en las células HepG2, lo que puede contribuir a la fosforilacién

de IxB.

La subunidad catalitica IKKa se relaciona con la proliferacién y la diferenciaciéon
celular, y se ha descrito que su localizacién citoplasmatica es crucial en la activaciéon de
la ruta alternativa del NF-kB276. En este sentido, la epicatequina (10 pmol/L) promueve
un rapido incremento de los niveles citosélicos de IKKa, que se relaciona con la rapida
activacion de la via NF-kB en las células HepG2. Ademas, diversos estudios han
mostrado que la localizaciéon nuclear de esta quinasa desempefia un papel importante en
la induccién de la expresién de genes dependientes de NF-kB (ikb) y de genes
independientes de la modulaciéon de este factor de transcripcién relacionados con la
proliferacién celular, como c-fos y c-myc2’6. No obstante, la acumulacién de IKKa en el
nucleo se relaciona con la apoptosis asi como con la inhibicién de la represién génica
mediada por IkB, al igual que TKK[P2%; asi, la epicatequina (10 pmol/L) induce un
incremento rapido y transitorio de los niveles nucleares de IKKa en las células HepG2,
efecto que se ha descrito también para otros flavonoides en células hepaticas?2. Sin
embargo, en otros tipos celulares se ha mostrado que la epicatequina inhibe la via de
sefalizacién del NF-KB previamente activada por la accién de diversos agentes

farmacolégicos!88. 268,

La actividad antioxidante que manifiestan diversos polifenoles se ha relacionado
con su capacidad para regular la via de sefializacién del Nrf2 y con la modulacién de la
actividad de otros factores de transcripcion (NF-kB y AP-1)103, En el presente estudio, la

epicatequina (10 pmol) promueve la activacién temprana y transitoria de Nrf2, junto
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con la activacion del NF-xkB y el AP-1 (Figura 2.3). Este resultado esta de acuerdo con
diversos estudios que han puesto de manifiesto que tanto la epicatequina como otros

polifenoles son capaces de activar por si solos la via de sefializacion del Nrf2272,

Al igual que el NF-xB, la activacién del Nrf2 parece estar modulada por el estado
redox de la célula. De hecho, se ha descrito que un pequeio incremento en la generacion
de ROS promueve la activacion de este factor de transcripcion, mientras que un
aumento ligeramente superior estimula a NF-kB2?. En este sentido, se ha puesto de
manifiesto que la atenuacién de los niveles intracelulares de ROS inducida por diversos
polifenoles puede ir acompaifiada de la activacion del Nrf2280. Asi pues, la activacién de
Nrf2 y NF-kB inducida por la epicatequina (10 pmol/L) en las células HepG2 esta
asociada a una disminucién transitoria de los niveles intracelulares de ROS. De esta
manera, el tratamiento de las células HepG2 con un bloqueante especifico de la
generacion de ROS (difenilen iodonio, DPI) demostré que el incremento de la
translocaciéon del Nrf2 y el NF-kB hacia el nicleo inducido por la epicatequina (10

pmol/L) en estas células depende de la disminucién de los niveles intracelulares de ROS.

Nrf2 y NF-kB también pueden estar modulados por moléculas clave de las vias
de proliferacién/supervivencia, como PI3K o ERKs!03. 272, El uso de inhibidores
especificos de PI3K y ERKs (Wortmanina y PD98059, respectivamente) disminuye la
translocacién hacia el nicleo de Nrf2 en las células sin tratar, asi como el efecto de la
epicatequina (10 umol/L) sobre la activacién de este factor de transcripcion. Estos
resultados sugieren que la activacion de la via de sefializacion de la PI3K y de las ERKs
inducida por la epicatequina (10 pmol/L) esta directamente relacionada con la activacién
del Nrf2 en las células HepG2. De manera similar, en los astrocitos, neuronas
dopaminérgicas y las células hepaticas, el incremento de la actividad PI3SK/AKT esta
ligado a la activacién del Nrf2272.280. 281 Sin embargo, parece que la PI3K no promueve
la activacién del NF-kB en las células HepG2, puesto que sélo la inhibicién de las ERKs
fue capaz de bloquear el efecto de la epicatequina (10 pmol/L) sobre este factor de
transcripcion. Por el contrario, en otros tipos celulares se ha descrito que el incremento
de la actividad PI3K se asocia con un aumento de la actividad transcripcional del NF-
kB9, Todas estas evidencias apoyan la idea de que la regulacién que las vias
PI3K/AKT y ERKs llevan a cabo sobre Nrf2 y NF-kB parece depender de la naturaleza

del estimulo y del tipo celular??2.
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En resumen, el dcido clorogénico vy la epicatequina ejercen un efector protector en las
células HepG?2 frente a un posible dafio oxidativo, ya que mejoran su estado redox. Ademds,
la EC estimula la supervivencia vy la proliferacion de estas células mediante la regulacion a lo
largo del tiempo de moléculas clave de la via de la PI3K/AKT, las MAPKs (ERKs y
JNKs) y la PKC, que a su vez parecen estar involucradas en la modulacion que ejerce este

flavonoide sobre importantes factores de transcripcion sensibles al estado redox de la célula

(NF-kB, AP-1y Nrf2).
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Antecedentes.

El higado es el principal érgano diana de todas las sustancias quimicas que se
ingieren a través de la comida y que son absorbidas posteriormente por el tracto
intestinal?82, La mayoria de estas sustancias son metabolizadas y procesadas por los
hepatocitos para ser utilizadas directamente por el organismo, o bien para ser
transformadas en componentes celulares y/o tisulares. Sin embargo, hay otras sustancias
denominadas comunmente xenobidticos, que no pueden ser utilizadas por los
hepatocitos o incorporarse a las estructuras celulares, cuya metabolizacién implica la
formacion de conjugados solubles que posteriormente se pueden transportar y
excretar?82, Ademas, la exposicion prolongada a estos agentes téxicos puede
desencadenar una respuesta inflamatoria crénica, que puede provocar un dano hepatico
grave, como la fibrosis, que a su vez puede derivar en una hepatitis crénica, cirrosis e,

incluso, cancer hepatico*7- 283,

Los nitroso-compuestos, y en particular la dietil-/N-nitrosamina (DEN) son
potentes agentes carcinégenicos y mutagénicos, dado que son capaces de incorporarse a
la estructura de las bases nitrogenadas?%% 285, Estos compuestos nitrosados y sus
precursores pueden encontrarse en el aire, el ambiente de determinados tipos de trabajo,
en los alimentos (productos carnicos y lacteos), tabaco, cosméticos y otros productos
farmacéuticos'32, aunque también pueden formarse endégenamente en el organismo a
partir de distintos componentes de la dieta!30- 132, Algunos estudios han sugerido que las
N-nitrosaminas pueden causar una gran variedad de tipos de cancer, por lo que son
ampliamente utilizadas en modelos animales de cancer?*. En el hombre, provocan
necrosis hepatica y estan estrechamente relacionados con el cancer de higado!'32. En
concreto, DEN es la hepatotoxina mas utilizada en el estudio experimental de la

hepatocarcinogénesis284-286,

La activaciéon metabélica de DEN tiene lugar principalmente en los microsomas
hepaticos a través de la accién enzimatica de monoxidasas dependientes del citocromo
Piso como CYPEL, y da lugar a productos pro-mutagénicos, como Og-etil deoxi-
guanosina y O4- y Og-etil deoxi-timidina, que son los responsables de sus efectos

carcinogénicos?8?. Esta activaciéon de DEN estimula a las células de Kupfer, lo que
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conduce a la generacién de altos niveles de ROS capaces de inducir el dafio hepatico que,

a su vez, puede derivar en el desarrollo de la hepatocarcinogénesis?87.

El estrés oxidativo desempefia un papel desencadenante en la iniciacién,
promocién y progresién de la mayoria de las enfermedades hepaticas®-51-56, El higado es
la principal diana de los agentes téxicos que inducen la apoptosis mediada por radicales
libres y posee un eficaz sistema de defensa antioxidante para contrarrestar las ROS que
se generan habitualmente durante el metabolismo celular?8. Sin embargo, en
condiciones de estrés oxidativo intenso, el sistema antioxidante de la célula puede verse
comprometido para hacer frente al exceso de ROS, y se puede producir un dafio en las

moléculas celulares criticas (lipidos, proteinas y acidos nucleicos)30- 68,

Los antioxidantes de la dieta, como los flavonoides, tienen un papel protector
frente al estrés oxidativo y han sido propuestos como potenciales agentes preventivos y
terapéuticos frente al dano hepatico®!. En este sentido, el cacao y sus productos
derivados, muy consumidos en la Unién Europea y en EEUU, son alimentos que
constituyen una fuente rica en flavonoides, especialmente en flavanoles como (-)-

epicatequina y (-)-catequina y en procianidinas?®.

Los flavonoides del cacao se consideran potentes antioxidantes; de hecho, su
capacidad de captar radicales libres es mucho mayor que la del té negro, el té verde o el
vino?®. Ademas, estos compuestos pueden influir en numerosas funciones biolégicas a
través de la regulacién de rutas de transduccién de sefales para estimular apoptosis y/o
inhibir procesos de inflamacién y proliferacion en diferentes lineas celulares humanas
cancerigenas®!. 08, 289, 291. 292 Por todo esto, los compuestos fendlicos del cacao se han
propuesto no s6lo como potenciales agentes naturales protectores del daiio hepatico, sino
también como agentes terapéuticos’!- 28%: 293, Sin embargo, hasta la fecha, los estudios
acerca del beneficio de una dieta rica en cacao frente al estrés oxidativo relacionado con

el dafio hepatico son bastante limitados.

La modulacion de las enzimas antioxidantes de fase I (GR y GPx) y
detoxificantes de fase II (GST), asi como los niveles de GSH, desempenan un papel clave
en el balance del estado redox de la célula, ya que reducen la generaciéon excesiva de

ROS y peréxidos y contribuye a la detoxificacién de los xenobidticos’!: 255, En este
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sentido, se ha descrito que el cacao es capaz de aumentar la actividad de las enzimas
antioxidantes de fase I en las células hepaticas’!- 292 y estimular la supervivencia y
proliferaciéon celulares a través de la modulacion de diferentes rutas de sefalizacion
(PISK/AKT y MAPKSs)255. 289. 292 Asi, en las células HepG2, la estimulaciéon de las
actividades enzimaticas GPx y GR por la acciéon del cacao tiene lugar a través de la
activacion de las ERKs292. Ademas, se ha demostrado que la induccién de la expresion
de la enzima detoxificante GST esta implicada en la regulacién de la proliferacién celular

y la proteccion frente a la apoptosis mediada por la senalizaciéon de JNKs294,

Todas las actividades biolégicas atribuidas al cacao resaltan el interés de su
potencial efecto protector frente al dafio hepatico inducido por la hepatotoxina dietil-N-
nitrosamina en ratas. Asi, en el presente trabajo se estudia la modulacién de los sistemas
de defensa antioxidante y detoxificante celulares y de proteinas relacionadas con la

supervivencia/proliferacién y muerte.
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Discusion.

La dietil- N-nitrosamina provoca una generacion excesiva de radicales libres en el
higado, lo que conduce a un estado de estrés oxidativo y al inicio de la carcinogénesis?87.
La utilizacién de esta toxina constituye el modelo de estudio mas aceptado para analizar
la relaciéon entre la necrosis hepatica y la iniciacién del HC(C283-286. 295 Ademas, DEN
induce la proliferacion postnecrética de los hepatocitos, por lo que contribuye a

incrementar el nimero de células iniciadas durante la hepatocarcinogénesis2.

El dafio hepatico causado por DEN disminuye la funcionalidad de los
hepatocitos, lo que puede ser observado por la alteraciéon en la sintesis de albimina. De
hecho, los pacientes con HCC en un estado de desarrollo temprano presentan bajos
niveles de albimina en suero285. En concordancia con estas observaciones, en nuestro
estudio, todos los animales tratados con DEN, alimentados con dieta estandar (grupo 3)
o rica en cacao (grupos 4 y 5), mostraron una disminucién de los niveles totales de
proteina en plasma. Por otra parte, la reduccion en la ingesta y en la ganancia de peso
pueden ser indicadores indirectos de la pérdida de la funcionalidad hepatica inducida por
DEN?285. 286. 296, No obstante, el analisis de la posible alteracién en el tamafio del higado
de estos animales no mostré, en concordancia con estudios previos, diferencias en la

relacién peso higado/peso corporal entre los animales sanos y los tratados con DEN285.

297,

El mal funcionamiento hepatico causado por DEN puede reflejarse en los niveles
circulantes de las enzimas hepaticas [aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (ALP)]2%. En este sentido, las actividades
elevadas de ALT y AST constituyen buenos indicadores para diagnosticar el dafo
hepatico, mientras que el incremento de ALP en suero se asocia principalmente con
alteraciones patolédgicas del flujo biliar?%. Por su parte, los valores altos de LDH son
indicativos de la pérdida de la integridad de la membrana de los hepatocitos?8>- 286, En el
presente estudio, todos los animales que recibieron el téxico (grupos 3, 4 y 5) mostraron
un incremento en las actividades séricas de ALT, ALP y LDH, pero curiosamente s6lo
los animales tratados con DEN que fueron alimentados con la dieta rica en cacao

(grupos 4 y 5) mostraron un incremento en la actividad sérica de AST. Todos estos
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resultados sugieren que el cacao no puede impedir el dafio necrético causado por la dietil-

N-nitrosamina.

El cacao, rico en compuestos fendlicos antioxidantes, puede inhibir diferentes
procesos tumorales relacionados con el cancer de higado, pulmén 297, mama y

pancreas?8, ya que puede impedir la accién mutagénica de las aminas heterociclicas.

El glutation participa en el mantenimiento del estado redox de las células, ya que
contribuye a contrarrestar las ROS generadas durante el estrés oxidativo®: 6. En
nuestro estudio, los animales tratados con DEN que fueron alimentados con una dieta
rica en cacao mantuvieron unos niveles normales de GSH (grupo 5) o incluso
aumentaron su contenido (grupo 4), a diferencia de la deplecién de GSH observada en
los animales tratados con DEN que recibieron una dieta estandar (grupo 3). Estos
resultados apoyan la potencialidad del cacao para contrarrestar el dano oxidativo
inducido por DEN y el refuerzo de las defensas antioxidantes en condiciones normales,
como previamente se ha descrito para otros antioxidantes naturales8. 280, De hecho,
también se observo que en aquellos animales tratados con DEN y alimentados con una
dieta rica en cacao durante todo el estudio (grupo 4) no se modificaba el contenido sérico
de grupos carbonilo, indicativo de dano oxidativo a proteinas?85. 286, a diferencia del
efecto que tuvo esta hepatotoxina en los animlaes que habian seguido una dieta

estandar.

La actividad de las enzimas de fase I (GPx, GR) y de fase 1I (GST) esta
estrechamente relacionada con el metabolismo del GSH%. Diversos estudios han descrito
que la disminucién de los niveles de GSH, asi como de las actividades GPx, GR y
catalasa, es un rasgo caracteristico de los tumores hepaticos?>. 286, En nuestro estudio,
las actividades GPx y GR se incrementaron en los animales sanos alimentados con una
dieta rica en cacao (grupo 2), en concordancia con estudios previos que muestran la
inducciéon de ambas actividades enzimaticas por la accion de extractos polifendlicos de
cacao en células hepaticas?*?2 y productos derivados de fibra de cacao en animales de
experimentaciéon??, respectivamente. La gravedad del estrés oxidativo causado por
DEN en el higado de estos animales se puso de manifiesto por la disminucién de los
niveles de GSH y de las actividades de la GPx y catalasa, observada en los animales

tratados con DEN y alimentados con la dieta estandar. Sin embargo, estos parametros
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no se vieron modificados en aquellos animales a los que se les sustituy6 la dieta estandar
por la dieta cacao tras la intoxicacién con DEN (grupo 5). Ademas, en los animales que
fueron alimentados con cacao durante todo el experimento (grupos 2 y 4), los niveles de
GSH vy la actividad GPx se incrementaron por encima de los controles (grupo 1). Todos
estos resultados, corroboran la accién protectora del cacao frente al dano oxidativo
provocado por DEN. Por su parte, y a diferencia de los resultados obtenidos con las
enzimas GPx y catalasa, la actividad GR observada en todos los animales tratados con

DEN (grupos 3-5) fue similar a la que presentaban los animales control (grupo 1).

El GSH actda como sustrato para la GST, proporcionandole grupos sulfhidrilo
para sus reacciones de conjugacion que contribuyen a neutralizar y solubilizar los
productos resultantes del metabolismo de los xenobiéticost* 9. Diversos estudios han
descrito tanto un incremento como una disminucién de la actividad GST tras el dafo
hepatico inducido por DIEN286.29. 300 mjentras que la exposicion a diferentes compuestos
naturales, y también polifenoles, se ha relacionado con la induccién de esta enzima como
uno de sus principales mecanismos de proteccién frente a la carcinogénesis y el estrés
oxidativo inducidos quimicamentef* 286. 300, En nuestro estudio, la actividad GST
hepatica no disminuy9 tras el tratamiento con DEN; sin embargo, los animales tratados
con esta hepatotoxina, que ademas recibieron una dieta rica en cacao (grupo 4),
presentaron una actividad GST significativamente superior a la del resto de los grupos
de animales, lo que sugiere un papel protector del cacao frente a un dafio oxidativo

hepatico.

La induccién de la apoptosis es un mecanismo importante que se produce en una
situaciéon de dafio hepatico agudo®* 2%. De hecho, una tasa alta de apoptosis de los
hepatocitos esta relacionada con la fibrosis hepatica progresiva y el cancer de higado287:
301, La actividad de la caspasa-3, que es la enzima ejecutora mas importante de la
apoptosis, se considera un buen método de determinaciéon de dano hepatico’!. En
nuestro estudio, ademas del dano necrético, el tratamiento con DEN (grupo 3) aumento
la muerte por apoptosis en los hepatocitos, lo que se reflejé en una elevada actividad de
la caspasa-3. Sin embargo, el cacao mostré un efecto protector frente al dafio apoptético
inducido por DEN. Se observé una disminucién de la actividad de la caspasa-3 en los
animales que habian recibido una dieta rica en cacao tras la administracion de DEN

(grupo 5), que fue completamente restablecida en los animales tratados con DEN que
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habian tomado durante todo el experimento una dieta rica en cacao (grupo 4). Ademas,
en condiciones normales, la administracién de una dieta rica en cacao disminuyé la

actividad de la caspasa-3 de los hepatocitos (grupo 2).

Las activacién de las JNKs también se ha relacionado con la apoptosis en el
higado®s. En este sentido, la administracion de DEN (grupo 3), en consonancia con el
aumento de la actividad caspasa-3, provocé un incremento de la relacion p-JNKs/JNKs
que no se observé en los animales que habian recibido una dieta rica en cacao (grupos 4 y

5); esto sugiere un papel protector del cacao frente a la muerte de los hepatocitos

inducida por DEN.

Los niveles fosforilados de AKT se consideran como un marcador critico de la
agresividad del cancer hepatico'2°. En nuestro estudio, DEN incrementé los niveles de p-
AKT (grupo 3), aunque estos niveles no se modificaron en los animales tratados con esta
hepatotoxina que habian recibido cacao como parte de su dieta (grupos 4 y 5). Estos
resultados sugieren que el cacao atenta la proliferacion hepatica postnecrética inducida

por DEN y reduce el nimero de células iniciadas?9.

Las ERKs también juegan wun papel critico en el balance entre la
proliferacién/supervivencia y progresion del ciclo celular®*. Recientemente se ha descrito
un incremento de los niveles fosforilados de ERKs en tumores en un estado avanzado32.
De acuerdo con estos resultados, en nuestro estudio, los animales tratados con DEN
(grupo 3) experimentaron una disminucién de los niveles de p-ERKs, que no se previno
con la administraciéon de la dieta rica en cacao (grupos 4 y 5). Sin embargo, en los
animales control que habian recibido cacao en su dieta (grupo 2), se observé un
incremento en los niveles fosforilados de las ERKs, coincidiendo con otros estudios que
han descrito que el cacao ejerce un efecto protector frente a un posible dafio oxidativo en
las células hepaticas mediante el incremento de las enzimas antioxidantes (GPx y GR) a

través de la activaciéon de las ERKs292,

Todos estos resultados sugieren que las elevadas actividades séricas de AST y
ALT observadas en los animales tratados con DEN que recibieron una dieta rica en
cacao (grupos 4 y 5) frente a los que recibieron una dieta estandar (grupo 3), podrian

deberse a una mayor viabilidad de los hepatocitos en el higado de estos animales, puesto
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que presentaron una menor actividad caspasa-3 y LDH, y niveles inferiores de p-JNKs.
No obstante, los animales tratados con DEN que recibieron la dieta estandar (grupo 3)
mostraron niveles de p-AKT elevados, lo que podria sugerir un incremento de la

proliferacién/supervivencia celular.

En resumen, se puede decir que una dieta rica en cacao no protege completamente
frente al dafio necrotico inducido por DEN en el higado de rata, como se refleja en los altos
niveles séricos de la actividad de los marcadores de daiio hepdtico (AST, ALT y ALP), la
elevada actividad LDH y la disminucion de los niveles de p-ERKs. Sin embargo, el cacao
ateniia parcialmente el dafio oxidativo hepdtico inducido por DEN mediante la estimulacion
del sistema de defensa antioxidante (GSH, GPx, catalasa) y detoxificante (GST) de los
hepatocitos, lo que se aprecia en la disminucion del dafio oxidativo a proteinas. Ademds, la
dieta rica en cacao previene la muerte celular programada inducida por el toxico, puesto que
disminuye marcadores de apoptosis (p-JNKs, actividad de la caspasa-3) y reduce la

proliferacion postnecrotica de las células daniadas (p-AKT).
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Discusion General.

Las actividades antioxidante y anticarcinogénica de los polifenoles de la dieta
han sido ampliamente estudiadas en diferentes lineas celulares?!3- 263. 291 y en animales de
experimentaciéon®l- 139, Ademads, diversos estudios epidemiolégicos han mostrado una
asociacion entre el consumo de alimentos y bebidas ricos en polifenoles y la disminucién
del riesgo de padecer enfermedades crénicas relacionadas con el estrés oxidativo, como el

céncer!s. 22, 23,134,

En la actualidad, existe una gran controversia respecto a los antioxidantes y su
uso frente al cancer. Muchos de los farmacos que se administran durante la
quimioterapia inducen estrés oxidativo en las células cancerigenas, lo que conduce a su
destruccién por necrosis y/o apoptosis, por lo que la administraciéon de antioxidantes,
como los compuestos fendlicos de la dieta, podria disminuir esa alteracién del estado
redox celular e impedir la muerte de las células cancerigenas3’3. Esta observacién se ha
puesto de manifiesto recientemente al demostrarse que el compuesto del té verde EGCG
interfiere con los efectos anticancerigenos de Bortezomib, un farmaco usado para el
tratamiento del mieloma y linfoma, dado que bloquea su funciéon inhibidora del
proteosoma3’4, Sin embargo, otros estudios han demostrado que los compuestos fenélicos
también pueden contribuir a la induccion de la muerte de las células cancerigenas a
través de un efecto pro-oxidante!4s. 305, En este sentido, se ha descrito que la genisteina
actiia de manera sinérgica con el 5-fluorouracilo potenciando la muerte de las células de
cancer de colon inducida mediante el incremento de la generacién de las ROS
intracelulares3%. De hecho, el empleo de los compuestos fendlicos parece incrementar la
eficacia de los farmacos anticancerigenos, lo que permite reducir su dosis. De esta
manera, un estudio reciente ha mostrado que la quercetina disminuye el contenido de
GSH intracelular y potencia la accién apoptética del triéxido de arsénico (As203),
farmaco que se utiliza frente a la leucemia?'?. No obstante, resulta de gran interés el
estudio de la valoracion de la potencial actividad preventiva de los compuestos fenélicos
de la dieta frente al caAncer mediante el estudio de su mecanismo de accién molecular, lo

que constituye el principal objetivo de este trabajo5!. 136. 137,

El efecto quimiopreventivo y/o quimioterapéutico de los compuestos fenélicos de

la dieta frente al cancer implica diversos mecanismos de accion que pueden diferir entre
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los distintos compuestos?: 49 51 68, 136. 137 a5i como para un mismo polifenol en funcién de
la concentracion que se usel!60. 216. 308 o el tipo celular en el que actie’% 310, En este
sentido, algunos estudios han descrito que diversos compuestos fendlicos a bajas
concentraciones tienen un efecto antioxidante y antiapoptético y promueven la
proliferaciéon celular2!6. Por el contrario, parece que los compuestos fendlicos a altas
concentraciones actiian como agentes pro-oxidantes!®0-216.308 v parecen inducir apoptosis
de manera selectiva en las células cancerigenas!®s- 310, Sin embargo, el mecanismo
molecular de accion de cada uno de estos compuestos fendlicos ligado a un efecto

determinado atn no esta bien caracterizado.

1. Potencial efecto preventivo de tres clases de compuestos fenélicos sobre la linea celular

HepG2.

1.1. Quercetina.

La quercetina parece tener actividad anticancerigena, y ello se ha relacionado
con su actividad antioxidante, su capacidad para inhibir enzimas que activan
carcinégenos, y con su actividad para modular diferentes rutas de transducciéon de
sefiales!59. 196. 215, 218, 224, [)e manera mas concreta, Ferraresi y colaboradores3’> han
demostrado que un tratamiento a corto plazo con quercetina tiene un efecto
antioxidante y antiapoptdtico, mientras que un tratamiento a largo plazo resulta en una
acciéon pro-oxidante y pro-apoptética. Ademas, se ha descrito que los efectos de la
quercetina sobre la apoptosis dependen en gran medida de las condiciones
experimentales, como por ejemplo, su concentracion en el medio y el tipo celular sobre el

que actda?!®,

Este trabajo ha puesto de manifiesto que la quercetina disminuye la viabilidad
de las células HepG2 de manera dosis- y tiempo-dependiente. En este sentido, otros
estudios han demostrado que las concentraciones bajas de quercetina evocan
mecanismos de protecciéon, supervivencia y/o proliferacién, mientras que las
concentraciones altas de este flavonoide tienen un efecto apoptético y necrético?!6. Asi,
la quercetina estimula el crecimiento de la linea de carcinoma escamoso SCC-25 si se
administra en concentraciones de 1 a 10 pmol/L, mientras que dosis mas altas (100

pmol/L) lo inhiben3%8. De manera similar, en la linea celular de hepatoma de rata
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HAIIIE, una concentracién de 10 umol/L. de quercetina protege a estas células de un
dano oxidativo inducido por H202, mientras que una concentracién 50 umol/L es capaz
de promover por si misma la activacion de la cascada de caspasas e inducir apoptosis en

la misma linea celular210,

El analisis de los marcadores de citotoxicidad y estado redox (LDH y ROS), asi
como de las proteinas implicadas en la muerte celular programada (caspasas y miembros
de la familia de genes bcl-2) muestra que, ademas de un dafio necrético, la quercetina
induce apoptosis en las células HepG2 a través de la activacion de la ruta intrinseca de
apoptosis (caspasas-9 y-3) y el desequilibrio en los niveles de los miembros pro- (Becl-xs,
Bax) y anti-apoptéticos (Bcl-x1) de la familia Bcl-2. En este sentido, se ha observado
que la quercetina también induce la muerte celular programada en diversas lineas
celulares cancerigenas mediante la activacion de la via mitocondrial (caspasa-9) y el
descenso de proteinas anti-apoptéticas (Bel-2 y Bel-xp)!159% 170, No obstante, en las células
de cancer de préstata LNCaP, la quercetina induce la muerte celular programada a
través de la activacion de ambas rutas de induccién de apoptosis (extrinseca e
intrinseca), la disminucién de la relaciéon Bcel-x1/Bax y el aumento de la translocacién de

Bax hacia la mitocondria2!5.

La activacién de la apoptosis provocada por la quercetina en las células HepG2
parece estar promovida por el incremento transitorio de los niveles intracelulares de
ROS. De manera andloga, Nakazato y colaboradores'® han demostrado que EGCG
induce apoptosis en las células B malignas a través del aumento de la generacion de
ROS, ya que la incubacién de estas células con EGCG en presencia de catalasa o
superéxido dismutasa, reduce significativamente la producciéon de ROS y el porcentaje

de células apoptéticas.

La modulacién de las senales implicadas en las vias de proliferacion y
supervivencia, como la PI3K/AKT y las ERKs, puede estar indirectamente implicada en
la modulacién de la muerte celular programada?-83, lo cual esta de acuerdo con el efecto
que ejerce la quercetina sobre ambas quinasas en las células HepG2. Las concentraciones
mas bajas de quercetina, que son las que tienen un menor efecto sobre la viabilidad de
las células HepG2, incrementan los niveles fosforilados de AKT y ERKSs, mientras que

las concentraciones mas altas del flavonoide disminuyen de manera dosis-dependiente
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los niveles fosforilados de ambas quinasas. De manera similar, diversos estudios han
descrito que el efecto apoptético que induce la quercetina en las células de cancer de
pulmén A549159 y de cancer de préstata LNCaP?!5> esta asociado a una disminuciéon
dosis-dependiente de los niveles fosforilados de AKT. Por su parte, el descenso de los
niveles activos de las ERKs inducido por las concentraciones altas de quercetina se ha
relacionado con la inhibicién de la proliferacion celular y la parada del ciclo celularss. No
obstante, en el caso de las ERKs, también se ha descrito que las concentraciones altas de
este flavonoide provocan un aumento de sus niveles fosforilados, lo que se ha asociado
con la induccién de apoptosis!?®. Esto sugiere que, a pesar de que la activacién de las
ERKs se suele asociar con la proliferacién y supervivencia celulares, su modulacién

durante el proceso apoptético puede depender del contexto celular.

1.2. Epicatequina.

La epicatequina posee una importante actividad antioxidante, por lo que podria

considerarse como un buen agente preventivo frente al dafio oxidativo celular235. 259, 260.

263, 287,

En este estudio, la epicatequina disminuye de manera dosis dependiente la
generaciéon de ROS en las células HepG2, lo que se puede interpretar como una mejora
del estado redox célular. Ademas, en concordancia con estudios realizados anteriormente
en células prostaticas?02, la epicatequina no induce la apoptosis en las células HepG2, por
lo que no se observa un incremento de la actividad caspasa-3 ni se modifican los niveles
de las proteinas Bcl-2 pro- (Bax) y anti-apoptéticas estudiadas (Bcel-xp); de hecho, la
epicatequina estimula la supervivencia y la proliferaciéon celular de manera dosis
dependiente. Estos resultados discrepan con los efectos observados por otros autores que
han descrito que este flavonoide inhibe la proliferacién celular20?, aunque esta diferencia
quizas pueda ser debida al tipo de célula utilizado en el estudio, como se ha descrito de

manera previa para otros compuestos fenélicos309. 310,

La regulacién de la via PI3K/AKT y las ERKs en las células HepG2 por la
epicatequina muestra que este flavanol activa ambas vias de sefializacién, siendo
imprescindible la activacién de la via PI3K/AKT para la supervivencia de estas células.

El hecho de que la activaciéon de estas sefales no se produzca de manera dosis-
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dependiente podria apuntar hacia una respuesta diferente en funcién de la concentracién
empleada, como se ha descrito para otros polifenoles!60. 216. 308, Por otro lado, se ha de
destacar que otras catequinas, como EGCG y EGC, han mostrado efectos contrarios a
los del presente estudio en el tratamiento de células cancerigenas; dichos trabajos
muestran un incremento de los niveles de ROS que media, posteriormente, en la

induccién de apoptosis (activacién de caspasas e inhibicién de IAPs)149. 165,

1.3. Acido Clorogénico.

Entre las propiedades biolégicas de este acido fendlico cabe mencionar su papel

como antioxidante244, 252,

En este estudio, las concentraciones mas altas del acido clorogénico afectan
levemente a la viabilidad y proliferacion de las células HepG2, como se habia mostrado
en trabajos anteriores?*). Sin embargo, el dcido clorogénico no induce apoptosis en estas
células, lo que esta de acuerdo con el incremento de los niveles de glutation y sugiere una
mejora de la tolerancia celular intrinseca frente al estrés oxidativo. De hecho, la
presencia o ausencia de este antioxidante endégeno (GSH) es uno de los factores
determinantes del efecto pro- o anti-oxidante de los compuestos fenélicos?>. En este
sentido, se ha demostrado que el acido clorogénico protege a las células prostaticas del

dano oxidativo inducido por t-BOOH, H20: o FeSO4240.

De manera analoga a un estudio previo llevado a cabo con el acido clorogénico's?,
en este trabajo se observa que el potencial efecto protector de este acido fenélico como

antioxidante no implica la modulacion de los niveles de fosforilacién de AKT y ERKs en

las células HepG2.

2. Efecto de quercetina y epicatequina sobre la potencial modulacion a lo largo del
tiempo de vias de sefializacion clave en los procesos de supervivencia y/o proliferacion
celular en las células HepG2.

2.1. Quercetina.

El efecto apoptético de la quercetina en las células HepG2 se asocia con una
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inhibicién rapida y sostenida de las principales vias de sefializacion implicadas en la
supervivencia/proliferacién celular. La quercetina causa la inhibicién temprana de las
vias de sefializacion PI3K/AKT y PKCa para, posteriormente, promover la
translocacién y activacién nuclear de PKC9, la activacién sostenida de las JNKs y la
inhibicién tardia de las ERKs. Estos resultados estan de acuerdo con estudios anteriores
en los que se ha descrito que la muerte celular programada inducida por la quercetina en
las células de cancer de pulmén A549 o en las células neuronales esta asociada con la
inhibicién de AKT y ERKs!%9:160 y con la activacion de JNKs!59. Ademas, en las células
de melanoma de ratén B16-BL6, la quercetina inhibe la expresién de PKCa e induce la

translocacién desde el citosol al nicleo de PKC3 durante la induccién de la apoptosis®.

De manera similar, la induccion de la muerte celular programada por otros
polifenoles se ha relacionado con la regulacion de las rutas de sefializacion estudiadas en
este trabajo. Asi, el efecto apoptético de la curcumina se ha atribuido a la inhibicién de
la fosforilacién de AKT!7, mientras que la genisteina inactiva las ERKs!8! y la luteolina

activa las JNKs80,

2.2. Epicatequina.

El tratamiento de las células HepG2 con epicatequina disminuye de manera
transitoria la generacién de ROS y también impide la disminucién de la viabilidad
celular provocada por el agente oxidante t-BOOH tras un pretratamiento de las células
con epicatequina durante 4 6 18 horas. Todo ello sugiere que este flavonoide mejora las
defensas antioxidantes celulares. Ademas, y de acuerdo con el efecto de supervivencia
que se ha demostrado, la epicatequina activa de manera temprana y sostenida algunas
proteinas clave de las vias de proliferacion/supervivencia (PI3K/AKT, ERKs y PKCa),
a la vez que promueve la acumulacién sostenida de PKCS en el citosol, pero no modifica
los niveles activos de las JNKs. En este sentido, algunos estudios han demostrado que
las bajas concentraciones de otras catequinas como EGCG, al igual que la epicatequina,
promueven mecanismos de proteccién y supervivencia celular!’8. Asi, en queratinocitos
epidérmicos, se ha demostrado que EGCG inhibe la apoptosis inducida por la luz UV a
través del incremento de los niveles fosforilados de AKT y ERKs, lo que se traduce en la

fosforilacion e inhibicién de miembros pro-apoptéticos de la familia de proteinas Becl-2,

Granado-Serrano - 184 -



DISCUSION GENERAL

como Bad?'!. Por su parte, en células de neuroblastoma, el mecanismo de protecciéon de

EGCG se asocia ademas con un incremento de los niveles fosforilados de PKCo312.

3. Potencial modulacion por quercetina y epicatequina a lo largo del tiempo de dianas

moleculares clave en las vias de senalizacion de los factores de transcripcion NF-kB,

AP-1 y Nrf2 en las células HepG2.

3.1. Quercetina.

La quercetina provoca la inhibicion temprana de la via de senalizacién del NF-
kB en las células HepG2, lo que parece estar relacionado con la activacién sostenida de
las JNKs. En concordancia con estos resultados, otros estudios realizados en diversas
lineas celulares han demostrado que la quercetina inhibe la via de sefializacién del NF-
KB cuando ésta se ha estimulado previamente con diversos agentes, y ello ocurre junto a
la inhibicién de las MAPKs (ERKs y JNKs)232 237, De manera similar, la muerte celular
programada inducida por la curcumina implica la supresién de la activacion constitutiva
de AKT a través de la inhibicién de NF-kB, la disminucién de los niveles fosforilados de
IkB y la inactivaciéon de IKK en las células de linfoma MCL!?. Por su parte, la
genisteina induce apoptosis en las células de cancer de mama MDA-MB-231 a través de
la inhibicién de AKT, ERKs y NF-kB18, mientras que EGCG induce la muerte celular
programada en diversas lineas celulares cancerigenas mediante la reducciéon de los

niveles de NF-kB!02, la activacion de IkB!83 o la inhibicién de IKK!184,

La quercetina induce el incremento sostenido de la actividad AP-1, de los niveles
nucleares de c-Jun y de los niveles activos de JNKs en las células HepG2. En este
sentido, se demuestra que la activacion sostenida de las JNKs es responsable de la
inhibicién de las sefales de proliferacién/supervivencia (AKT, ERKs y NF-kB) y de la
activacion de la caspasa-3. Por su parte, la modulacién de la p38-MAPK no se relaciona
con la regulacion de las JNKs en las células HepG2, lo que sugiere que ambas proteinas
contribuyen de manera independiente a la induccién de la apoptosis?*. De manera
similar, una concentraciéon de 20 umol/L de quercetina promueve la activacién de AP-1
en las células de cancer de préstata (PC3), aunque a diferencia de nuestros resultados, las
concentraciones de quercetina superiores a 20 pmol/L. provocan el efecto contrario!s.

Ademas, la activacion de AP-1 inducida por la genisteina en las células PC3 esta
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asociada con la activacién de las JNKs, mientras que en el caso del kaempferol parecen
ser las ERKs las que juegan un papel mas relevante para la activacién de este factor de
transcripcién’!3. Sin embargo, otros trabajos han mostrado resultados opuestos a los que
se describen en este estudio; asi, en las células de cancer de mama, la apoptosis inducida

por la genisteina se relaciona con la inhibicién de AP-1185,

3.2. Epicatequina.

La epicatequina activa de manera transitoria la via de sefalizacién del NF-xkB en
las células HepG2. Sin embargo, en las células Jurkat, se ha mostrado que si se estimula
la ruta del NF-xB de manera previa, las concentraciones altas de epicatequina (100-1000
pmol/L) son capaces de inhibir esta via de senalizacién a través de la disminucion de la
fosforilacion de IKK y la inhibicién de la uniéon de NF-xB al DNA!88, Este mismo efecto
se ha observado en células de linfoma de Hodgkin (L.-428 y KM-H2), pero en este caso la
inhibicién de la unién de NF-kB al DNA no estaba ligada a una accién antioxidante de
la epicatequina, ni al descenso de los niveles fosforilados de NF-kB(p65) o su
translocacién al nicleo, puesto que provoca una disminucién de la viabilidad de estas

células268,

La epicatequina induce el incremento sostenido de los niveles nucleares de c-Jun
y de la actividad de AP-1 en las células HepG2. Sin embargo, otros estudios muestran
resultados diferentes a los observados en el presente trabajo, dado que en diferentes
lineas celulares la epicatequina no modifica la actividad de este factor de transcripcion,
incluso en presencia de agentes estimuladores de AP-1236.209 v sélo las concentraciones
altas de epicatequina (100 pmol/L) inhiben la actividad de AP-1 a la vez que se produce
una leve disminucién de la viabilidad celular?®9. Esto sugiere que el aumento de la
actividad AP-1 que la epicatequina provoca en las células HepG2 puede deberse al tipo
celular empleado, ya que como se ha descrito para la regulacién de otros factores de

transcripcion, esta modulacién puede depender de la linea celular utilizada.

En este estudio, la epicatequina también provoca un incremento rapido y
transitorio de la translocaciéon de Nrf2 al nicleo que parece dependiente de la activacion
de la PI3K y las ERKSs, lo que esta de acuerdo con los efectos observados con otros

compuestos fendlicos!0- 272, EGCG induce el incremento de la translocacién nuclear de
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Nrf2 acompaiado de la activacion de la via PI3K/AKT, que a su vez se relaciona con un
efecto de pro-supervivencia en los linfocitos B3!4. De manera similar, en las células
endoteliales y las células epiteliales mamarias (MCF-10A), el incremento de los niveles
nucleares de Nrf2 inducido por EGCG se asocia con la activacion de PISK/AKT vy
ERKs35, Por su parte, el resveratrol protege a las células de cancer de pulmén A549
frente a la induccién de estrés oxidativo mediante la expresién de genes que codifican
para enzimas antioxidantes, y ello ocurre a través del incremento de la translocacion de

Nrf2 al nicleo y de la fosforilacion del mismo en células de leucemia K562316

4. Estudio del potencial efecto protector de una dieta rica en cacao sobre el daiio hepatico

inducido por dietil-V-nitrosamina en ratas.

La administracién de dietil- N-nitrosamina (DEN) en animales se considera como

el modelo mas aceptado para el estudio de la iniciacién del cancer hepatico28* 286,

Como se ha descrito en otros estudios, el tratamiento con DEN causa un
incremento de las actividades séricas de ALT y ALP, asi como de la actividad hepatica
caspasa-3 y LDH, lo que resulta indicativo de un dafio hepatico causado por la
induccion de necrosis y apoptosis?!7. 285. 295. 301 Fste dafio se acompafia de un descenso en
los niveles hepaticos de GSH y de las actividades GPx y catalasa, asi como de un
incremento del contenido de grupos carbonilo, ambos motivados por el aumento de
estrés oxidativo en el higado de estas ratas?87. Ademas, esta hepatotoxina provoca un
incremento de los niveles activos de las JNKs, que en estudios previos se ha relacionado
con la inducciéon de la muerte celular programada en higado!'?s. Por otra parte, el
tratamiento con DEN aumenta los niveles activos de AKT en las ratas tratadas, lo que
se ha asociado con un peor pronéstico en los pacientes con cancer hepatico'20, ya que el
incremento de los niveles fosforilados de esta proteina supone una mejora de la

supervivencia y la proliferacién de las células, incluidas las cancerigenas*s. 29,

La dieta rica en cacao, en concordancia con los efectos descritos sobre células
hepaticas en cultivo??, incrementa la actividad de las enzimas del sistema de defensa
antioxidante (GPx y GR) y los niveles de glutation en el tejido hepatico. Ademas, el

cacao incrementa los niveles activos de las ERKs y disminuye la actividad enzimatica de
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sefiales relacionadas con los procesos de muerte como la actividad de la caspasa-3 y la

LD H289. 292,

El estudio de la posible proteccion del cacao frente al dafio hepatico provocado
por DEN muestra que no puede impedir completamente el dafio hepatico causado por el
téxico, como se refleja en la disminucién de los niveles totales de proteina en suero y el
aumento de la actividad de las enzimas AST, ALT, ALP y LDH. Dichas alteraciones se
observan tanto en los animales tratados con DEN y alimentados con una dieta rica en
cacao durante todo el ensayo, como en los animales a los que se les sustituye la dieta
estandar por otra rica en cacao después de inducirles el dafio hepatico. Por tanto, parece
que el cacao no previene ni atentia algunas de las alteraciones hepaticas causadas por
DEN. En este sentido, otros estudios llevados a cabo con productos derivados del cacao
en ratas han descrito unos resultados similares??. No obstante, en otros trabajos
realizados con flavonoides puros, como morina, se ha demostrado que el pretratamiento

de los animales con estos compuestos impide el incremento de los niveles hepaticos de

AST, ALT y ALP inducido por la administracién de DEN?286,

En cuanto a la modulacién del sistema de defensa antioxidante, de manera
andloga a lo que se ha descrito para morina2%, la dieta rica en cacao previene el
agotamiento de las reservas de GSH y la disminucién de la actividad GPx inducidos por
DEN en el tejido hepatico. KEstas observaciones contribuyen a corroborar la
potencialidad del cacao para contrarrestar el dano oxidativo inducido por DEN vy

reforzar las defensas antioxidantes285, 286,

La actividad de la enzima detoxificante GST aumenta en las ratas alimentadas
con cacao e inyectadas con DEN, lo que sugiere que el cacao incrementa la actividad
GST como mecanismo de defensa para proteger al higado de estos animales del estrés

oxidativo®,

La dieta rica en cacao impide el incremento de la actividad caspasa-3 inducido
por DEN, asi como de los niveles fosforilados de las JNKs, es decir, parece que el cacao
disminuye la muerte apoptética inducida por el toxico en el higado de estos animales.
Ademas, aunque no previene la muerte por necrosis de los hepatocitos, como refleja la

actividad LDH, la dieta rica en cacao impide el incremento de los niveles activos de
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AKT en los animales tratados con DEN, y apunta hacia la inhibicién de la proliferacién
post-necrética promovida por el téxico en los hepatocitos danados?®. Si bien estos
resultados son paradéjicos y no se dispone de una explicacién, se ha de mencionar que en

pacientes con cancer de higado se han encontrado datos similares287.

En resumen, la quercetina podria considerarse como un potencial agente preventivo
ylo terapéutico frente al cdancer, dado que es capaz de inducir apoptosis en las células HepG2 a
travées de la regulacion en el tiempo de sefiales clave de las rutas de
proliferacion/supervivencia celular; sin embargo, el dcido clorogénico y la epicatequina
podrian sugerirse como posibles agentes protectores frente al dafio oxidativo, ya que aumentan
el potencial antioxidante de la célula y promueven la supervivencia celular, respectivamente.
Ademds, la administracion de una dieta rica en cacao, que posee un alto contenido en
flavanoles como la epicatequina, puede atenuar el dafio hepdtico inducido por un agente
oxidante como la dietil-N-nitrosamina a través de la modulacion del sistema de defensa
antioxidante y detoxificante de la célula, y la regulacion de sefiales clave para los procesos de
supervivencia/proliferacion y/o muerte celular programada. No obstante, se ha de destacar que
son necesarios otros estudios para determinar de manera inequivoca la relacion entre los
procesos de apoptosis y proliferacion/supervivencia modulados por los compuestos fenélicos y
evaluar su potencial uso en la prevencion ylo terapia de enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo antes de sugerir el consumo habitual de un alimento con un alto contenido en

polifenoles.
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1.

Una concentracién baja de quercetina (10 pmol/L) no induce apoptosis en las células
HepG2, sino que activa a las proteinas relacionadas con la

proliferacién/supervivencia.

La quercetina a altas dosis (50-100 pmol/L) induce la apoptosis en las células HepG2
a través de la activacion de la ruta intrinseca (caspasas-9 y -3) y el desequilibrio en
los niveles de las proteinas de la familia Bel-2 pro- (Bel-xs, Bax) y anti-apoptéticas
(Bel-x1). Este proceso de muerte celular se acompaia de la inhibicién de las senales

clave de las vias de proliferacién/supervivencia (PI3K/AKT y ERKs).

La apoptosis inducida por la quercetina (50 pmol/L) en la linea celular HepG2 implica
la inhibicion temprana de varias senales estrechamente relacionadas con la
proliferacion y supervivencia celular (PI3K/AKT, PKCa y NF-kB), y aumenta la
translocacién hacia el niicleo y posterior proteolisis de PKC3. Posteriormente, activa
de manera sostenida a JNKs y p38 e inhibe las ERKs, siendo clave la activacién de
la ruta de sefnalizacién AP-1/JNK para el efecto de este flavonoide en la induccién de

la muerte celular y la modulacién de las vias PI3K/AKT, ERKs y NF-xB.

La epicatequina no induce apoptosis en las células HepG2, sino que mejora su
tolerancia celular intrinseca frente al estrés oxidativo al disminuir la generaciéon de

ROS y activar a las proteinas clave de las vias de sefializacién relacionadas con los

procesos de proliferacién/supervivencia (PI3K/AKT y ERKs).

El efecto de supervivencia de la epicatequina (10 pmol/L) en las células HepG2
implica la activacién temprana y sostenida de las senales clave para la supervivencia
celular (PI3K/AKT, ERKs y PKCa) y la acumulacién de PKCS en el citosol, ademas
de la activacion sostenida de AP-1 y transitoria de NF-kB y Nrf2. La modulacién de
estos dos tltimos factores de transcripcién se relaciona con la generacién de ROS y
sefiales clave de las vias de proliferacién/supervivencia. De manera que la regulacién
de Nrf2 depende de la via PI3K/AKT y de las ERKs, mientras que la activacién de

NF-xB sélo se relaciona con las ERKs.
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El dcido clorogénico mejora la tolerancia celular intrinseca frente al estrés oxidativo
de las células HepG2 a través de la disminucién de la generaciéon de ROS y del

aumento del potencial antioxidante de la célula (GSH).

3. La ingesta de una dieta rica en cacao atentia parcialmente el dafio hepatico causado
por el agente hepatocarcinogénico dietil-/N-nitrosamina. El cacao no previene el dafio
necrotico inducido por el téxico, pero parece inhibir la proliferacion postnecrética de
los hepatocitos (p-AKT), estimular los sistemas de defensa antioxidante (GSH, GPx,
catalasa) y detoxificante (GST), y disminuir la muerte por apoptosis mediante la

activacion de las ERKs y la inhibicién de caspasa-3 y JNKs.

Los polifenoles, en dosis fisiologicas, parecen capaces de mejorar la tolerancia celular
instrinseca frente al estrés oxidativo mediante el aumento del potencial antioxidante y la
modulacion de sefiales relactonadas con la proliferacion/supervivencia en cultivos celulares y
en animales de experimentacion. Sin embargo, a dosis suprafisiologicas, los compuestos
fendlicos parecen capaces de inducir la muerte celular programada a través de la activacion de
seftales implicadas en el proceso de apoptosis y la inhibicion de proteinas asociadas con la
proliferacion/supervivencia. Todo ello indica que las condiciones experimentales
( concentraciones, condiciones de cultivo, duracion del tratamiento, etc.) se han de considerar
seriamente, ya que pueden determinar la actividad biologica de estos compuestos naturales, lo
que muestra la dificultad para predecir su efecto y la necesidad de entender sus mecanismos

de accion molecular en cada contexto.
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