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Introduccion

1. POLIFENOLES NATURALES

1.1. Origen, clasificacion y estructura quimica

Los compuestos fendlicos, comunmente denominados polifenoles,
son metabolitos secundarios de las plantas que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura quimica una o mas unidades
fendlicas (un anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo) (Dai and
Mumper, 2010). Se han descrito mds de 8000 compuestos fendlicos
diferentes. Bajo esta denominacién se agrupan desde grandes polimeros
polifenélicos como los taninos, hasta moléculas simples como los acidos
fendlicos, que al contener Unicamente un grupo fenol no deberian
considerarse polifenoles estrictamente hablando (Bravo, 1998; Harborne,
1989; Tome-Carneiro et al., 2013)

Estos compuestos estan ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, en su mayoria en forma glicosilada (Tsao, 2010). De hecho, son
imprescindibles para la fisiologia vegetal pues estdn implicados en la
defensa frente a diferentes tipos de estrés como la exposicién a luz
ultravioleta, la agresion de patdgenos, parasitos o depredadores, la baja
fertilidad del suelo, las temperaturas extremas o la sequia (Bravo, 1998).

Practicamente se hallan en la totalidad de los alimentos
procedentes de las plantas (verduras, legumbres, frutas, frutos secos,
cereales...), y en bebidas derivadas de ellas (té, vino, cerveza, cacao,
café...), y son responsables de muchas de sus propiedades organolépticas
y biolégicas (Dai and Mumper, 2010).

Los compuestos fendlicos han sido clasificados en funcion de
diferentes criterios como su fuente de origen, su funcién bioldgica o su
estructura quimica (Tsao, 2010). Para simplificar su estudio, la
clasificacidn de los mismos en este trabajo se ha realizado de acuerdo al
numero de anillos fendlicos y a los elementos estructurales que los unen
(Dai and Mumper, 2010; Manach et al., 2004). De este modo los
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compuestos fendlicos pueden clasificarse en cinco grupos: Aacidos
fendlicos, flavonoides, taninos, lignanos y estilbenos.

1.1.1.Acidos fendlicos

Son compuestos organicos que contienen un anillo fendlico y un
acido carboxilico (llustraciéon 1). En la naturaleza es habitual encontrar
los acidos fendlicos hidroxilados y unidos por enlaces éster a
componentes estructurales de las plantas, a polifenoles mds grandes
(como los flavonoides), a moléculas organicas mas pequefias (glucosa,
acido quinico, acido malico, acido tartarico) o a otros productos naturales
(como los terpenos), haciendo que sus niveles en forma libre sean muy
bajos (Robbins, 2003). Los acidos fendlicos pueden ser subdivididos en
dos clases:

e Acidos hidroxibenzoicos: Contienen siete dtomos de carbono
distribuidos en un esqueleto C6-C1. El principal ejemplo es el
dcido gdlico presente en el té. Estos compuestos forman parte de
estructuras complejas como los taninos hidrolizables (llustracion
1).

e Acidos hidroxicinamicos: Contienen nueve dtomos de carbono
distribuidos en un esqueleto C6-C3. Basicamente se
corresponden con el dcido p-cumdrico, presente en el aceite de
oliva virgen; el dcido ferdlico, presente en los granos de los
cereales; y el dcido cafeico, que se encuentra en muchas frutas
como la manzana, la ciruela, el tomate y la uva. Uno de los
derivados mas conocidos de los acidos hidroxicinamicos es el
dcido clorogénico, que proviene de la esterificacion del acido
cafeico con acido quinico. Este compuesto se encuentra en
muchas frutas y especialmente, en concentraciones elevadas, en
el café. Otro derivado de este tipo de acidos fendlicos es la
curcumina (CURC), que contiene dos moléculas de acido ferulico
unidas por un grupo metileno dando lugar a una B-dicetona. La
CURC es wun pigmento amarillo que se encuentra

12



Introduccion

fundamentalmente en la circuma, una especia que da lugar al
curry y que se extrae del rizoma de la planta Curcuma longa
(Goel and Aggarwal, 2010; Manach et al., 2004; Yang et al., 2001)
(Nustracion 1).

Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidroxicinamicos
R4
(0]
OH R \ @]
OH
R; R, OH
R1=R2=0H : Acido galico R1 = OH : Acido cumarico

R1=R2=0H : Acido cafeico
R1=OH; R2 = OCH3 : Acido ferulico

o) 0O

OCH,4 N = H,CO

OH Curcumina OH

llustracion 1: Estructura quimica de los acidos fendlicos y sus derivados

1.1.2.Flavonoides

Los flavonoides representan el grupo de polifenoles mas
ampliamente distribuido en las plantas, y por lo tanto, mas abundantes
en nuestra dieta. En la actualidad, se han identificado mas de 4000
compuestos diferentes.

Su estructura quimica comun es un difenilpropano (C6-C3-C6), y
consta de dos anillos aromaticos (A y B) unidos a través de tres atomos
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de carbono que forman un heterociclo oxigenado (anillo C) (llustracién
2).

En las plantas, la mayoria de los flavonoides se encuentran en
forma glicosilada asociados a distintos carbohidratos como la glucosa, la
ramnosa, la galactosa o la arabinosa. Ocasionalmente se pueden
encontrar en forma de aglicona. La actividad biolégica de estos
compuestos, depende tanto de estos patrones de glicosilacién como de
sus diferencias estructurales (Tsao, 2010).

Segun el estado de oxidacidn del anillo central, los flavonoides se
dividen en 6 grupos:

e Flavonas: Sus principales representantes son glicdsidos de la
apigenina, cuyas fuentes en la dieta son el tomillo, las cerezas, el
té, las aceitunas, el brécoli, el apio, los brotes de trigo, el perejil
y las hojas secas de camomila (Lefort and Blay, 2013); y glicésidos
de la luteolina que encontramos en el apio, el perejil, la cebolla,
las zanahorias, los pimientos, las coles, la piel de la manzanay las
flores de crisantemo (Lin et al., 2008) (llustracion 2).

o Flavonoles: Son los flavonoides mayoritarios de la dieta. Sus
principales representantes son la quercetina (QUER) y el
kaempferol. Generalmente se encuentran en los alimentos en
forma glicosilada, siendo la glucosa o la ramnosa los principales
azucares a los que se asocian. La cebolla es el alimento mas rico
en flavonoles, pero también pueden encontrarse de manera
abundante en el brécoli, la manzana, los arandanos, la col rizada
o los puerros. También se encuentran en cantidades importantes
en el vino tinto. La biosintesis de estos polifenoles es estimulada
por la luz ultravioleta, por lo que su concentracion puede variar
incluso en dos partes distintas de una misma pieza de fruta o
verdura dependiendo de su exposicion a la luz solar (Manach et
al., 2004) (llustracion 2).

e Flavanonas: Aunque se encuentran presentes en los tomates y
ciertas plantas aromaticas como la menta, solo se encuentran en
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concentraciones elevadas en los citricos. Las mayoritarias son la
naringenina presente en el pomelo, la hesperetina en las
naranjas y el eriodictiol en los limones. Como en otras clases de
flavonoides, también se encuentran mayoritariamente en su
forma glicosilada unidas, en este caso, a la neohesperidosa
(como la naringina, glicésido de la naringenina) o a la rutinosa
(como la hesperidina, glicésido de la hesperetina) (Chanet et al.,
2012; Manach et al., 2004) (llustracién 2).

Flavanoles: Existen en forma monomérica (catequinas) y en
forma polimerizada (proantocianidinas o taninos condensados).
En contraste con otros flavonoides, los flavanoles no se
encuentran glicosilados, sin embargo, si que los podemos
encontrar esterificados con acido galico. Las catequinas se
encuentran en muchos tipos de frutas como el albaricoque o las
cerezas y en el vino tinto, pero sus principales fuentes son el té
verde y el chocolate. La catequina y la epicatequina son los
principales flavanoles de la fruta, mientras que la galocatequina,
epigalocatequina y epigalocatequina-3-galato (EGCG) se
encuentran en las uvas y el té. (D'Archivio et al., 2007; Manach et
al., 2004) (llustracion 2).

Isoflavonas: Son flavonoides con cierta similitud estructural a los
estrogenos. Esto les confiere la habilidad de unirse a los
receptores de estrégenos, por lo que consecuentemente son
llamados fitoestrégenos. Se encuentran casi exclusivamente en
plantas leguminosas, siendo la soja y sus derivados la principal
fuente de isoflavonas de la dieta. La daidceina, la genisteina vy la
gliciteina son las isoflavonas mayoritarias de la soja donde las
podemos encontrar, bien en su forma libre (en menor
proporcién) o bien en su forma glicosilada como glucdsidos,
malonil-glucésidos y acetil-glucésidos (Manach et al.,, 2004;
Vacek et al., 2008) (llustracidn 2).

Antocianinas. Son pigmentos solubles en agua responsables de
los colores rojos, azules y morados de la mayoria de flores, frutas
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y vegetales. Generalmente se encuentran en la naturaleza como
glicésidos de antocianidinas. La cianidina, la delfinidina y la
pelargonidina asi como sus derivados metilados, son las
antocianinas mayoritarias. Aunque las podemos encontrar en el
vino tinto, en ciertas variedades de cereales y en algunos
vegetales (berenjena, col, cebolla, rdbano...), su principal fuente
en la dieta son las frutas, en especial los frutos rojos. Las
antocianinas se encuentran fundamentalmente en la piel de las
frutas, de hecho, su contenido en los alimentos es proporcional a
la intensidad del color (D'Archivio et al., 2007; Manach et al.,
2004; Tsao, 2010) (llustracion 2).

OH O

R1=H: R2 = OH : Apigenina
R1=R2=0H : Luteolina

Flavanoles ©H

OH
HO. o} O
g ‘

OH
OH

R1 = H : Catequina
R1 = OH : Galocatequina

OH O

R1 =R3 = H; R2 = OH : Kaempferol
R1=R2=0H; R3 =H : Quercetina

Isoflavonas

R1 = H : Daiceina
R1 = OH : Genisteina

Flavanonas FRi

OH O

R1 =H; R2 = OH : Naringenina
R1 =OH; R2 = OCHj : Hesperetina

Estructura basica

Antocianinas R

OH
HO. o} O
9@ "
A
OH
OH

R1=R2 = OH : Delfidina
R1=0H; R2 =H : Cianidina

llustracién 2: Estructura quimica de los flavonoides

1.1.3.Taninos

Los taninos son un grupo de polifenoles con un peso molecular

muy alto. Estan altamente hidroxilados, por lo que forman complejos
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insolubles con carbohidratos y proteinas. Se subdividen en dos grandes
grupos, taninos hidrolizables y taninos condensados. Existe un tercer
grupo de taninos, los florotaninos, que se encuentran Unicamente en
algas del Phyllum Phaeophyta (algas pardas) (Bravo, 1998).

e Taninos hidrolizables: Son polimeros heterogéneos formados
por el 4cido galico o el acido hexahidroxidifénico, esterificados
con azlcares simples, principalmente con la glucosa. Los
derivados del acido gdlico son los galotaninos, mientras que los
derivados del acido eldgico son los elagitaninos (Bravo, 1998).
Los galotaninos se encuentran ampliamente distribuidos en el
reino vegetal, y se consumen a través de la dieta con algunas
legumbres como los garbanzos, asi como nueces, granadas,
almendras, en frutas como el mango y el caqui, en los ruibarbos y
en las pacanas (Serrano et al.,, 2009). Los elagitaninos, sin
embargo, estdn ampliamente distribuidos. Los encontramos en
frutos rojos como fresas, frambuesas y moras asi como en sus
derivados (zumos, mermeladas...); en frutos secos como nueces,
pistachos, anacardos o castafias; y en frutas como las granadas o
las uvas moscatel. También los encontramos en bebidas como el
vino y el whisky envejecidos en barriles de roble, ya que los
elagitaninos también se encuentran en la madera de roble. Los
principales elagitaninos son la punicalagina que encontramos en
las granadas, la sanguiina H-6 en las fresas, la pedunculagina en
las nueces, y la vescalagina y castalagina en la madera de roble
(Landete, 2011; Larrosa et al., 2010).

e Taninos condensados o proantocianidinas: Son dimeros,
oligdmeros o polimeros de las catequinas. Las proantocianidinas
mas abundantes en plantas son las procianidinas (oligdmeros y
polimeros de la catequina y la epicatequina), pero no son las
Unicas ya que también presentan prodelfinidinas (oligdmeros y
polimeros de la galocatequina, la epigalocatequina y la EGCG), y
propelargonidinas (oligdmeros y polimeros de la afzelequina y la
epiafzelequina). En general, son responsables del caracter
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astringente de la fruta (uvas, manzanas, peras, melocotones...) y
bebidas como el vino, el té, la sidra o la cerveza y también del
sabor amargo del chocolate (D'Archivio et al., 2007; Serrano et
al., 2009; Valls et al., 2009)

1.1.4.Lignanos

Los lignanos son un grupo de polifenoles ampliamente distribuidos
en el reino vegetal, formados por la dimerizacién oxidativa de dos
unidades de fenilpropano (dos residuos de acido cindmico) (llustracion
3). En la naturaleza los lignanos se encuentran mayoritariamente en su
forma libre frente a sus derivados glicosilados (Saleem et al., 2005).

Los lignanos mas abundantes en las plantas comestibles son:
secoisolariciresinol, matairesinol, lariciresinol y pinoresinol. La principal
fuente de lignanos son las semillas de lino, particularmente ricas en
secoisolariciresinol aunque también contienen en menor cantidad
matairesinol, lariciresinol y pinoresinol. También encontramos lignanos
en otras semillas y cereales (sésamo, trigo, mijo, avena, centeno, cebada)
y en menor cantidad en legumbres, en la soja, en vegetales (ajo,
esparragos, zanahorias, brécoli), en frutas (ciruelas, limones, naranjas) e
incluso en bebidas como el vino, el café y el té. Otros lignanos presentes
en la dieta son: medioresinol (en semillas de sésamo, centeno y en los
limones), syringaresinol (en granos de cereales), y sesamina y sesamolina
(en las semillas de sésamo) (Manach et al., 2004; Peterson et al., 2010).

Los lignanos se clasifican como fitoestrégenos debido a que
algunos de ellos son metabolizados por la microbiota coldnica dando
lugar a enterolactona y enterodiol, también conocidos como
enterolignanos, con mayor actividad biolégica que sus precursores (Sok
et al., 2009).
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Secoisolariciresinol

H,CO CH,OH
HO CH,OH
CH50
OH

llustracidn 3: Estructura quimica de los lignanos

1.1.5.Estilbenos

Los estilbenos se caracterizan quimicamente por contener dos
anillos fendlicos unidos por un enlace etileno, siendo la configuracion
trans la mas comun (Riviere et al., 2012) (llustracion 4).

En las plantas, los estilbenos actian como fitoalexinas antifungicas,
es decir, como compuestos antimicrobianos sintetizados en respuesta a
infecciones bacterianas o a la luz ultravioleta (Pandey and Rizvi, 2009). En
la dieta humana, los estilbenos se encuentran en baja cantidad. El
compuesto fendlico mas representativo de este grupo es el resveratrol
(RESV), que existe en los alimentos tanto en su isémero cis, como en el
trans, y mayoritariamente en forma glucosilada (trans-piceido). El RESV
se encuentra en mas de setenta especies vegetales y estd presente de
manera abundante en los cacahuetes, y en la piel de los frutos rojos vy las
uvas, lo que contribuye en gran medida a la existencia de RESV en el
zumo de uva y el vino tinto. Sin embargo, su contenido es muy bajo. De
hecho, la existencia de RESV en el zumo de uva es apenas detectable, y
en la mayoria de vinos tintos su presencia es baja e impredecible. Esto
ultimo es debido a que como es una fitoalexina su sintesis se inducira de
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forma variable seglin el tipo de uva, el area geografica de cultivo...
(Tome-Carneiro et al., 2013)

OR;

/ OH

OR; R1=R2 =H : Resveratrol

llustracion 4: Estructura quimica de los estilbenos

1.2. Propiedades terapéuticas

Los polifenoles son los compuestos con capacidad antioxidante
mas abundantes en la dieta. A pesar de su amplia distribucién, sus
efectos beneficiosos sobre la salud no llamaron la atencidn hasta la
década de los 90. El principal factor responsable de ello es la variedad y
complejidad de sus estructuras quimicas (D'Archivio et al., 2007; Dai and
Mumper, 2010).

Debido a dichas propiedades antioxidantes, los polifenoles tienen
efectos beneficiosos en la prevencién y tratamiento de enfermedades
relacionadas con el dafio oxidativo tales como enfermedades crénicas
neurodegenerativas y cardiovasculares, el sindrome metabdlico, la
diabetes, distintas patologias inflamatorias, el envejecimiento y en la
prevencion y el tratamiento del cancer (D'Archivio et al., 2007; Scalbert
et al., 2005).

Sin embargo, nuevos hallazgos sugieren que, ademds de su
capacidad antioxidante, los polifenoles actuan a través de una gran
variedad de mecanismos de accion independientes de ésta (D'Archivio et
al., 2007). Entre ellos se encuentran: la inhibicién de diversas enzimas
como la telomerasa (Naasani et al., 2003), la ciclooxigenasa (Hussain et
al., 2005; O'Leary et al.,, 2004) y la lipoxigenasa (Sadik et al., 2003;
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Schewe et al., 2001); la modulacidon de vias de transduccién de sefiales
(Hou et al., 2004); la interaccidén con receptores celulares (Chalopin et al.,
2010; Pastore et al., 2012); la alteracién de la regulacién del ciclo celular
(Gokbulut et al., 2013) y de la funcién plaquetaria (Murphy et al., 2003).
Debido a esta variedad de efectos bioldgicos los polifenoles han recibido
una especial atencién en la dltima década como potenciales agentes
terapéuticos (D'Archivio et al., 2007). Por otro lado, debido a la amplia
variedad de modelos experimentales y concentraciones utilizadas, se han
descrito tanto efectos protectores como antioxidantes, como efectos
pro-oxidantes con capacidad para dar lugar a procesos de muerte celular,
lo cual es de gran interés potencial en patologias como el cancer (Elbling
et al., 2005; Lambert et al., 2005).

A pesar de que las propiedades terapéuticas de los polifenoles
puedan resultar esperanzadoras en diferentes patologias, no hay que
dejarse llevar por una ilusién temprana. En la actualidad, la mayoria de
los estudios realizados para evaluar las propiedades terapéuticas de los
polifenoles, provienen de estudios in vitro o de modelos animales en los
gue se utilizan concentraciones demasiado elevadas para el uso humano.
Aunque dichos estudios sientan los cimientos del conocimiento basico, se
estd trabajando para que el uso humano de los polifenoles con una
funcion terapéuticas sea una realidad (Asensi et al., 2011).

1.2.1.Polifenoles y enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs), concretamente las
enfermedades coronarias y el infarto de miocardio, son una de las
principales causas de muerte en los paises desarrollados. Aunque los
factores de riesgo que favorecen el desarrollo de las ECVs incluyen
factores genéticos, tienen un peso muy importante los derivados de la
dieta y el estilo de vida (inactividad fisica, dietas ricas en grasa, fumar...)
(Jones, 1999; OMS, 2013; Pereira et al., 2012).

En 1992, se acuiié el término de “paradoja francesa” para referirse
al hecho de que en la poblacidon francesa la incidencia de enfermedades
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cardiovasculares era un 40% mas baja que en el resto de Europa a pesar
de la dieta rica en grasas saturadas que se consumia en dicho pais. Esto
fue explicado por el consumo moderado (en comparacién con otros
paises) de vino tinto, rico en polifenoles como RESV o QUER (Criqui and
Ringel, 1994; Renaud and de Lorgeril, 1992). Efectivamente, la asociacidn
entre el consumo de alimentos, bebidas ricas en polifenoles y la baja
incidencia de ECVs ha sido demostrada posteriormente en diversos
estudios epidemiolégicos (Dohadwala and Vita, 2009; Igbal et al., 2008;
Joshipura et al., 2001; Lichtenstein et al., 2006; Mursu et al., 2008).

A partir de esos estudios y de otros realizados tanto en humanos
como en animales de experimentacion, se ha demostrado que los efectos
bioldgicos que ejercen los polifenoles en la prevencion las ECVs son: la
induccion de las defensas antioxidantes (Rein et al., 2000a; Stein et al.,
1999; Wan et al., 2001); la disminucidn de la presién arterial (Desch et
al., 2010; Erlund et al., 2008; Grassi et al., 2005; Park et al., 2004; Taubert
et al., 2007a; Taubert et al., 2007b); la mejora de la disfuncién endotelial
(Engler et al., 2004; Heiss et al., 2005; Papamichael et al., 2004; Wang-
Polagruto et al., 2006; Widlansky et al., 2007); la inhibicion de la
agregacion plaquetaria (Erlund et al., 2008; Keevil et al., 2000; Pearson et
al., 2002; Rein et al., 2000b); la inhibicion de la oxidacion de la
lipoproteina de baja densidad (LDL), asi como, el aumento de la
lipoproteina de alta densidad (HDL) (Mathur et al., 2002; Wan et al.,
2001); y la reduccién de la respuesta inflamatoria (Fraga et al., 2010;
Mao et al., 2002; Pandey and Rizvi, 2009; Vauzour et al., 2010).

1.2.2.Polifenoles y enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, la
demencia o el Parkinson, son un grupo heterogéneo de desdrdenes
cognitivos que afectan al sistema nervioso central, incluyendo, el
cerebro, la médula espinal, y los nervios periféricos (Ullah and Khan,
2008). La prevalencia de este tipo de afecciones relacionadas con la
edad, ha aumentado en los ultimos afios debido al envejecimiento de la
poblaciéon (de Lau and Breteler, 2006; Sosa-Ortiz et al., 2012).
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Las enfermedades neurodegenerativas tienen una etiologia
multifactorial, lo cual sugiere que la utilizacién de productos con
multiples dianas terapéuticas, como los polifenoles, podrian ser de gran
utilidad en el tratamiento de estas alteraciones (Ullah and Khan, 2008).
De hecho, los polifenoles tienen un gran potencial como agentes
neuroprotectores por su habilidad para modular procesos de
sefializacion celular, proliferacion celular, apoptosis, diferenciacion
celular y balance redox (Singh et al., 2008).

El consumo regular de alimentos ricos en polifenoles, se asocia a
una reduccion del 50% en el riesgo de padecer demencia (Commenges et
al., 2000), al mantenimiento de la funcion cognitiva (Letenneur et al.,
2007; Morris et al., 2006), al retraso en la aparicion de Alzheimer (Dai et
al., 2006) y a la reduccién del riesgo de padecer Parkinson (Aquilano et
al., 2008). Ademads, el consumo moderado de vino tinto reduce la
incidencia de ciertas enfermedades neurolégicas como el Alzheimer
(Basli et al., 2012).

1.2.3.Polifenoles y cancer

El cdncer es una enfermedad que se produce por una alteracién en
el control del crecimiento celular, y en cuya induccidn y desarrollo juegan
un papel directo y/o indirecto factores medioambientales, quimicos,
fisicos, metabdlicos y genéticos.

Hay evidencias epidemioldgicas que demuestran que una dieta con
un alto consumo de frutas y verduras ricas en polifenoles parece
asociarse a una disminucién de la incidencia de los cdnceres humanos
mas frecuentes: pulmoén, coldn, melanoma y mama. Esto sugiere que
pueden ser compuestos efectivos y prometedores en la prevencién vy
tratamiento del cancer debido a su seguridad, baja toxicidad y aceptacion
general (Neuhouser, 2004). El interés por el estudio de los polifenoles
como compuestos anticancerosos radica tanto en su potente accion
antioxidante, como en la acciéon que ejercen sobre gran variedad de
funciones bioldgicas relacionadas con la modulacidn de la oncogénesis y

23



Introduccion

la progresion tumoral (Fresco et al., 2006). Por ello, en los ultimos afios,
se han desarrollado una serie de estudios in vitro e in vivo para
determinar la capacidad anticarcinogénica y anticancerigena de los
polifenoles (Dai and Mumper, 2010).

En cuanto a los estudios in vitro, se han utilizado tanto extractos
fendlicos como polifenoles aislados en distintas lineas celulares
tumorales. Por ejemplo, se ha demostrado que el extracto de frutos rojos
que contiene polifenoles como antocianinas, kaempferol, QUER y ésteres
del dacido cumarico y del acido eldgico, produce la inhibiciéon del
crecimiento de lineas celulares tumorales como MCF7 (carcinoma de
mama), HT-29 (carcinoma de colon) o DU-145 (carcinoma de prdstata)
entre otras. Este efecto antitumoral es dosis dependiente y la
sensibilidad depende de la linea tumoral (Seeram et al., 2006; Zhang et
al., 2008). Resultados similares se han obtenido en varias lineas celulares
con los polifenoles aislados del vino (RESV, QUER, catequina y
epicatequina) (Damianaki et al., 2000; Kampa et al., 2000; Matic et al.,
2010), del té verde (Epicatequina, epigalocatequina y EGCG) (Darvesh
and Bishayee, 2013; Weisburg et al., 2004) o con la genisteina presente
en las isoflavonas de soja, la cual inhibe el crecimiento de varias lineas
celulares tumorales incluyendo leucemia, linfoma, prdstata, mama,
pulmén, cabeza y cuello (Sarkar and Li, 2002).

Ademas de los estudios in vitro, se han llevado a cabo numerosos
experimentos in vivo para corroborar la eficacia antitumoral de los
polifenoles. EIl modelo murino es con diferencia el mas utilizado. La
aparicién de los tumores en ratones se ha inducido mediante diferentes
metodologias como la utilizacién de agentes quimicos, luz ultravioleta o
modificacion genética, asi como xenoinjertos de cancer de colon,
pulmén, mama, higado, prdstata, estdmago, eséfago, intestino delgado,
pancreas y cancer de piel (Kandaswami et al., 2005; Lambert et al., 2005;
Sun et al., 2012; Yang et al., 2002).

Algunos de los mecanismos de accidn identificados con todos estos
estudios son: actividad estrogénica/antiestrogénica, actividad
antiproliferativa, induccion de la parada del ciclo celular y de la
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apoptosis, prevencion del estrés oxidativo, induccion de enzimas
detoxificantes, regulacion del sistema inmune, accién antiinflamatoria y
cambios en la sefializacién celular (Pandey and Rizvi, 2009).

Debido al gran numero de polifenoles con potencial actividad
anticancerigena, actualmente se estan llevando a cabo multiples ensayos
clinicos (http://www.cancer.gov/clinicaltrials). Algunos de los polifenoles

usados en estos ensayos son el RESV, la QUER, la CURC y los flavonoides
del té verde como la EGCG.

1.3. Biodisponibilidad de los Polifenoles

La capacidad de los polifenoles para ejercer sus efectos bioldgicos,
depende de su biodisponibilidad (Scalbert and Williamson, 2000). Como
biodisponibilidad entendemos:

“Fraccion de la dosis administrada de un fdrmaco que alcanza la
circulacion sistémica en su forma inalterada, y por lo tanto, estd
disponible para acceder a su diana terapéutica.” (Florez et al., 2008;
Visioli et al., 2011)

La biodisponibilidad de los polifenoles depende de la via de
administraciéon utilizada. En caso de su administracion oral, la
biodisponibilidad varia entre los diversos polifenoles, siendo, por lo
general, bastante baja. De hecho, es muy raro que superen en tejidos
una concentracion 2 10uM. La biodisponibilidad de un farmaco depende
de los distintos factores que afectan a su absorcidon y metabolismo de
primer paso, y por lo tanto, el principal factor que influye en ella es la
estructura quimica del compuesto (grado de glicosilacion, estructura
basica, conjugacidon con otros polifenoles, peso molecular, grado de
polimerizacién y solubilidad) (Bravo, 1998; Visioli et al., 2011).

En general, el metabolismo de los polifenoles se produce a través
de una secuencia de reacciones comun para todos ellos, que es similar a
la detoxificacion metabdlica que sufren muchos xenobidticos para
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incrementar su hidrofilia y facilitar su eliminacion urinaria o biliar
(Manach et al., 2004).

1.3.1.Absorcion

En la dieta, los polifenoles se encuentran mayoritariamente como
polimeros (p. ej. proantocianidinas), como ésteres (acidos fendlicos), o
glicosilados (p. ej. flavonoides y estilbenos), aunque también pueden
encontrarse en su forma libre (p. ej. lignanos).

Tras su ingestidn por via oral, determinados polifenoles como la
QUER, daidzeina o genisteina, pero no sus glicésidos, pueden ser
absorbidos directamente en el estémago (Crespy et al., 2002; Piskula et
al.,, 1999), al igual que algunas antocianidinas (Talavera et al., 2003) o
acidos fendlicos como el acido clorogénico (Lafay et al., 2006). Sin
embargo, el resto de los polifenoles, que en su mayoria resisten la
hidrélisis acida del estdmago, llegan intactos al intestino delgado donde
son absorbidos de forma mayoritaria.

Los polifenoles que no han sido absorbidos en el intestino delgado,
llegan al colon donde son degradados a acidos fendlicos por la
microbiota coldnica, metabolizados a derivados del acido benzoico v,
posteriormente, son absorbidos. Este paso es muy importante para
cierto tipo de polifenoles como los lignanos o las isoflavonas de soja,
puesto que sus metabolitos activos se producen por esta via (Kim et al.,
1998; Rechner et al., 2002; Setchell et al., 2002; Setchell et al., 1981;
Visioli et al., 2011).

Los polifenoles en forma glicosilada, donde la molécula de azucar
es denominada glicona y el polifenol unido aglicona, son muy hidrofilicos.
Por ello, la eliminacidon de sus residuos de azlcar es necesaria para su
absorcion en el intestino delgado por difusion a través de la luz intestinal.
Los polifenoles son hidrolizados por enzimas intestinales enddgenas
humanas como la lactasa-florizina hidrolasa (LPH) (hidrdlisis extracelular)
o la B-glucosidasa (CBG) (hidrdlisis intracelular). Estas enzimas liberan al
polifenol (aglicona) de los residuos glicona como, por ejemplo, glucosa,
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arabinosa o xilosa. Los residuos de ramnosa no son sustratos para estas
enzimas, por lo que los polifenoles unidos a este tipo de residuos han de
ser hidrolizados por las a-ramnosidasas presentes en la microbiota
coldnica. Las antocianinas representan una excepcion porque el glicésido
intacto puede ser absorbido en el intestino delgado (Nurmi et al., 2009;
Scalbert and Williamson, 2000; Visioli et al., 2011).

En cuanto a los polifenoles esterificados, ni en la mucosa intestinal,
ni en el higado, ni en el plasma existen esterasas, con lo que sélo pueden
ser metabolizados por la microbiota coldnica, lo cual reduce la eficiencia
de su absorcidn (D'Archivio et al., 2007; Gonthier et al., 2006).

Los polimeros y los oligdmeros mayores que los trimeros, como las
proantocianidinas, ven limitada su absorcién en el intestino delgado
debido a su tamafo y su alto peso molecular. Como su absorcién es tan
baja, ejercen su accién bioldgica a nivel local en el tracto gastrointestinal
(Halliwell et al., 2000; Manach et al., 2004).

Aunque el procesado enzimatico de los polifenoles posibilite una
mejor absorcién y, por tanto, una mayor biodisponibilidad, en algunos
casos, el compuesto original (unido al glucido, al éster o en forma de
polimero) es el que posee la actividad bioldgica. Por tanto este tipo de
procesos puede disminuir la bioactividad de algunos polifenoles (Gao and
Hu, 2010).

Existen varios factores que pueden modular la absorcidn intestinal,
entre ellos destacan la coexistencia de varios compuestos en el lumen
intestinal, la inhibicién de la actividad de las enzimas digestivas y/o la
alteracion de los sistemas de transporte (Asensi et al., 2011; Murota and
Terao, 2003).

1.3.2.Metabolismo

Durante el proceso de absorcidn, los polifenoles sufren reacciones

de conjugacién en las células intestinales y, posteriormente, en las

células hepaticas. Por esta razon, los polifenoles que llegan a la sangre y
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a los tejidos son mayoritariamente diferentes a los que se han ingerido
por via oral (Manach et al., 2004).

Aunque algunos polifenoles sufren metabolismo de fase | (p. €j.
ejemplo compuestos que contienen dobles enlaces que han de ser
reducidos), los polifenoles sufren mayoritariamente procesos de
metabolizacién de fase Il. Esto es debido a que al estar altamente
hidroxilados, son demasiado hidrofilicos para ser sustratos de las enzimas
del sistema citocromo P450 encargadas de los procesos de
metabolizacion de fase | (Chung et al., 2005; Gao and Hu, 2010; Lambert
and Yang, 2003; Yang et al., 2001).

De esta forma, los procesos de conjugacion a los que son
sometidos mayoritariamente los polifenoles son reacciones de fase II,
principalmente, metilacion, sulfatacion y glucuronidacion o una
combinacion de ellas. Estas reacciones facilitan la eliminaciéon de los
polifenoles por via biliar y urinaria al aumentar su hidrofilia (Asensi et al.,
2011; Manach et al., 2004). El control de estas reacciones es asumido por
enzimas enddgenas especificas de cada reaccién.

Los procesos de metilacidn son catalizados por la enzima catecol-
O-metil transferasa (COMT). Esta enzima transfiere grupos metilo desde
la S-adenosil-L-metionina a polifenoles que contienen un grupo o-
difendlico como la QUER, luteolina, acido cafeico, catequina y cianidina.
Aunque esta enzima estd presente en un gran nimero de tejidos, su
mayor actividad se produce en el higado y en el rifidon (Manach et al.,
2004). Poco se sabe acerca de si este tipo de conjugacion afecta de forma
positiva o negativa a la biodisponibilidad de los polifenoles. Sin embargo,
si se han realizado estudios sobre polifenoles que existen en la
naturaleza con grupos metilo en el lugar de los grupos hidroxilo del
polifenol del que derivan (Landis-Piwowar and Dou, 2008). A este
respecto, mientras algunos estudios indican que la metilacién puede
aumentar la biodisponibilidad de los polifenoles (p.ej. al comparar el
RESV con su andlogo estructural dimetoxilado, el Pterostilbeno (PTER)
(Ferrer et al., 2005), otros indican una marcada disminucion de la misma
al verse disminuidos sus efectos bioldgicos (Asensi et al., 2011) (p.ej. la
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metilacion suprime el efecto inhibitorio del proteasoma inducido por los
polifenoles del té verde (Landis-Piwowar et al., 2007)).

Las sulfotransferasas (SULTs) catalizan la transferencia de un grupo
sulfato desde la 3’-fosfoadenosina-5’-fosfosulfato a los grupos hidroxilo
de diversos sustratos, incluidos los polifenoles. Aun no esta del todo
claro cudles son las isoformas de estas enzimas implicadas
especificamente en la sulfataciéon de los polifenoles, ni las posiciones
concretas en las que se produce este tipo de conjugacién (Manach et al.,,
2004). Lo que si se conoce es que principalmente se produce en el higado
y que la principal isoforma hepatica es la SULT1A1. Se conoce también
que la isoforma mayoritaria en el colon es la SULT1A3, y que esta
también podria jugar un papel importante en la sulfatacion de los
polifenoles. Otro factor que puede afectar a la sulfatacion, es que hay
algunos polifenoles que son capaces de inhibir la actividad de las SULTs
(Gao and Hu, 2010; Scalbert and Williamson, 2000).

Las UDP-glucuronosiltransferasas (UGTs) son enzimas de
membrana situadas en el reticulo endoplasmatico de numerosos tejidos.
Catalizan la conjugacidn de los polifenoles con el acido glucurdnico. La
glucuronidacion de los polifenoles se produce principalmente por la
familia UGT1A a nivel intestinal, hepdtico y renal. Este tipo de
conjugaciones tienen lugar en primer lugar en el intestino, contribuyendo
al metabolismo de primer paso de los polifenoles, y posteriormente en el
higado (Manach et al., 2004; Scalbert and Williamson, 2000).

La glucuronidacion y la sulfatacién son las principales rutas de
metabolizacion de los polifenoles. Como los conjugados resultantes son
muy hidrofilicos para difundir a través de la membrana plasmatica,
necesitan ser excretados al espacio extracelular por transportadores de
membrana como los MRPs (transportador asociado a las proteinas de
multirresistencia a drogas), la Pgp (glicoproteina P), los BCRPs
(transportadores asociados a la proteina de resistencia del cancer de
mama), o los OATs (transportadores de aniones organicos) (Gao and Hu,
2010).
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Los polifenoles contienen multiples sitios aceptores para estas
reacciones. Por ejemplo, un polifenol puede ser metilado vy
posteriormente glucuronidado o sulfatado en otros grupos funcionales
presentes. La secuencia y el grado de estas reacciones depende de varios
factores: la afinidad de la enzima por el sustrato, esto determina la
reactividad y la posicion del conjugado; la disponibilidad de las enzimas
y sus cofactores que a su vez se dependen de la especie, los
polimorfismos genéticos, la induccidn enzimatica, la dieta y el estado
metabdlico; la existencia de otros sustratos que compitan por la misma
enzima o deplecionen los niveles de cofactores; y la concentracion del
polifenol que determina el grado de conjugacidon (Yang et al., 2001). Con
respecto a esto Ultimo, la sulfatacion es generalmente una via que
aunque muestra una mayor afinidad por el sustrato, tiene menor
capacidad que la via de la glucuronidacidn, por lo tanto, en caso de que
la concentracion del polifenol sea elevada, se producird
mayoritariamente glucuronidacién.

La dosis y la via de administracion utilizada determinan el lugar de
metabolizacién principal. Asi, polifenoles administrados a dosis elevadas
y/o por via intravenosa, son metabolizados principalmente en el higado,
mientras que polifenoles administrados a dosis bajas y por via oral,
pueden ser metabolizados por la mucosa intestinal con el higado como
organo de metabolizacién secundario (Manach et al., 2004; Scalbert and
Williamson, 2000).

El proceso de metabolizacidn es altamente eficiente, de tal forma
gue en sangre solo encontramos derivados conjugados de los polifenoles
y nada o muy baja concentracidn de los polifenoles en su forma nativa.
Esto puede alterar la actividad bioldgica de los mismos (Manach et al.,
2004). Esta extensa metabolizacion a la que son sometidos y la rapida
excrecion de los metabolitos producidos son los responsables de la baja
biodisponibilidad de los polifenoles (Gao and Hu, 2010).
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1.3.3.Transporte en plasma y captacion por los tejidos

Los polifenoles conjugados o en su forma nativa, circulan por la
sangre unidos a proteinas, principalmente a la albdmina. La afinidad de
los polifenoles por la albumina varia segln sus estructuras quimicas. Esta
unién, puede tener consecuencias en su eliminacién y en su captacién
por los tejidos. De hecho, se piensa que la captacién es inversamente
proporcional a la cantidad de polifenol unido. Lo que no estd aun del
todo claro es si esta unidn puede afectar de forma negativa a los efectos
bioldgicos de los polifenoles, o si por el contrario, los polifenoles unidos a
la albimina son capaces de ejercer dichos efectos, como ocurre en el
caso de la QUER (D'Archivio et al., 2007).

Los polifenoles son capaces de penetrar en los tejidos,
particularmente en aquellos en los cuales van a ser metabolizados
(Intestino e higado). La determinacidn de la biodisponibilidad real de los
polifenoles en los tejidos es mucho mds importante que su
determinacién en plasma puesto que en ellos es donde van a efectuar
sus acciones bioldgicas. Sin embargo, esto es bastante complejo, de
hecho, los datos son muy escasos tanto en humanos como en animales.
Los estudios realizados hasta ahora destacan que las concentraciones en
plasma de los polifenoles, no se correlacionan con las concentraciones en
sus tejidos diana. De hecho, la naturaleza de los metabolitos tisulares
puede ser diferente a la de los metabolitos en plasma debido a la
captacién especifica de los mismos o al metabolismo intracelular
(D'Archivio et al., 2007; Manach et al., 2004).

1.3.4.Eliminacion

Los metabolitos de los polifenoles pueden seguir dos vias de
excrecion: excrecion biliar y excrecion urinaria. Los metabolitos
extensamente conjugados, son mas propensos a ser eliminados por via
biliar, mientras que los metabolitos poco conjugados, como los
monosulfatos, son preferentemente eliminados por la orina (Manach et
al., 2004).
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En el caso de la eliminacion por via biliar, los metabolitos,
principalmente los glucurdénidos, son vertidos en el duodeno desde
donde llegan al colon. Alli, son sometidos a la accién de enzimas
bacterianas como las B-glucuronidasas que hidrolizan los metabolitos
liberdndolos en forma de agliconas y los metabolizan a acidos fendlicos
gue son reabsorbidos (recirculacién enterohepatica). Lo mismo ocurre si
los polifenoles son metabolizados en el intestino delgado, y excretados
directamente al lumen intestinal. Estos procesos dan lugar a que los
polifenoles estén mas tiempo en el cuerpo. Ademds de por estas dos
vias, los polifenoles pueden ser metabolizados y absorbidos en el colon si
no han sido absorbidos en el intestino delgado (Asensi et al.,, 2011;
Manach et al., 2004).

En caso de la eliminacidn por via urinaria, la cantidad total de
metabolitos excretados se correlaciona con sus concentraciones
madximas plasmaticas. Bajas concentraciones de polifenoles en orina son
debidas a una pronunciada excrecién por via biliar o a una extensa
metabolizacion (Manach et al., 2004).

La vida media de los polifenoles no se conoce con exactitud, sin
embargo, suele ser corta si la absorcidn es a nivel intestinal (entre 1-4
horas segin el polifenol en cuestion), mientras que tras su
metabolizaciéon y posterior absorcidn en el colon es mayor. Con respecto
a los polifenoles con rapida absorcién y baja vida media, para obtener
una concentracion constante en el plasma, seria necesaria una
administracién frecuente en el tiempo (Manach et al., 2004).

En resumen, los datos experimentales indican que principalmente
los polifenoles son absorbidos en el intestino, donde previamente son
hidrolizados liberandose en forma de agliconas que pueden atravesar la
barrera intestinal por difusiéon. Ademas, algunos polifenoles pueden
sufrir metabolismo de fase Il durante su absorcidon, concretamente son
glucuronidados por las UGTs intestinales. Estos conjugados mas
hidrofilicos abandonan el enterocito gracias a transportadores
especificos. Esta limitacion en su biodisponibilidad puede ser salvada

32



Introduccion

mediante su administracion intravenosa (Wu et al., 2011). Una vez en la
circulacidon sanguinea, los polifenoles alcanzan el higado donde son
rapida y extensamente metabolizados a conjugados metilados,
glucuronidados y/o sulfatados. Por ello, la cantidad en sangre en su
forma nativa es muy baja. Estos conjugados son exportados a través de
transportadores bien a la bilis, o bien a la circulacién sistémica donde
unidos a la albumina serdn transportados a los distintos tejidos. Los
metabolitos localizados en la circulacién sistémica y en los tejidos son
excretados por via urinaria. Los conjugados eliminados por via biliar son
vertidos en el duodeno, llegando al colon, donde son vueltos a
metabolizar por la microflora bacteriana y reabsorbidos, llegando otra
vez a la circulacion sistémica. Por lo tanto, a corto plazo (durante la
primera hora tras su administracién), dependiendo de si su
administraciéon es por via oral o por via intravenosa, los niveles en sangre
de los polifenoles en su forma natural/conjugados, van a ser diferentes
(Asensi et al., 2011). Estos procesos se esquematizan en la llustracion 5.

FEs Metilacién (COMTs)
Metabolismo < Glucuronidacién (UGTs)
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llustracidn 5: Biodisponibilidad de los Polifenoles (PFs)
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1.3.5.Efectos bioldgicos de los metabolitos

El conocimiento sobre las propiedades bioldgicas de los
metabolitos de los polifenoles presentes en plasma o en los tejidos es
muy limitado. Ello es debido a la poca precisién en su identificacién
debido, en parte, a la falta de estdndares comerciales.

El hecho de que la glucuronidacion y la sulfatacion conviertan a los
polifenoles en compuestos mas hidrofilicos, puede afectar a su
interaccion con su sitio de accidon. De hecho, aunque este tipo de
conjugados puede conservar parte de sus efectos bioldgicos tal y como
se ha observado en diversos estudios con conjugados de QUER
(Yoshizumi et al., 2002) o de CURC (Osawa, 2007), la mayoria de los
estudios disponibles indican que los polifenoles en forma de aglicona son
mas activos bioldgicamente que sus metabolitos (Asensi et al., 2011).

La metabolizacién de los polifenoles puede tener efectos
indirectos sobre la salud debido a que son metabolizados por las mismas
vias que muchos xenobidticos y hormonas enddgenas. Por ello, pueden
actuar como inhibidores competitivos de enzimas metabdlicas como las
metiltransferasas y las sulfotransferasas; pueden interaccionar con
transportadores utilizados por otros farmacos; y pueden actuar como
inhibidores del citocromo P450. Todos estos datos sugieren que los
polifenoles pueden afectar a la biodisponibilidad de muchos tdéxicos y
farmacos al afectar a las actividades enzimaticas implicadas en su propio
metabolismo (Manach et al., 2004).

1.3.6.Mejora de la biodisponibilidad de los polifenoles

Ademas de ser rapidamente metabolizados in vivo, los polifenoles
son inestables quimicamente y poco solubles en agua. Esto, sumado a su
baja biodisponibilidad, complica su uso en clinica (Asensi et al., 2011).

Por ello, para mejorar la farmacocinética de los polifenoles y asi
aumentar sus efectos bioldgicos, disminuyendo su toxicidad, se estan
utilizando en los ultimos afios varias estrategias. Entre ellas destacan
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determinadas formulaciones farmacéuticas; modificaciones
estructurales; el uso de sistemas de liberacion/administracion
alternativos como liposomas, nanoparticulas, microemulsiones y
dispositivos poliméricos implantables; o la administracién conjunta con
inhibidores de transportadores o moduladores enzimaticos (Asensi et al.,
2011; Gao and Hu, 2010).

En cuanto a las formulaciones farmacéuticas, uno de los ejemplos
es Polyphenon E, un farmaco compuesto por una mezcla de al menos
cinco catequinas diferentes, entre ellas, la mas abundante, la EGCG. Este
farmaco administrado como aerosol, se encuentra en fase clinica | para el
tratamiento del cancer de pulmén. En diversos ensayos se ha
demostrado como la biodisponibilidad de la EGCG administrada en
polyphenon E es mayor que la de la EGCG administrada a la misma dosis
pero de forma individual. Esto es probablemente debido a que Ia
interaccion entre los distintos compuestos, tal y como sucede en su
fuente natural, aumenta su eficacia y su biodisponibilidad (Asensi et al.,
2011; Bode and Dong, 2009). Otro ejemplo de este tipo es la
administracidn oral de la formulacién micronizada (tamafio de particula
<5um) del RESV (SRT501) que esta en fase clinica Il. Esta reduccion del
tamafio de particula, contribuye a aumentar su biodisponibilidad
principalmente debido a que, al aumentar la superficie de la particula, se
mejoran sus propiedades de disoluciéon y puede administrarse como
suspension (Asensi et al., 2011; Howells et al., 2011; Popat et al., 2013).

Con respecto a las modificaciones estructurales, pueden ser
sintéticas o tratarse de compuestos andlogos presentes en la naturaleza.
Este ultimo es el caso del RESV (trans-3, 5, 4'- trihidroxiestilbeno) y su
analogo natural dimetoxilado  pterostilbeno  (3,5-dimetoxi-4’-
hidroxiestilbeno). El pterostilbeno conserva el grupo OH en posicion 4’ y
la configuracidon trans del RESV, que se ha demostrado que son
necesarios para su actividad bioldgica (Stivala et al., 2001). Ademas de
mantener al menos los mismos efectos bioldgicos que el RESV, el
pterostilbeno, debido a la sustitucidn de los dos grupos hidroxilo en
posicion 3 y 5 por dos grupos metoxilo, tiene una mayor
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biodisponibilidad y una mayor vida media (Ferrer et al., 2005; Lin et al.,
2009; Rimando et al., 2002).

Con relacién a otras formas de administracién/liberacion, los
liposomas son bicapas lipidicas que permiten la encapsulacién de
compuestos diversos, entre ellos, los polifenoles. Segun su solubilidad en
agua, los polifenoles se incorporan bien a la bicapa lipidica (en caso de
compuestos liposolubles) o bien quedan el interior del liposoma (en caso
de compuestos hidréfilos). En ambos casos, los liposomas contribuyen a
la solubilizacion de estos compuestos permitiendo su administraciéon
intravenosa sin necesidad de utilizar solventes organicos. Ademas, los
liposomas mejoran la estabilidad de estos compuestos al reducir el
contacto con el medio, protegiéndolos asi de la luz y de cualquier otro
factor que contribuya a su degradacién, mejorando su biodisponibilidad
(Coimbra et al., 2011). Otra opcion son las nanoparticulas, estructuras
microscopicas de entre 1-100nm constituidas por polimeros o
copolimeros biodegradables y biocompatibles. Al igual que los liposomas,
las nanoparticulas se utilizan para encapsular (en su interior en caso de
compuestos hidrosolubles o en su superficie en caso de compuestos
liposolubles) compuestos con baja biodisponibilidad como los polifenoles
protegiéndolos de su degradacidon y mejorando su solubilidad. Ademas,
el tiempo y la velocidad de degradacion del polimero, y por tanto la
liberacion del polifenol, son pardmetros sujetos a un relativo control
(Khushnud and Mousa, 2013). Otras alternativas para mejorar la
biodisponibilidad y estabilidad de los polifenoles son las microemulsiones
y los dispositivos poliméricos implantables que se estan empezando a
utilizar en ensayos in vitro e in vivo (Bansal et al., 2011).

Otro tipo de estrategias que se estan probando para mejorar la
biodisponibilidad de los polifenoles es la administracién conjunta in vitro
con inhibidores de transportadores como MK-571 (Vaidyanathan and
Walle, 2003) o verapamil, asi como con moduladores de enzimas
metabdlicas. En este ultimo caso, existen ensayos in vitro, in vivo y en
humanos que demuestran que la administracion conjunta de polifenoles
con piperina, un inhibidor de la glucuronidacién tanto a nivel hepatico
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como intestinal, mejora la biodisponibilidad de los polifenoles
aumentando sus efectos bioldgicos (Gao and Hu, 2010; Lambert et al.,,
2004; Shoba et al., 1998).

2. CANCER

2.1. Conceptos generales

El ser humano es un organismo multicelular donde sus unidades,
las células, operan como una sociedad. Estas unidades, siguiendo la
Teoria Celular propuesta por Schawnn y Scheleiden en el siglo XIX,
conforman la estructura funcional basica del organismo, y cooperan
entre ellas para conseguir la armonia fisiolégica del mismo. Para este fin,
las células se dividen y se organizan, segun la funcién en la que se
especialicen, en tejidos y érganos (Alberts et al., 2007).

El cuerpo humano estd formado por unas 10™ células, todas ellas
con la misma informacién genética, tanto las células somaticas como las
germinales. Por tanto el ser humano es un clon que proviene de una
misma célula (Gil et al., 2008). Watson y Crick recibieron el premio Nobel
por dilucidar la estructura molecular del material hereditario que las
células contienen en el interior de su nucleo. El acido desoxirribonucleico
(ADN) estd compuesto por la combinacion de un esqueleto azlcar-
fosfato y 4 bases nitrogenadas: Adenina (A), Guanosina (G), Citosina (C) y
Timidina (T). Gracias a las multiples combinaciones de los nucleétidos se
forman los genes que codifican la informacion estructural y funcional de
las células (Watson and Crick, 1953).

A lo largo de un mismo dia ocurren miles de mutaciones en la
secuencia del ADN. En la mayoria de los casos, estas alteraciones son
irrelevantes o reparadas, y en caso de que se produzcan en genes
criticos, suelen ser letales para la célula (Jakobisiak et al., 2003). Sin
embargo, ocasionalmente, si las mutaciones que se producen en el ADN
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proporcionan alguna ventaja para la supervivencia celular, ya sea
incrementando su capacidad de proliferacién o disminuyendo el
porcentaje de mortalidad celular, sus células hijas incorporardn la misma
caracteristica y por tanto mayor capacidad proliferativa, dando lugar a un
clon mutante. Este es el principio fundamental del cancer.

Con todo ello podemos definir el cdncer como un grupo de
numerosas enfermedades, caracterizadas por la alteracion de la
proliferacién celular y la inhibicidn de la diferenciacién celular. El cancer
se manifiesta por la formacién de un tumor que es producido por la
multiplicacién de un clon mutante que escapa a los mecanismos que
controlan la multiplicacidn celular en el organismo, y los supera (Alberts
et al., 2007; Bignold, 2007; Liebermann et al., 1995).

Esta divisién rdpida y descontrolada puede dar lugar a tumores
malignos que tienen la capacidad de invadir el tejido normal que los
circunda y extenderse a través del cuerpo via sistema circulatorio
sanguineo y/o linfatico generando metastasis. Sin embargo no todos los
tumores son cancerosos (malignos). Los tumores benignos permanecen
confinados en su localizacidn original, no invaden el tejido normal que los
rodea ni se extienden a lugares distantes en el organismo y por lo general
pueden ser eliminados quirdrgicamente. Algunos tipos de tumores
benignos pueden convertirse en tumores malignos (Alberts et al., 2007).

2.2. Epidemiologia

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (0.M.S.), en la mayor
parte de los paises desarrollados el cdncer es la principal causa de
mortalidad junto con las enfermedades cardiovasculares, y los datos
epidemioldgicos muestran el comienzo de esta tendencia en el mundo
menos desarrollado, en particular en los paises «en transicién» y paises
de ingresos medianos, como por ejemplo en América del Sur y Asia
(Boyle and Levin, 2008; Jones, 1999; Pereira et al., 2012).

Se prevé que, a nivel mundial, la mortalidad por cadncer aumentara
entre 2008 y 2030 pasando de 7,9 millones a 17 millones de defunciones,
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debido en parte al crecimiento demografico y al envejecimiento de la
poblacién. En las estimaciones se han tenido en cuenta las ligeras
reducciones previstas de la mortalidad para algunos tipos de cdncer en
paises con grandes recursos. Se estima que durante el mismo periodo el
numero de casos nuevos de cancer aumentara de 12 millones en 2008 a
27 millones en 2030 (Boyle and Levin, 2008).

Segun los datos disponibles mds recientes (2008), los canceres con
mayor incidencia a nivel mundial, son el de pulmén (1,5 millones de
casos), el de mama (1,29 millones de casos) y el colorrectal (1,15 millones
de casos). Por sexos, el cancer de mama en mujeres y el cancer de
pulmén en hombres son los mas frecuentemente diagnosticados.

Debido a su baja prognosis, los principales tipos de cédncer que
contribuyen a la mortalidad anual por esta enfermedad son, el cancer de
pulmoén (1.4 millones de muertes), el de estdmago (740.000 muertes), el
de higado (700.000 muertes), el colorrectal (610.000 muertes) y el de
mama (460.000 muertes) (Jemal et al., 2011). Estos datos se muestran en
la llustracion 6.

Male Female

Lung
Breast
Colarectum
Stomach
Prostate
Liver
Cervix uteri
Oesophagus
Bladder
MNon-Hodgkin lymphoma
Leukaemia
Caorpus uteri
Pancreas
Kidney
Lip, oral cavity
Brain, nervaus system
Ovary
Thyroid
Melanoma of skin
Larynx

15000 10000 5000 a 5000 10000 15000

Numbers of new cases/deaths (x100) B New cases
GLOBOCAN 2008 (IARC) (14 8.2013) M Deaths

llustracién 6: Niumero de nuevos casos y de muertes por cancer en el mundo. Fuente:
GLOBOCAN 2008 (IARC) (http://globocan.iarc.fr/).
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2.3. Causas

La carcinogénesis es el proceso por el cual se forma un tumor, y se
inicia con mutaciones del material genético de las células normales. Estas
mutaciones pueden ser debidas a factores intrinsecos del organismo
(como mutaciones heredadas, niveles hormonales, condiciones
inmunolégicas determinadas) (5-10%) y a factores medioambientales o
derivados del estilo de vida (90-95%), es decir factores extrinsecos que se
pueden evitar (Anand et al., 2008).

Esto se demuestra al examinar la incidencia de cdncer en varios
paises, al observar que el riesgo de sufrir un cadncer determinado varia
drasticamente entre unos paises y otros (llustraciéon 7). De hecho, las
poblaciones emigrantes tienden a adquirir el patrén de incidencia de un
cancer tipico del pais de adopcidn, lo cual implica que las diferencias en
cuanto a incidencia son debidas principalmente a factores ambientales y
no genéticos. A partir de estos datos se estima que el 80-90% de
canceres se podrian evitar o al menos posponer su aparicion. Sin
embargo, puesto que la mayoria de los factores que afectan al riesgo de
cancer son muy dificiles de identificar, todavia faltan muchos datos
relevantes en relacion a los factores extrinsecos que afectan a su
incidencia. Es por todo ello dificil de demostrar cual es su etiologia.
Probablemente la mayoria de estos factores son agentes a los que
estamos expuestos habitualmente y que muchos de ellos contribuyan de
forma conjunta a la incidencia de un cancer determinado (Alberts et al.,
2007).
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llustracion 7: Incidencia de cancer de pulmodn en el mundo en ambos sexos. Fuente:
GLOBOCAN 2008 (IARC) (http://globocan.iarc.fr/).

Entre los diferentes factores de riesgo modificables conocidos que
pueden desencadenar cancer se incluyen: el tabaco, el alcohol, la dieta,
la obesidad, la falta de ejercicio fisico, los contaminantes ambientales,
agentes quimicos (como los hidrocarburos), infecciones cronicas
causadas por virus o bacterias, tratamientos farmacolégicos y/o las
radiaciones (ultravioleta, electromagnéticas, ionizantes) (Boyle and Levin,
2008).

El tabaco, por ejemplo, aumenta el riesgo de padecer al menos
trece tipos de cdncer entre ellos: pulmén, cavidad oral, faringe, laringe,
es6fago, estdmago, pancreas, higado o rifidn. Contiene
aproximadamente cincuenta agentes carcindégenos incluyendo
nitrosaminas e hidrocarburos policiclicos aromaticos (p. ej. el
benzopireno). En los paises desarrollados, el tabaco es responsable del
30% de las muertes por cancer y del 90% de las muertes por cancer de
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pulmén. Actualmente, el humo del tabaco es el agente ambiental
causante de cancer mas importante del mundo (Boyle and Levin, 2008).

Entre un 15-20% de los canceres en el mundo se atribuyen a
enfermedades infecciosas. La mayoria de los cdnceres causados por
infecciones son debidos a virus, sin embargo, las bacterias y los parasitos
también pueden contribuir a la apariciéon de la enfermedad. Los
principales canceres causados por virus son: el carcinoma hepatocelular
asociados a los virus de la hepatitis B (VHB) y C (VHC); el carcinoma de
cuello uterino causado por el papilomavirus; linfomas asociados al virus
de Epstein-Barr; o sarcoma de Kaposi asociado al virus del herpes. En
cuanto a las infecciones bacterianas, la mas conocida es la producida por
Helicobacter pylori que puede producir cancer de estémago. Parasitos
como el Schistosoma haematobium, pueden producir canceres del tracto
urinario (Anand et al., 2008; Boyle and Levin, 2008).

En cuanto al estilo de vida, una dieta con una baja ingesta de
frutas, vegetales y cereales, y rica en carne roja, alimentos procesados, y
alto consumo de sal se asocia con la aparicién de diversos canceres como
el colorrectal (Kushi et al., 2012).

Al menos un 10% de casos de cancer en el mundo, estan causados
por radiaciones, tanto ionizantes como no ionizantes (ultravioleta,
electromagnéticas). La exposicién a radiaciones ionizantes naturales
(rayos X y rayos gama) asi como artificiales (rayos-X para diagnostico,
radiofarmacos, accidentes nucleares) pueden aumentar el riesgo de
sufrir canceres como leucemia, cancer de mama o cancer de tiroides. Por
otro lado, la luz ultravioleta del sol causa distintos tipos de cancer de piel
(carcinomas de células basales, carcinomas de células escamosos vy
melanoma) especialmente en poblaciones altamente expuestas al sol,
con piel, pelo y ojos claros, con baja capacidad para broncearse y que son
propensas a sufrir quemaduras solares. En cuanto a las radiaciones
electromagnéticas de baja frecuencia (teléfonos mdviles, ordenadores,
televisores, transformadores eléctricos y otros equipos electrénicos) han
sido descritos como posibles carcindégenos por la O.M.S. Sin embargo, los
estudios al respecto no son concluyentes (Boyle and Levin, 2008).
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Todos estos agentes que producen cancer son denominados
carcinégenos, y pueden actuar directamente sobre el ADN produciendo
mutaciones o pueden ser inertes y convertirse en dafinos tras ser
transformados a una forma mds reactiva por procesos metabdlicos en el
organismo. A este tipo de carcinégenos mutagenos se les denomina
iniciadores tumorales. Sin embargo, no todos los carcinégenos son
mutagenos. A este otro tipo de carcinégenos se les denomina
promotores tumorales y contribuyen al desarrollo del cancer
estimulando la proliferacién celular en lugar de inducir mutaciones
(Alberts et al., 2007; Weinberg, 2007).

Ademads de todos estos factores, el envejecimiento es otro factor
fundamental en el desarrollo del cancer, de hecho, si un ser humano
pudiera vivir lo suficiente, resultaria inevitable que al menos una de sus
células acumulase las suficientes mutaciones para desarrollar un cancer
(Alberts et al., 2007).

2.4. Naturaleza bioldgica de cancer

Una de las caracteristicas fundamentales del cancer es la
clonalidad tumoral, es decir, el desarrollo de un tumor a partir de una
Unica célula que comienza a proliferar de forma anormal (Gil et al., 2008;
Greaves and Maley, 2012).

Sin embargo, el origen clonal de los tumores no implica que la
célula progenitora original que da lugar al tumor haya adquirido
inicialmente todas las caracteristicas de una célula cancerosa (Gil et al.,
2008). Por el contrario, el desarrollo del cdncer es un proceso
multisecuencial caracterizado por alteraciones genéticas y epigenéticas
gue dan lugar a una transformacion progresiva de las células normales en
malignas (Hanahan and Weinberg, 2000).

En este sentido, se considera que para alcanzar la malignidad, las
células deben adquirir ciertas caracteristicas moleculares, bioquimicas y
celulares. Hanahan y Weinberg propusieron en el afio 2000 seis
caracteristicas comunes para todas las células tumorales (Hanahan and
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Weinberg, 2000) y las ampliaron a diez en el afio 2011 basandose en
nuevos datos (Hanahan and Weinberg, 2011). Estas caracteristicas
(llustracion 8) que constituyen un marco logico que permite entender la
diversidad de las enfermedades neoplasicas son:

l. La capacidad de las células que forman el tumor y de su
microambiente de producir sefiales de proliferacién celular
de forma auténoma y mantenida (autosuficiencia
proliferativa).

Il La capacidad de evadir las sefiales antiproliferativas:
Alteracion del ciclo y la diferenciacidn celular.

Il. La resistencia a la muerte celular: Apoptosis, necrosis,
autofagia.

V. La capacidad de las células para replicarse de forma
ilimitada: Aumento de la actividad telomerasa y elusion de
la senescencia celular.

V. La induccién de la angiogénesis.

VI. La capacidad de invadir los tejidos adyacentes vy
metastatizar.

VII. La induccién de inflamacion promovida por el tumor.

VIII. La capacidad de modificar o reprogramar el metabolismo
energético celular.

IX. La capacidad de evadir la destruccidon inmunoldgica.

X. La inestabilidad del genoma y la mutabilidad: Es la
caracteristica mas importante puesto que es la que causa
la adquisicion del resto de caracteristicas.
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llustracion 8: Caracteristicas de las células tumorales. Adaptado de (Hanahan and
Weinberg, 2011)

La adquisicion en el tiempo y el orden en el cual estas
caracteristicas son adquiridas por las células tumorales varia
ampliamente tanto entre tumores del mismo tipo como entre los de
distinto tipo. Ademas, en ciertos tumores una mutacién determinada
puede conferir a las células tumorales varias de estas caracteristicas de
forma simultanea disminuyendo asi el nimero de pasos requeridos para
alcanzar la malignidad (Hanahan and Weinberg, 2000).

En todo caso, actualmente se acepta que las células cancerigenas
reclutan y corrompen a otros tipos celulares normales que forman el
estroma tumoral y que les ayudan a llevar a cabo los procesos anteriores.
Ademas, ciertos tumores son capaces de inducir la transformacién de sus
propias células tumorales en células del estroma, pudiendo existir dentro
de un tumor células en diferente estado de diferenciacion. Es decir, en
conjunto, los tumores son mucho mas que una masa de células
tumorales proliferativas, son tejidos complejos compuestos por multiples
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tipos celulares distintos que interaccionan unos con otros dando lugar a
un microambiente tumoral que contribuye a la tumorigénesis (Hanahan
and Weinberg, 2011).

2.4.1.Aspectos genéticos y epigenéticos del cancer

El cancer es una enfermedad que aparece como consecuencia de
una serie de alteraciones genéticas y epigenéticas que dan lugar a
cambios en la secuencia y en la estructura del ADN y que culminan en
una proliferaciéon celular desmedida. Estas alteraciones asociadas al
cancer pueden implicar cambios a pequefa escala, a nivel de uno o
varios nucleétidos (sustitucién, delecién, insercién de nucledtidos); a
gran escala, como las inversiones y las translocaciones (recombinaciones)
cromosdémicas, la ganancia o pérdida de cromosomas, el aumento del
numero de copias (copy number) de un segmento de ADN o incluso la
integraciéon de genomas virales en el cromosoma. Ademas se pueden
producir alteraciones en la expresion de los genes donde la secuencia de
ADN permanece inalterada, debido a metilaciones en el ADN o
modificacion en el patrén de histonas (Biankin and Hudson, 2011;
Peltomaki, 2012; Stratton, 2011).

En este aspecto, hay muchas evidencias que indican que la
carcinogénesis es un proceso de varios pasos de alteraciones sucesivas
(acumulacién de mutaciones y epimutaciones) que afectan a varios tipos
de genes: oncogenes, genes supresores de tumores, y genes que
codifican ARNs no codificantes (ncARNs), entre los que se encuentran los
que codifican micro-ARNs (Blignaut, 2012; Croce, 2008).

2.4.1.1. Proto-oncogenes y oncogenes

Los proto-oncogenes son genes con funciones esenciales en las
células normales que actian como reguladores positivos del crecimiento.
Las proteinas producto de la mayoria de estos genes son componentes
de cascadas de transduccién de sefiales incluyendo factores de
crecimiento, receptores de factores de crecimiento, proteinas G,

46



Introduccion

proteinas quinasas o factores de transcripcion, que regulan procesos
celulares fundamentales como el crecimiento, la proliferacion, Ia
diferenciacidn, el metabolismo y la apoptosis (Croce, 2008; Hartl and
Bister, 2013).

Cuando mutan, los proto-oncogenes se activan y se convierten en
oncogenes. Estas mutaciones suponen una ganancia de funcidn, es decir,
un aumento de actividad de su producto génico, por sobreexpresion
génica o por hiperactividad proteica. Por ello, los oncogenes estimulan a
las células a proliferar cuando no deberian hacerlo, es decir, de forma
descontrolada (Alberts et al., 2007; Polsky and Cordon-Cardo, 2003).

Los oncogenes tienen un efecto genético dominante, es decir, solo
se necesita la mutacion en uno de los dos alelos del gen para su
activacion (Alberts et al., 2007; Stratton, 2011).

Algunos ejemplos de oncogenes bien conocidos codifican para: el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y su receptor (EGF-R); el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y su receptor (VEGF-R);
proteinas G de la familia RAS; proteinas quinasas como AKT o B-RAF; el
factor de transcripcidn nuclear MYC; o la proteina antiapoptoética BCL-2
(Croce, 2008; Polsky and Cordon-Cardo, 2003).

2.4.1.2. Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores codifican proteinas que en el
organismo sano controlan la proliferacion celular. Es decir, son
reguladores negativos del crecimiento, por lo que cuando no estan
presentes en la célula o se encuentran inactivos a causa de mutaciones,
las células adquieren propiedades proliferativas anormales
caracteristicas de las células tumorales. Por tanto, las mutaciones que
inducen una pérdida de funcién de los genes supresores de tumores,
liberan a la célula de los controles que normalmente les permiten
mantener un nimero determinado de células. Estas mutaciones, por lo
general, son recesivas, es decir, las células tienden a comportarse
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normalmente hasta que las dos copias del gen son mutadas (Alberts et
al., 2007; Caldas and Venkitaraman, 2001; Sherr, 2004).

Los genes supresores de tumores pueden clasificarse como:
gatekeepers (genes guardianes), caretakers (genes cuidadores o de
mantenimiento), y landscapers (genes reguladores del microambiente)
(Srivastava and Grizzle, 2010).

Los genes gatekeepers actuan directamente en la prevencién del
crecimiento tumoral induciendo muerte celular (apoptosis), inhibiendo la
proliferacién celular (induccién de parada del ciclo celular), o
promoviendo la diferenciacion celular en células que han acumulado
mutaciones (Srivastava and Grizzle, 2010; van Heemst et al., 2007). Este
tipo de genes se diferencia del resto en que al restaurar su funcién se
suprime la neoplasia (Macleod, 2000).

Los genes caretakers, actlan indirectamente en la supresion de la
proliferacién celular asegurando la fidelidad de la codificacién del ADN y
por tanto la estabilidad gendmica (Macleod, 2000). Es decir, los
productos que codifican estan implicados en: la deteccidn de dafios en el
ADN vy la activacion de mecanismos reparadores; la reparacién de estos
dafios; y la inactivacién o intercepcion de moléculas mutagénicas que
pueden dafiar el ADN (Hanahan and Weinberg, 2011).

Los genes landscapers actian modulando el microambiente donde
crecen las células tumorales, mediante una regulacién directa/indirecta
de las proteinas de la matriz extracelular, de marcadores de superficie
celular, proteinas de adhesion o factores de supervivencia/crecimiento
secretados. La pérdida de su funcién podria promover la transformacién
neoplasica del epitelio adyacente (Macleod, 2000).

Como ejemplo claro de genes supresores de tumores, esta P53,

|ll

conocido como el “guardian del genoma”. Este gen se encuentra mutado
en la gran mayoria de los tumores humanos y tiene la dualidad de actuar
como caretaker (activando enzimas de reparacion de ADN) y como
gatekeeper (regulando el ciclo celular y la apoptosis) (Goh et al., 2011;

Macleod, 2000). Otros ejemplos son el gen RB, el gen APC, el gen PTEN,
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los genes BRCA1y 2 o el gen LKB1 (Sanchez-Cespedes, 2011; Sherr, 2004;
Srivastava and Grizzle, 2010).

2.4.1.3. Micro-ARNs

Los micro-ARNs (miARNs) son los ncARNs mads ampliamente
estudiados. Se trata de pequefias hebras simples de ARNs (21-23
nucleétidos) que no codifican proteinas. Su funcién es la regulacién
negativa de la expresion génica a nivel post-transcripcional. Para ello, se
unen a regiones de ARNs mensajeros (ARNm) con una secuencia de
nucledtidos complementaria a la suya. De esta forma bloquean la
traduccion de ARNm especificos e inducen su degradacion (Kong et al.,
2012).

Los miARNs juegan un papel importante en la regulacién de
procesos celulares como la diferenciacién, la proliferacion, la apoptosis y
la respuesta al estrés celular. Ademas son reguladores clave en varias
enfermedades, entre ellas el cdncer donde se ha observado que
alteraciones en su expresion estan relacionadas con la tumorigénesis
(Zhang et al., 2007).

Los miARNs pueden estar sobre o sub-regulados en células
tumorales (Volinia et al., 2006) actuando como oncogenes o como
supresores tumorales dependiendo del tipo celular y diana (Croce, 2008).
Los miARNs que estdn sobreexpresados, son los que en condiciones
normales funcionan como oncogenes (oncomirs) inhibiendo la expresién
de genes supresores de tumores. Por el contrario, los miARNs que estdn
reprimidos en las células tumorales son los que en las células sanas
actuarian frenando la expresién de sus genes diana, los oncogenes,
siendo clasificados como genes supresores de tumores (Medina et al.,,
2010; Shenouda and Alahari, 2009).

Como ejemplo de oncomirs tendriamos MIR21, que esta
sobreexpresado en muchos canceres como el de mama, colon o pulmodn,
inhibiendo la expresion de genes supresores de tumores como PTEN
(Kong et al., 2012; Liu et al., 2013). Y como ejemplo de supresores de
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tumores estarian los miARNs de la familia LET7 que estan delecionados o
sub-expresados en el cancer de pulmén, causando la sobreexpresion del
oncogen RAS (Boyerinas et al., 2010; Johnson et al., 2005).

2.4.1.4. Mecanismos epigenéticos

La epigenética consiste en el conjunto de los mecanismos
hereditarios y reversibles que regulan la expresidon génica sin producir
cambios en la secuencia del ADN. Estos mecanismos incluyen cambios en
la metilacion del ADN, modificacion de histonas y regulacién post-
transcripcional por miARNs. Todos estos procesos moduladores de la
estructura de la cromatina dan lugar a la activacion o el silenciamiento
génico (Andreoli et al., 2013).

Por ello, la alteracion de los mecanismos epigenéticos
(epimutaciones) contribuye al desarrollo del cancer al modificar la
expresidon de genes supresores de tumores y de oncogenes. Ademas, los
genes que codifican la maquinaria epigenética pueden a su vez sufrir
mutaciones somaticas comportdndose como oncogenes 0 genes
supresores de tumores (Peltomaki, 2012).

La metilaciéon del ADN en las células normales tiene lugar en los
residuos de citosina que forman parte de los dinucleétidos CpG (donde la
"p" del par citosina guanina representa que estan enlazados por un
fosfato). Estos dinucledtidos no se encuentran distribuidos
uniformemente en el genoma, sino que se encuentran concentrados en
regiones repetitivas largas del genoma, y mayoritariamente en regiones
mas cortas llamadas islas CpG que normalmente se encuentran ubicadas
en regiones promotoras de genes. La metilacion del ADN da lugar al
silenciamiento génico, de tal forma que en situaciones normales las islas
CpG se encuentran desmetiladas permitiendo la expresion génica
(Kanwal and Gupta, 2012).

El grado de metilacion de CpG contribuye a la oncogénesis por
varios mecanismos. Los mayoritarios son: La hipometilacion de las
regiones CpG intragendmicas, lo cual estd relacionado con la
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inestabilidad gendmica y la sobreexpresion de oncogenes; y la
hipermetilacion de las islas CpG que se encuentran en regiones
promotoras de genes supresores de tumores (Hatziapostolou and
lliopoulos, 2011).

Las histonas son proteinas con secuencia altamente conservada,
que pueden modular su interaccién con el ADN y por lo tanto modificar
la estructura de la cromatina. Por ello, juegan un papel importante en la
regulacion de la expresion génica y en la carcinogénesis (Cedar and
Bergman, 2009). Las modificaciones post-traduccionales que pueden
modular la expresidn génica suceden en las colas amino-terminales de las
histonas e incluyen procesos de acetilacidon, metilacion, fosforilacién,
deaminacidn, isomerizacion de prolinas y ubiquitinizacién (Bannister and
Kouzarides, 2011).

Estas modificaciones dan lugar a la activacidon o represién de un
gen dependiendo del tipo de modificacién y el residuo al que afectan
(mayoritariamente lisina y arginina). Distintos estudios han demostrado
que la acetilaciéon en los residuos de lisina se correlaciona con la
activacidn transcripcional, mientras que la metilacion de lisinas da lugar a
la activacién o represion génica dependiendo del lugar donde se
encuentre el residuo (locus) y del grado de metilaciéon. De hecho,
combinaciones especificas en la modificacidn de las histonas sirven como
una especie de cédigo que determina si el gen ha de ser silenciado o
expresado. En los tumores humanos, estos patrones de modificacién de
histonas estan alterados (Dawson and Kouzarides, 2012; Hatziapostolou
and lliopoulos, 2011).

2.4.2.Telomeros y cancer

En células sanas la longitud de los teldmeros limita el nimero de
veces que las células pueden dividirse. Ello es debido a que en cada
division celular una pequefia parte de los teldmeros se pierde. Gracias a
la accidn de la telomerasa, enzima capaz de regenerar los telémeros, las
células embrionarias pueden dividirse las veces suficientes para formar
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todo el organismo. A medida que avanza el desarrollo del individuo, el
gen que codifica la enzima se reprime. Al estar reprimido las células se
dividen hasta que sus telémeros se acortan hasta una longitud critica,
momento en el que las células paran de dividirse y entran en
senescencia. De esta manera el organismo es capaz de regular el nimero
de células durante el desarrollo (Alberts et al., 2007).

Sin embargo, si se producen dafios en los genes que controlan la
inactivaciéon de la telomerasa, es posible que se vuelva activar la enzima.
En este caso la enzima regenera los segmentos teloméricos que deberian
perderse, permitiendo que las células se repliquen sin fin, convirtiéndose
en tumorales (Mocellin et al., 2013).

2.4.3.Alteracion del metabolismo celular

Las células tumorales se caracterizan por presentar una
proliferacién descontrolada. Ello se debe no solo a la alteracion de los
mecanismos de control de la proliferacidn, sino también a cambios
significativos en su metabolismo energético que favorecen la captacion
de nutrientes para el crecimiento y la divisién celular (Hanahan and
Weinberg, 2011).

Los tumores muestran varias anormalidades metabdlicas, pero la
mas conocida, y posiblemente la mas relevante para la proliferacién
celular es la descrita por Otto Warburg en los afios 20, hoy conocida
como “el efecto Warburg” (Bayley and Devilee, 2012).

Otto Warburg propuso que, aun en presencia de oxigeno, las
células tumorales pueden reprogramar el metabolismo de la glucosa
disminuyendo el metabolismo energético mitocondrial y utilizando como
via mayoritaria para producir energia la glicdlisis, ello conduce a un
estado denominado “glicdlisis aerdbica” (Warburg, 1956; Warburg et al.,
1927).

Una de las razones por las cuales las células tumorales utilizan la
via glicolitica para la obtencién de energia es que esta via, ademas de
generar energia en forma de ATP, proporciona a las células los
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precursores de carbono necesarios para: la sintesis de acidos nucleicos
para la duplicacion del ADN, de amino acidos para la sintesis proteica, y
de lipidos para la sintesis de la membranas plasmatica, indispensables
para el crecimiento y la proliferacion celular. Ademads, la glicdlisis
favorece la generacion de un ambiente tumoral acido dafiino para las
células normales pero no para las células tumorales, constituyendo un
mecanismo de defensa para tumoral. Otra ventaja que proporciona esta
via es que genera ATP de forma mds rdpida que la fosforilacién oxidativa
(Wu and Zhao, 2013).

Los mecanismos responsables del efecto Warburg no se conocen
con exactitud debido a la heterogeneidad tumoral, pero los estudios
realizados hasta ahora indican que las alteraciones moleculares que
confieren la transformacion metabdlica son: mutaciones en oncogenes
como MYC y RAS; mutaciones en genes supresores de tumores como
PTEN y P53; mutaciones activadoras de la ruta fosfatidil-inositol 3-
quinasa (PI3K); mutaciones o alteraciones en la expresion de
transportadores de glucosa (GLUTs), de enzimas glicoliticas como la
hexoquinasa Il (HKII), la piruvato quinasa (PKM), o la lactato
deshidrogenasa (LDH) y de enzimas que participan en la fosforilacion
oxidativa como la succinato deshidrogenasa (SDH), la fumarato hidratasa
(FH) o la isocitrato deshidrogenasa (IDH); las condiciones hipoxicas del
microambiente tumoral que dan lugar a la liberacién del factor inducible
de hipoxia (HIF-1); la disfuncion mitocondrial; y la activacion de la
glutaminolisis (Upadhyay et al., 2013; Wu and Zhao, 2013).

2.4.4.Alteraciones del ciclo celular

La funcidn primordial del ciclo celular es la de duplicar el ADN vy
segregar las copias de forma precisa para dar lugar a dos células hijas
genéticamente idénticas (Diaz-Moralli et al., 2013). Estos procesos
definen las dos grandes fases del ciclo: la fase S (de sintesis), durante la
cual se produce la duplicacion del ADN y la fase M (de mitosis) donde se
produce la divisidn celular (Alberts et al., 2007).
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Existen dos fases mas durante el ciclo: G1 y G2. En el periodo de
tiempo G1 (Gapl), entre la fase M y la fase S, la célula es sensible a los
estimulos de crecimiento positivo y negativo. En G2 (Gap2), tras la fase S,
la célula se prepara para entrar en mitosis, para lo cual debera duplicar
su masa proteica y sus organulos. Existe una quinta fase conocida como
fase de quiescencia o GO. Las células pueden salir del ciclo activo y entrar
en GO en determinadas condiciones permaneciendo en dicha fase horas,
dias, semanas, hasta que las condiciones externas favorezcan su
reentrada en el ciclo (llustracidn 9) (Alberts et al., 2007).

prophase, metaphase, anaphase, telophase

Figure 8-3b The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)

llustracion 9: Fases del ciclo celular (Weinberg, 2007)

El ciclo celular estd controlado por ciclinas, quinasas dependientes
de ciclinas, e inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas.

Las ciclinas son proteinas que se expresan a lo largo del ciclo
celular de forma transitoria, es decir, son sintetizadas y destruidas en el
momento preciso, regulando de una manera ciclica el ciclo celular
(Malumbres and Barbacid, 2009). Las ciclinas activan quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) que son una familia de serina/treonina
guinasas que controlan el ciclo celular. Algunas CDKs son activadas por
una o mas ciclinas, identificindose diferentes complejos ciclina/CDK vy la
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activacion de estos complejos de manera secuencial controla la
progresion ordenada del ciclo celular (Diaz-Moralli et al., 2013).

A la regulacién de las CDKs por ciclinas, hay que sumar la
regulacion por fosforilacién. Del mismo modo, existen quinasas
inactivadoras de los complejos ciclina/CDK (Diaz-Moralli et al., 2013). La
familia proteica de inhibidores de CDKs (CKls) constituye un nivel
adicional de regulacion de la actividad de las CDKs. Se han descrito dos
clases de CKls: la familia INK4A (p16INK4A, p15INK4B, pl8INKAC y
p19INK4D), que se une a las CDK4 y 6, interfiriendo con la asociacion de
estas a sus ciclinas; y la familia CIP/KIP (p21WAF1 y p27) (Malumbres and
Barbacid, 2009).

En respuesta a un estimulo mitdtico a través de las vias de
sefializacion RAS/RAF/MAPK, las células pueden entrar en la fase G1,
abandonando su estado de quiescencia (G0), o, en caso de que se trate
de células en proliferacion, tras completar la citocinesis. Como resultado
de la estimulacidn se produce un aumento en la expresién de ciclinas D y
E, las cuales activaran diferentes quinasas: la ciclina D1 forma complejos
con CDK4 y CDK6 y las ciclinas D2 y D3 con CDK4, CDK6 y CDK2 (Diaz-
Moralli et al., 2013). Todo ello contribuye a la fosforilacién del producto
del gen del retinoblastoma (pRB). pRB posee 16 sitios potenciales de
fosforilacién por CDK. Al principio de la fase G1 la pRB se encuentra
hipofosforilada, en este estado se encuentra unida y reprime la actividad
de la familia de factores de transcripcién E2F, los cuales regulan la
expresion de genes necesarios en la fase S (Harbour and Dean, 2000). La
activacion de CDK2, CDK4 y CDK6 inicia la fosforilacion de pRB. Las
ciclinas D incrementan su concentracidon hasta alcanzar un pico justo
antes de la fase S, posteriormente su concentracién comienza a
descender con lo que CDK4 y CDK6 dejaran su estado activo.
Aproximadamente en la mitad de la fase G1 comienzan a aumentar los
niveles de ciclina E; ésta activa a CDK2 la cual completard el proceso de
fosforilacion de pRB. Esto permite que se rompa la interaccion pRB-E2F,
de forma que E2F pasard a ser transcripcionalmente activo y el ciclo
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celular continuara en la fase S (Harbour and Dean, 2000; Ortega et al.,
2002; Vermeulen et al., 2003).

En la transicion G1/S, existe un punto de no retorno o de
restriccion (Malumbres and Barbacid, 2009), punto de control en el que
cualquier dafio en el ADN induce la expresién de P53 (Levine, 1997). p53
estimula la transcripcién de diferentes genes incluyendo P21, que inhibe
CDKs deteniendo el ciclo celular; BAX, que promueve la muerte celular en
el caso de un dafo irreversible en el ADN; y HDM2, que contribuye a la
degradacion proteolitica de p53. Esta detencién del ciclo celular reprime
la iniciacién y la elongacion de la replicacidon del ADN (Vermeulen et al.,
2003).

Sin embargo, en el caso que el ciclo celular progrese, una vez la
célula entra en fase S, la ciclina E es degradada y la ciclina A es expresada
uniéndose a CDK2 (Malumbres and Barbacid, 2009). El complejo
resultante es muy importante en la iniciacién y mantenimiento de la
sintesis de ADN. Hacia el final de la fase S la ciclina A comienza a activar a
la CDK1. Esta sefial indica que la fase S se ha completado y comienza la
fase G2. En este punto existe otro punto de control (chekpoint) para
asegurar que la fase S se ha completado (Alberts et al., 2007).

Posteriormente en G2 existe otro punto de control que, como en
G1, es un sensor de dafio en el ADN, de forma que se asegura la fidelidad
de la replicacion. Si no hay errores y progresa el ciclo en M, tras la
desaparicion de la membrana nuclear, la ciclina A es degradada, y CDK1
libre puede unirse a Ciclina B, que ha ido acumulandose a lo largo de G2,
permitiendo el avance del ciclo a lo largo de la mitosis. El complejo CDK1-
ciclina B es el responsable de la inducciéon de la mitosis y también se
conoce como “factor promotor de la fase M” (MPF) (Pérez de Castro et
al., 2008) (llustracion 10).

En caso contrario, si hay dafio en el ADN, se activan las proteinas
quinasas Chk1 y Chk2, que fosforilan cdc25, inhibiéndola y promoviendo
el secuestro de ciclina B, impidiendo la activacion del complejo CDK1-
ciclina B (Vermeulen et al., 2003).
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Una vez el material genético es duplicado, la segregacion
cromosomica es regulada por SAC (Spindle Assembly Checkpoint), que
modula la CDK1 (Diaz-Moralli et al., 2013).

B CDC2

extent of pRb

x dephosphorylation
phosphorylation /

hypophosphorylation
D CDK4/6

hyperphosphorylation

e
CDK2

E CDK2

Figure 8-19 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)

llustracién 10: Control del ciclo celular (Weinberg, 2007)

La mayoria de las células normales dejan de dividirse de forma
permanente cuando se diferencian en células especializadas. Sin
embargo, la diferenciacién no es la Unica razén por la que una célula
proliferante deja de dividirse; también puede hacerlo respondiendo al
estrés o a dafios en su ADN. Como se ha descrito anteriormente, las
células normales disponen de un conjunto de puntos de control que
paran el ciclo celular temporalmente cuando algo va mal, dejando un
tiempo para que el problema sea corregido. Cualquier tipo de dafio en el
ADN genera sefales intracelulares que activan esos puntos de control,
por lo que una célula normal se parard permitiendo la reparacién del
daino antes de que avance a lo largo del ciclo y se divida. Si el dafio es
irreparable, la célula se retirard de forma permanente del ciclo celular
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(senescencia) y morird antes de originar células hijas con el genoma
dafiado (Alberts et al., 2007; Kastan and Bartek, 2004).

Las células tumorales acumulan diversas mutaciones que afectan a
proteinas que regulan la progresién a través del ciclo celular (como las
ciclinas o las CDKs) y/o los mecanismos de control que vigilan una
correcta duplicacién y segregaciéon del material genética. Estos defectos
aumentan la proliferacién celular y favorecen que las células cancerosas
acumulen inestabilidad gendmica y cromosomica (Diaz-Moralli et al.,,
2013; Malumbres and Barbacid, 2009).

2.4.4.1. Senescencia

En la célula se puede activar un proceso denominado senescencia.
Este proceso al que han llegado las células tras un nimero finito de
divisiones, se caracteriza por la parada permanente del ciclo celular y por
cambios especificos en la morfologia y expresidén génica que distinguen a
la senescencia del proceso de quiescencia (parada reversible del ciclo
celular). El proceso de senescencia fue descrito por primera vez por
Hayflick y Moorhead y, debido a que se produce durante la replicacién
del ADN, se denomind senescencia “replicativa” (Hayflick and Moorhead,
1961; Shay and Roninson, 2004).

La senescencia replicativa se dispara por el acortamiento de
telémeros a lo largo de las divisiones celulares. Sin embargo, un fenotipo
similar puede ocurrir en células jévenes como respuesta a estimulos
oncogénicos como el dafio en el ADN. A este tipo de senescencia se la
denomina “no replicativa” y es un mecanismo que in vivo contribuye a la
proteccion contra el cancer (Acosta and Gil, 2012; Campisi, 2013).

2.4.5.Alteracion de los procesos de muerte celular

La muerte celular programada, es un proceso fisioldgico,
conservado durante la evolucién, con una gran importancia en el
desarrollo y la homeostasis tisular (Favaloro et al., 2012).
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En todo organismo multicelular adulto, con el fin de mantener un
equilibrio, debe existir un balance entre la proliferaciéon celular y la
muerte celular programada. La alteracidon de este equilibrio puede
conducir a distintas  patologias como las enfermedades
neurodegenerativas o el cancer. En el primer caso, hay un aumento de
los procesos de muerte celular. Mientras que en el caso del cancer, junto
con el aumento de la proliferacién celular se produce una disminucién o
evasion de los procesos de muerte celular (Galluzzi et al., 2007; Jain et
al., 2013).

Esta resistencia a la inducciéon de los procesos de muerte celular se
ha descrito como una de las “Hallmarks” o caracteristicas del cancer, y
es en parte responsable de la resistencia a las terapias oncoldgicas. Por
ello, el conocimiento de los mecanismos que dan lugar a la muerte
celular puede ser util para el desarrollo de nuevas estrategias
antitumorales (de Bruin and Medema, 2008; Ocker and Hopfner, 2012).

La muerte celular programada fue descrita por primera vez en
1972 por el patdlogo John Kerr, quien describid sus principales
caracteristicas morfoldgicas y las acufié con el término de apoptosis (Kerr
et al., 1972). Por ello, el término “muerte celular programada” se ha
utilizado regularmente como sinénimo de apoptosis.

Sin embargo, aunque la apoptosis es la muerte celular programada
mas conocida y mejor entendida, desde su descripcidn inicial, se han
descrito otros tipos o mecanismos de muerte celular programada
alternativos a la apoptosis y con caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas distintas a esta (Kreuzaler and Watson, 2012). No obstante,
su clasificacién es dificil, ya que se ha observado que pueden compartir
algunas vias moleculares e incluso ocurrir en paralelo, lo que demuestra
gue pueden ser activados por una misma sefial (Jain et al., 2013).

2.4.5.1. Apoptosis

La apoptosis se considera como la forma clasica de muerte celular
programada, debido a que es la mas frecuente. Se produce cuando existe
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un dafo irreparable en el ADN celular. Una célula apoptética se
caracteriza por cambios morfolégicos y bioquimicos especificos que
incluyen la disminucion del volumen celular, la condensacidon cromatica,
escision del ADN y fragmentacion del nucleo, la externalizacidon de la
fosfatidilserina, y la formacidn de vesiculas en la membrana plasmatica
que, finalmente, dardn lugar a la rotura de la célula en fragmentos
rodeados de membrana denominados cuerpos apoptéticos que
contienen los organulos citoplasmaticos intactos y fragmentos del
nucleo. Los cuerpos apoptdticos serdn fagocitados por células vecinas
(macrofagos, fibroblastos o células epiteliales). De esta manera, la célula
muere y es eliminada sin provocar una respuesta inflamatoria en el tejido
(Alberts et al., 2007; Ouyang et al., 2012).

Las células pueden activar la apoptosis por dos vias diferentes pero
interrelacionadas: La via extrinseca, que es iniciada por ligandos
extracelulares que se unen de forma especifica a los llamados receptores
de muerte celular que se encuentran en la membrana plasmatica; y la via
intrinseca, que requiere la participacidon de la mitocondria y es iniciada
por sefales de estrés intracelular como la disminucidn de factores de
crecimiento, el dafo en el ADN, la hipoxia o el estrés oxidativo. En ambos
casos, el resultado final es la activacién de un conjunto de proteasas
denominadas caspasas, cuya cascada induce los cambios morfolégicos y
bioquimicos caracteristicos mencionados arriba (Favaloro et al., 2012).

Los receptores de muerte celular implicados en la via extrinseca
pertenecen a la familia de receptores del factor de necrosis tumoral
(TNF) y son, entre otros el receptor del propio TNF-a (TNFR) y el receptor
de muerte Fas (FasR o CD95). Estos receptores son proteinas
transmembrana que contienen un dominio de unién al ligando, un unico
dominio transmembrana y un dominio de muerte intracelular necesario
para que los receptores activen el programa apoptdtico (Alberts et al.,
2007).

Una vez el ligando se une a su receptor, los dominios de muerte
intracelular reclutan proteinas adaptadoras intracelulares como TRADD
(Que se asocia al TNFR) o FADD (que se asocia a FasR). Estas proteinas

60



Introduccion

adaptadoras, contienen a su vez un dominio efector de muerte a través
del cual se unen a procaspasas iniciadoras como la procaspasa-8 y la
procaspasa-10. Este complejo formado por el ligando, el receptor, la
proteina adaptadora y la procaspasa, se denomina complejo de
sefializacion inductor de muerte (DISC: Death-Inducing Signaling
Complex). Las procaspasas son activadas en el DISC activando a las
siguientes procaspasas ejecutoras como la caspasa-3 y la caspasa-7, que
inducirdn la apoptosis (Favaloro et al., 2012; Lavrik and Krammer, 2012).

La via intrinseca comienza con la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa que tiene lugar debido a dos mecanismos
esenciales. Uno supone la formacién de un poro en la membrana
mitocondrial externa por proteinas de la familia Bcl-2. El otro supone la
apertura de un poro en la membrana mitocondrial denominado poro de
permeabilidad transitoria mitocondrial (PPTM), cuyos principales
componentes son VDAC (canal anidnico dependiente de voltaje) y ANT
(translocador del nucledtido adenina) (Favaloro et al., 2012).

Este proceso esta regulado por las proteinas de la familia Bcl-2 que
se clasifican en dos grupos: proteinas pro-apoptdticas y proteinas anti-
apoptoéticas. Los miembros que contribuyen en mayor medida a la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa son las proteinas
pro-apoptdticas Bax y Bak, las cuales se unen formando oligémeros que,
bien se insertardn directamente en la membrana formando poros, o bien
contribuyen a la apertura del PPTM al unirse a alguno de sus
componentes (p. ej. VDAC) (Favaloro et al., 2012). La unién de Bax y Bak
es controlada por otros miembros de la familia Bcl-2. Por un lado es
activada por sus miembros pro-apoptéticos (Bim, Bad, Noxa, Puma vy
Bid); y por otro lado es inhibida por los miembros antiapoptdticos (Bcl-2,
Bcl-xl, Bcl-w y Mcl-1) (Roset et al., 2007).

Esto tiene como consecuencia la liberacidn de proteinas pro-
apoptoticas como el citocromo ¢, Smac/DIABLO o AIF (factor inductor de
la apoptosis) del espacio intermembrana mitocondrial al citosol. La
proteina mas importante es el citocromo c que interactta en el citosol
con la proteina monomérica APAF-1 (factor activador de apoptosis),
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provocando un cambio conformacional en ésta, su oligomerizacién y la
unién con la procaspasa-9. Dichas proteinas, forman el apoptosoma e
inducen la activacion autocatalitica de la caspasa-9, que una vez es
funcional activa otras caspasas como las caspasas-3 y -7 que degradaran
la célula. En cuanto al papel que desempefia la proteina Smac/DIABLO,
actia como inhibidor de las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs)
(Favaloro et al., 2012).

Las vias extrinseca e intrinseca no son totalmente independientes.
En algunas células la activacion de la caspasa-8 en la via extrinseca, da
lugar a la activacidn de la via intrinseca. La caspasa-8, entre otras cosas,
rompe la proteina pro-apoptodtica Bid, dando lugar a una forma truncada
de Bid (tBid), que se transloca a la mitocondria dando lugar a la
permeabilizacién de la membrana externa (Kaufmann et al., 2012).

Todos estos procesos se resumen en la llustracién 11.
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llustracién 11: Regulacién de la apoptosis (Favaloro et al., 2012)
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Debido a su papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis, la alteracién de las proteinas implicadas tanto en la via
extrinseca como en la via intrinseca de la apoptosis, pueden dar lugar al
desarrollo del cdncer. Algunas de estas alteraciones descritas son: la
sobreexpresién del gen que codifica la proteina antiapoptdtica Bcl2;
mutaciones en los genes que codifican las proteinas pro-apoptéticas Bax
y Bak; defectos en los componentes del apoptosoma como la
inactivaciéon de Apaf-1; disminucién de la expresion de receptores de
muerte celular; mutaciones en FADD; o la alteracién de la actividad
caspasa debido a mutaciones o cambios epigenéticos de las mismas
(Favaloro et al., 2012).

2.4.5.2. Autofagia

La autofagia es un proceso catabdlico conservado evolutivamente
en células eucariotas que se caracteriza por la degradacion lisosomal de
proteinas, organulos y material citoplasmatico. En general, la autofagia
constituye un mecanismo protector y de supervivencia para la célula. Sin
embargo, un exceso de actividad autofagica es capaz de destruir la mayor
parte del citosol y de los orgdnulos, dirigiendo finalmente a la célula
hacia el colapso total de sus funciones y desencadenando la muerte
celular programada por autofagia, convirtiéndose en un tipo de muerte
celular programada alternativa a la apoptosis (Levine and Kroemer,
2008). De hecho, la autofagia se ha denominado muerte celular
programada tipo Il para diferenciarla de la apoptosis o muerte celular
programada tipo | (Bursch et al., 2000).

La autofagia es un proceso que se da en respuesta a situaciones de
estrés intra- y extra-celular como la escasez de nutrientes, la hipoxia, el
dafio en el ADN o el estrés oxidativo. En el caso de la escasez de
nutrientes, la autofagia es un proceso critico para la supervivencia
celular, ya que la degradacion de proteinas y organulos citoplasmaticos
proporciona las materias primas requeridas para el mantenimiento
celular. Ademas, la autofagia es un proceso fisioldgico importante en el
reciclado y eliminacién de orgdnulos dafiados, proteinas endégenas mal
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plegadas y particulas extrafias como microorganismos ejerciendo, de
este modo, un papel citoprotector (Jain et al., 2013).

Por tanto, la autofagia es un proceso que juega un papel muy
importante en el mantenimiento de la homeostasis asi como en el
desarrollo y la diferenciacidn celular, por lo que su mal funcionamiento
puede contribuir al desarrollo de enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas y cancer (Jain et al., 2013).

Se han definido tres tipos de autofagia segun el mecanismo por el
cual el lisosoma degrada el material intracelular: macroautofagia,
microautofagia y autofagia mediada por chaperonas (AMC). En la
microautofagia, los componentes citosélicos son directamente llevados
al lisosoma a través de la invaginacién de la membrana lisosomal. En el
caso de la ACM, chaperonas como Hsc-70 se unen a las proteinas a
degradar translocdndolas al lisosoma a través de su interaccién en la
membrana lisosomal con la proteina 2 asociada a la membrana lisosomal
(LAMP-2) (Zhou et al., 2012).

Con respecto a la macroautofagia, a la que nos referiremos partir
de ahora como autofagia, implica el secuestro del material
citoplasmatico en vesiculas citosélicas de doble membrana llamadas
autofagosomas. Estos, se fusionan con los lisosomas formando los
autofagolisosomas donde el contenido intravesicular es liberado y
degradado por medio de las proteasas lisosomales (Kimmelman, 2011).

En mamiferos el proceso de autofagia se divide en diferentes
etapas: iniciacion o induccidn, nucleacidén, elongacién vy cierre,
maduracién y degradacién (Codogno et al., 2012). Hasta ahora se han
identificado al menos 30 proteinas implicadas en este proceso la mayoria
llamadas ATG (AuTophaGy-related protein). Estas proteinas son
necesarias para la ejecucion de todas las etapas de la autofagia
(Nakatogawa et al., 2009) (llustracion 12).

En mamiferos la induccion de la autofagia requiere del complejo
formado por ULK1/2, mATG13, FIP200 y ATG101 y que es regulado por
mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), quien inhibe su activacion, y
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por AMPK (AMP-activated protein kinase), que por el contrario lo activa.
En condiciones de escasez de nutrientes mTOR es inhibida, por lo que el
complejo se activa y da lugar a la iniciacion de la formacion del
autofagosoma (Jain et al., 2013) (llustracién 12).

El siguiente paso, la nucleacidn, esta regulado por el complejo
formado por Beclina-1, Vps34 que es una fosfatidil-inositol 3-quinasa de
clase Il (PI3K IIl), p150, y ATG14. Este complejo es esencial para la
produccién de fosfatidil-inositol 3 fosfato (PI3P) durante el estado inicial
de nucleacién del fagéforo. La produccidon de PI3P, subsecuentemente,
recluta otras proteinas efectoras de las siguientes etapas como WIPI1/2
(Codogno et al., 2012) (llustraciéon 12).

La elongacion y el cierre de la membrana del autofagosoma,
requiere de dos sistemas de conjugacidon tipo ubiquitina
interrelacionados. El primero constituye la formacién del complejo
ATG5-ATG12-ATG16, que se localiza en la superficie exterior de la
membrana del fagéforo y es imprescindible para la ejecucion del
segundo sistema (Kroemer et al., 2010) (llustracién 12).

El segundo sistema implica la conjugacion de la proteina LC3
(Microtubule Associated Protein Light Chain 3) con el lipido
fosfatidiletanolamina (PE). La proteina LC3 es sintetizada como un
precursor (pro-LC3) e inmediatamente tras su sintesis es procesada por
ATG4 en LC3-l que es la forma soluble citoplasmatica de LC3. La
lipidacion de LC3 ocurre sélo cuando se induce la autofagia y convierte
LC3-l1 en la forma asociada a los autofagosomas unida a la doble
membrana, LC3-Il. La formacion de LC3-1l media el cierre de la membrana
y la fusion con el lisosoma. LC3-1l estd presente en la membrana internay
externa del autofagosoma, por lo que una vez fusionados estos con los
lisosomas, la proteina LC3-Il de la cara interna es degradada en el interior
de los autolisosomas y la de la cara externa es liberada por ATG4
convirtiéndose en LC3-1 y por tanto volviendo al citosol (Kroemer et al.,
2010; Mizushima and Yoshimori, 2007) (llustracién 12).
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llustracién 12: Proceso autofagico (Mackeh et al., 2013)

El material englobado por los autofagosomas es seleccionado a
través de proteinas adaptadoras de autofagia. Estas proteinas presentan
dominios de interaccién con las proteinas LC3-ll llamados LIR (LC3-
Interacting Regidn), un dominio de reconocimiento de ubiquitina
llamado UBA (UB-Associated) y un dominio PB1 de oligomerizacion. El
mejor ejemplo de estas proteinas lo constituye p62 o secuestrosoma-1
(p62/SQSTM1). Esta proteina es capaz de reconocer proteinas
ubiquitinadas, ya sean proteinas mal plegadas o agregados proteicos.
Estos agregados son reconocidos por la LC3-Il que se encuentra en la cara
interna del autofagosoma, reclutados en su interior y degradados junto
con el resto del contenido al fusionarse el autofagosoma con el lisosoma.
Por tanto, cuando la autofagia esta inhibida, p62 se acumula (Johansen
and Lamark, 2011).

La relacion entre la autofagia y el cancer ha sido extensamente
estudiada y existe una gran controversia entre si actla como pro-tumoral
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o0 como antitumoral. Multiples evidencias muestran que la supresién de
proteinas implicadas en este proceso, como beclina-1 y ATG5, podria
acelerar la tumorigénesis. De hecho, en ciertos tipos de cdncer se
observa una disminucion de los niveles de proteinas autofagicas (Igbal et
al.,, 2009; Qu et al., 2003). Esto tendria sentido puesto que la autofagia
prevendria la transformacién maligna de una célula normal al degradar
los organulos dafiados reduciendo el estrés celular, o al degradar
proteinas especificas que podrian inducir la tumorigénesis. Ademas, la
autofagia podria dar lugar a la muerte de las células premalignas (de
Bruin and Medema, 2008). Por tanto, seria razonable pensar que la
inducciéon de la autofagia, como mecanismo antitumoral, podria ser util
en el tratamiento contra el cancer.

Sin embargo, otros estudios indican que la autofagia podria ser
protumoral en estadios avanzados de los tumores. En este caso, la
autofagia protegeria a las células tumorales de las condiciones de estrés
a las que estan sometidas debido a la falta de nutrientes y de oxigeno, e
incluso del generado por los farmacos citotdxico, siendo en este caso la
autofagia un mecanismo de defensa que daria lugar a resistencia al
tratamiento (de Bruin and Medema, 2008; Zhou et al., 2012).

Por tanto, la induccidn farmacoldgica de la autofagia podria ser util
en la prevencion del cancer y en sus estadios iniciales. Mientras que la
supresion de la autofagia junto con la administracion de farmacos
antitumorales, en estadios avanzados, podria ser una estrategia de
guimio-sensibilizacion (Choi, 2012).

2.4.5.3. Necrosis y necroptosis

Tradicionalmente, la necrosis se ha diferenciado de la muerte
celular programada por no presentar regulacion, definiéndose como un
tipo de muerte “accidental”, un proceso patoldgico que tiene lugar
cuando las células son sometidas a agresiones severas como la
hipertermia, la isquemia, o la lesién celular directa (Alberts et al., 2007;
de Bruin and Medema, 2008). Una célula que muere por necrosis
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manifiesta caracteristicas bien diferenciadas de la apoptosis. Estas
incluyen la pérdida de la permeabilidad selectiva de las membranas y la
hinchazén de citoplasma y organulos que da lugar a la lisis celular
provocando la liberacidn de su contenido al espacio extracelular. Por ello,
la necrosis afecta a las células vecinas, desencadenando una respuesta
inflamatoria (Jain et al., 2013).

Sin embargo, se ha observado que la necrosis puede ser regulada,
denominandose en este caso necroptosis. La necroptosis, o necrosis
programada es inducida por el TNF-a o el ligando Fas, via sus respectivos
receptores de muerte, cuando la célula es incapaz de morir por
apoptosis. Este proceso, que es independiente de la activacion de
caspasas, esta regulado por las quinasas RIP1 y RIP3 (Kreuzaler and
Watson, 2012).

2.4.5.4. Muerte celular lisosomal

Aunque la resistencia a la muerte observada en las células
tumorales se atribuye principalmente a la inhibicion de la apoptosis, es
posible que la alteracién de otros tipos de muerte celular programada no
apoptotica sea también relevante para la carcinogénesis (Kroemer and
Jaattela, 2005).

Tradicionalmente, y tal y como se ha descrito hasta ahora, existen
tres tipos de muerte celular programada que se diferencian segun sus
caracteristicas morfolégicas: Apoptosis, autofagia y necroptosis. Sin
embargo, se ha observado que cambios en el trafico y el contenido
lisosomal también pueden dar lugar a un tipo de muerte celular
programada por mecanismos dependientes e independientes de
caspasas. A este tipo de muerte se la denomina muerte celular lisosomal
(Kirkegaard and Jaattela, 2009).

Los lisosomas son organulos citoplasmaticos acidicos que
contienen numerosas hidrolasas (proteasas, lipasas, nucleasas,
glicosidasas, fosfatasas y sulfatasas) responsables de su funcidn principal,
la degradacion y reciclaje de macromoléculas (Cesen et al., 2012;
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Kroemer and Jaattela, 2005). Los lisosomas controlan la muerte celular a
varios niveles. Por un lado, en condiciones fisioldgicas, participan en la
autofagia, proceso que puede desencadenar la muerte celular
dependiendo del contexto y la intensidad. Por otro lado, en respuesta a
estimulos enddgenos o exdgenos de estrés, se puede producir la
permeabilizacién de la membrana lisosomal dando lugar a la liberacién
de las enzimas hidroliticas que provocaran la llamada muerte celular
lisosomal (Kroemer and Jaattela, 2005).

De todas las hidrolasas lisosomales las mas conocidas y las que se
cree que son las principales responsables de la muerte celular lisosomal,
son las catepsinas (Kreuzaler and Watson, 2012). Estas enzimas se
clasifican segun los aminodcidos que poseen en su centro activo en:
cistein catepsinas (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W y X), serin catepsinas (Ay G)
y aspartil catepsinas (D y E) (Johansson et al., 2010). Entre ellas, las
mayoritarias son las cistein catepsinas B, L, C y H, y la aspartil catepsina
D. Al contrario que las caspasas, las catepsinas no necesitan activacion.
Ademas, permanecen activas incluso a pH neutro el tiempo necesario
para poder romper y degradar varios sustratos celulares (Cesen et al.,
2012; Kreuzaler and Watson, 2012). Hay que tener en cuenta que aunque
estas catepsinas son las ejecutoras principales de la muerte celular
lisosomal, su inhibicién solo produce una proteccidn parcial frente a este
tipo de muerte, por lo que otro tipo de hidrolasas lisosomales (como
lipasas o fosfatasas), mensajeros secundarios derivados de los lisosomas
(como el idn calcio o los protones), y la propia disfuncién celular, debido
a la permeabilizacién de la membrana lisosomal, pueden jugar un papel
importante en este tipo de muerte (Aits and Jaattela, 2013).

Segln este modelo de muerte, en caso de una permeabilizacion
lisosomal parcial (limitada) y selectiva, la liberacion del contenido
lisosomal puede desencadenar la muerte celular por apoptosis al activar
la via intrinseca de la misma, o una muerte celular similar a la apoptosis
pero independiente de caspasas. Mientras que, en el caso de una intensa
permeabilidad lisosomal o incluso de una ruptura generalizada de los
lisosomas, se produce una degradacién indiscriminada de los
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componentes celulares y una acidificaciéon citosdlica que inducira la
muerte celular por necrosis (llustracion 13). Ademas, todos los tipos de
muerte celular dan lugar, en algin momento a la permeabilizacién de la
membrana lisosomal, por lo que es importante diferenciar la
permeabilizacion de la membrana lisosomal que induce la muerte
celular, de la que es consecuencia de ella (Aits and Jaattela, 2013; Boya
and Kroemer, 2008).

En cuanto a la activacién de la via intrinseca de la apoptosis, una
vez liberadas al citosol, las catepsinas actuan a diferentes niveles. Uno de
los sustratos mas conocidos de las catepsinas es la proteina
proapoptética Bid, que puede ser activada por varias de ellas. Ademas,
las catepsinas pueden degradar proteinas antiapoptdticas como Bcl-2,
Bcl-XL y Mcl-1, asi como activar las proteinas proapoptoéticas Bax y Bad
de una forma Bid-independiente. Otra via, es la activacién directa de las
caspasas como la caspasa-8, o la degradacién de IAPs como XIAP (Repnik
et al., 2012) (llustracion 13).

La permeabilizacion de la membrana lisosomal también puede dar
lugar a la muerte celular similar a la apoptosis independiente de
caspasas, ya que se ha visto que la inhibicién de estas no siempre reduce
la muerte celular. En este caso, las propias catepsinas ejercen el papel de
caspasas ejecutoras de la muerte celular al degradar los sustratos de
estas, entre ellos PARP. Otros de los mecanismos independientes de
caspasas implicados, son la induccion de AIF y la induccién directa del
dafio nuclear (Aits and Jaattela, 2013) (llustracién 13).
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llustracion 13: Muerte celular lisosomal. Adaptado de (Boya and Kroemer, 2008). LMP:
Permeabilizacién de la membrana lisosomal

Un gran numero de estimulos y moléculas endégenas o de origen
sintético pueden inducir la muerte celular lisosomal al provocar la
permeabilizacién de la membrana lisosomal. Entre ellos las especies
reactivas del oxigeno (ROS), agentes lisosomotrépicos, proteinas virales,
toxinas, proteasas (incluyendo las propias catepsinas), lipidos y sus
metabolitos o farmacos que afectan la funcién de los microtubulos (Aits
and Jaattela, 2013; Cesen et al., 2012).

Por el contrario, existen varias moléculas conocidas por su papel
protector de la membrana lisosomal, actuando como reguladores
endogenos al impedir su permeabilizacidn. Entre ellas se incluyen LAMP-
1, LAMP-2, colesterol, glicosaminoglicanos, la proteina de choque
térmico hsp70, asi como inhibidores endégenos de catepsinas (Cesen et
al., 2012).
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La alteracion del trafico lisosomal contribuye a la generacién y
desarrollo de varias patologias neurodegenerativas, aterosclerosis,
artritis reumatoide y cancer (Cesen et al.,, 2012). El papel de las
catepsinas en la progresion del cdncer estd especialmente bien
documentado. Se ha observado que la alteracién del trafico lisosomal y
el aumento de la expresidn de las catepsinas, contribuyen a distintos
procesos tumorigénicos como la angiogénesis, la invasidon tumoral y la
metastasis. Ello es debido a que las catepsinas pueden ser secretadas al
espacio extracelular donde ejercen su funcidn proteolitica, participando
en la degradacion de la matriz extracelular junto con metaloproteinasas y
contribuyendo a la progresion tumoral (Boya and Kroemer, 2008;
Kirkegaard and Jaattela, 2009).

Sin embargo, la liberacion de catepsinas al espacio intracelular
ejerce un papel antitumoral al inducir muerte celular lisosomal. De
hecho, debido a su papel proapoptético, dan lugar entre otras cosas a la
degradacion de proteinas antiapoptéticas que suelen estar
sobreexpresadas en la mayoria de los canceres. Ademas, y debido a que
promueven la muerte celular independiente de caspasas, este tipo de
muerte puede ser una alternativa en los tumores resistentes a la
apoptosis. Por otro lado, los lisosomas son indispensables para la
autofagia, que es uno de los mecanismos de supervivencia mas
importantes de las células tumorales en condiciones de estrés. Por ello,
la induccién de la muerte lisosomal podria ser una buena estrategia
antitumoral (Cesen et al., 2012).

2.4.6.Papel de Hsp70 en el cancer

Las proteinas de choque térmico (Hsp), son un grupo amplio de
proteinas de estrés que juegan un papel critico en la homeostasis celular,
por lo que su expresion y su localizacion adecuadas son fundamentales
para la supervivencia celular (Petersen et al., 2010). Actualmente son
conocidas por su funcién como chaperonas moleculares, evitando el mal
plegamiento y la agregacidn proteica durante la sintesis de novo o bajo
condiciones de estrés. Se ha establecido que ademas, participan en el
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transporte de proteinas entre organulos y compartimentos subcelulares
para su empaquetamiento, degradacion o reparacion (Goloudina et al.,
2012; Murphy, 2013; Rohde et al., 2005).

Segln su peso molecular se subdividen en varias familias, de las
cuales, la familia Hsp70 (70 KDa) es la mas conservada en la evolucion.
Esta familia de adenosin trifosfatasas estd formada por al menos ocho
miembros que se diferencian entre ellos por su localizaciéon intracelular,
su expresion tejido-especifica y su expresién inducida por estrés. Dos de
los miembros se encuentran en organulos especificos: Hsp70-5 (Bip o
Grp78) que se encuentra en el reticulo endoplasmatico, y Hsp70-9
(mtHsp70 o Grp75) que se encuentra en la mitocondria. El resto de los
miembros se encuentran predominantemente en el citosol, aunque
también pueden localizarse en el nucleo. De ellos, las mds conocidas son:
Hsc70 (Hsp70-8 o Hsp73) que se expresa de forma constitutiva y se
encuentra practicamente en todos los drganos y tejidos; y las proteinas
Hsp70-1A y Hsp70-1B (o Hsp70A1A y Hsp70A1B) que se agrupan con el
nombre comun de Hsp70-1 (o Hsp72) debido a que solo se diferencian
por dos amino acidos. La sintesis de esta ultima, Hsp70-1 (a la que nos
referiremos a partir de ahora como Hsp70), es inducida por sefales de
estrés como el aumento de la temperatura, la hipoxia, el estrés oxidativo
o la alteracién del pH, contribuyendo sus altos niveles a la supervivencia
celular (Murphy, 2013; Rohde et al., 2005).

Las células tumorales experimentan multiples sefiales de estrés
intra y extracelular. Por tanto, no es de extrafiar que Hsp70 juegue un
papel importante en el cancer. De hecho, multiples evidencias sugieren
gue en la mayoria de tumores existe una sobrexpresién de esta proteina
gue se correlaciona con un aumento de la proliferacion celular, una mala
prognosis y resistencia al tratamiento oncoldgico (Murphy, 2013).

Debido a su papel como chaperona, Hsp70 promueve la
supervivencia de las células tumorales por varias vias. Por un lado, se ha
visto que ejerce un papel anti-apoptdtico, inhibiendo la apoptosis a
diferentes niveles, tanto en la via extrinseca (p. ej. uniéndose a los
receptores de muerte inhibe el ensamblaje del complejo DISC) como
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intrinseca (p. ej. uniéndose a Bax impide su translocaciéon a la
mitocondria). Por otro lado, Hsp70 es capaz de suprimir la senescencia
celular, un mecanismo anti-tumoral muy importante en los primeros
estadios de la tumorigénesis (Goloudina et al., 2012).

Asi mismo, se ha observado que en las células tumorales, Hsp70
ademas de encontrarse en el citosol y en la membrana plasmatica, se
transloca en la membrana lisosomal donde se ha visto que actia como
guardidn de la integridad lisosomal inhibiendo su permeabilizacion y por
tanto evitando la muerte celular lisosomal desencadenada por las
hidrolasas contenidas en estos organulos (Kirkegaard and Jaattela, 2009;
Petersen et al.,, 2010). Debido a que estabiliza la membrana lisosomal,
Hsp70 promueve la autofagia como mecanismo de supervivencia celular.
Por todo ello, la deplecién de Hsp70 podria ser una buena estrategia en
el tratamiento del cancer (Kirkegaard and Jaattela, 2009; Murphy, 2013).

2.5. Adaptacion tumoral al tratamiento oncoldégico

Una de las caracteristicas de las células tumorales (ver apartado
2.4) es su inestabilidad genética. Esta es una caracteristica que en si
misma, paraddjicamente, puede ser positiva o negativa para la terapia
antitumoral (Alberts et al., 2007). Aunque parece proporcionar el talén
de Aquiles que las terapias antitumorales pueden utilizar, también puede
hacer mas dificil la erradicacion de un cancer. Una tasa demasiado
elevada de mutaciones tiende a convertir la poblacién de células
cancerosas en heterogénea; este hecho puede dificultar la eliminacién de
toda la poblacidn con un solo tipo de tratamiento. Ademas, permite a
muchos canceres desarrollar resistencias muy rapidamente (Alberts et
al.,, 2007). Entre los mecanismos de adaptacién tumoral al tratamiento
oncoldgico encontramos:

e Disminucion de la acumulacion de farmacos: la disminucidn de
los niveles intracelulares de los agentes citotdxicos es uno de los
mecanismos de resistencia mas comun. Los farmacos de
naturaleza polar solubles en agua no pueden atravesar la bicapa
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lipidica de la membrana celular y requieren de mecanismos
especificos para poder entrar. La resistencia a estos farmacos
puede ser mediada por una disminucién de la entrada, o por un
aumento de la extrusion del farmaco a través de canales
denominados MDR (multirresistencia a farmacos). Estos
transportadores de la superfamila ABC son ATPasas
transportadoras unidas a la membrana plasmatica que bombean
los farmacos lipofilicos. Uno de los sistemas mejor caracterizados
es la glicoproteina-P (Pgp, MDR1), cuya sobreproduccion impide
la acumulacién intracelular de la mayoria de los farmacos
citotdxicos e insensibiliza a la célula a estos farmacos. Una de las
caracteristicas del sistema MDR es que las células que han sido
expuestas a un farmaco antitumoral, desarrollan resistencia no
solo a este farmaco sino a otros farmacos (Alberts et al., 2007;
Gillet and Gottesman, 2010).

Inactivacion de farmacos o intermediarios téxicos por un
aumento de factores de detoxificacion como el sistema
glutatidén/glutation-S-transferasa (Weinberg, 2007).

Alteracion del metabolismo de los farmacos: la modificaciéon de
la activacién o inactivacion del farmaco, o de cofactores
necesarios para su actividad, pueden conferir resistencia a
agentes antineoplasicos selectivos. Por ejemplo por disminucion
de la expresion del citocromo P-450 disminuiria la activacién de
profarmacos (Weinberg, 2007).

Aumento en los mecanismos de reparacion: a consecuencia de
la accidon del farmaco se pueden producir dafios directos o
indirectos en las células tumorales. Sin embargo, estas células
poseen complejos sistemas de reparacion de los dafos tanto en
las membranas como en el ADN que si estan aumentados pueden
influir sobre la sensibilidad celular a los farmacos (Weinberg,
2007).
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e Alteracion de las dianas: en muchos casos, los mecanismos de
muerte celular implican interacciones entre farmaco y enzimas
intracelulares que inhiben sus funciones antitumorales
comprometiendo, de este modo, la eficacia del farmaco. Por
ejemplo, en células quimiorresistentes se han encontrado
alteraciones en la dihidrofolato reductasa (DHFR) (Alberts et al.,
2007).

e Alteracion de la via EGFR: EGFR es un receptor con actividad
tirosina quinasa involucrado en una gran variedad de procesos
celulares como la diferenciacién, proliferacién, supervivencia y
transformacion. Su sobreexpresiéon en células tumorales se
asocia con un aumento de resistencia a la quimioterapia. Se ha
propuesto que la activacion constitutiva de las vias downstream
EGFR como PI3K/Akt y MAPK también confieren resistencia a los
farmacos cuya diana es EGFR (Gupta et al., 2011).

e Laresistencia a la muerte celular juega un papel muy importante
en el desarrollo de resistencias a los agentes antitumorales
(Gupta et al., 2011).

e Activacidon de NF-kB (Factor nuclear kB): NF-kB es un factor de
transcripciéon que regula sobre 500 genes implicados en la
inmunoregulacién, la regulacion del crecimiento, la inflamacién,
la carcinogénesis y la apoptosis. Varios estudios in vitro e in vivo
muestran que su activacién constitutiva inhibe la apoptosis
inducida por la quimioterapia en varios tumores (Gupta et al.,
2011).

e Activacidn constitutiva del transductor de sefial y activador de
la transcripcion 3 (STAT3) confiere resistencia tumoral a los
agentes quimioterapicos (Gupta et al., 2011).
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3.LOS POLIFENOLES NATURALES EN LA
TERAPIA CONTRA EL CANCER

El interés por el estudio de los polifenoles como compuestos
anticancerosos, no radica solo en su efecto preventivo, si no también,
porque se ha comprobado que actuan a distintos niveles de la
oncogénesis y progresion tumoral. Por ello en este punto nos vamos a
centrar Unicamente en la utilidad de los polifenoles en el tratamiento del
cancer. Ademas, debido al gran numero de polifenoles con efectos
antitumorales, en este apartado nos centraremos en los cuatro mas
conocidos y estudiados y que actualmente estan siendo utilizados en
ensayos clinicos: RESV, QUER, CURC y EGCG.

Actualmente, la combinacién de agentes con distintos mecanismos
de accion y dianas terapéuticas especificas, se consideran mas
prometedores y eficaces en el tratamiento del cancer que el uso de un
solo agente quimioterapico (Mitsiades et al., 2011). De hecho, el éxito de
muchas terapias dirigidas es debido a su eficacia cuando se utiliza en
combinacidon con quimioterapia o radioterapia convencional, ya que de
esta forma se pueden combatir los mecanismos de resistencia tumoral al
tratamiento (Sawyers, 2007).

Sin embargo, aunque estas combinaciones son eficaces en
modelos preclinicos, los resultados en ensayos clinicos no han sido
alentadores. Esto sugiere que las células tumorales tratadas con
farmacos especificos, se adaptan al bloqueo de estas dianas concretas
por mecanismos de supervivencia alternativos. En este escenario es
donde los polifenoles naturales pueden contribuir significativamente a
mejorar la eficacia del tratamiento contra el cancer (Asensi et al., 2011).

3.1. Quimioterapia y radioterapia

El tratamiento del cancer con agentes quimioterdpicos vy
radioterapia tiene dos problemas principales. Por un lado el desarrollo de
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resistencia con el tiempo vy, por otro, la toxicidad inespecifica que se
produce en las células normales. Estudios recientes sugieren que los
polifenoles naturales pueden utilizarse como agentes sensibilizantes a la
guimioterapia y a la radioterapia al inhibir las vias que dan lugar a la
resistencia al tratamiento (Garg et al., 2005).

Se ha observado que en varios tipos de tumores, un gran nimero
de polifenoles son capaces de disminuir la resistencia desarrollada a
farmacos antitumorales mediada por proteinas MDR, proteinas asociadas
a MDR (también denominadas MRPs) y/o por la disminucién de los
sistemas de supervivencia celulares. Entre ellos se encuentran RESV
(Gupta et al., 2011; Wesolowska et al., 2010), QUER (Borska et al., 2010;
Chen et al., 2010a), CURC (Shehzad et al., 2010; Wortelboer et al., 2003)
y EGCG (Qian et al., 2005). Algunos de los ejemplos al respecto se citan a
continuacion.

En células humanas de mieloma mdultiple el RESV inhibe la
proliferacién, induce la apoptosis y salva la quimiorresistencia al
disminuir la activacion de los factores de transcripcion STAT3 y NF-«xB
(Bhardwaj et al., 2007). En otro estudio se ha observado que en la
leucemia mieloide aguda, el RESV es capaz de revertir la resistencia a la
doxorrubicina al disminuir la expresion de MRP1 (Kweon et al., 2010).
Ademas, el uso concomitante de RESV con doxorrubicina desencadena
senescencia independiente de p53 al inducir dafio en el ADN mediado
por el estrés oxidativo (Back et al., 2011).

La QUER es capaz de modular al actividad ATPasa de MRP1, MRP4
y MRP5, de hecho, se ha observado que entre otras acciones, es capaz de
inhibirlas revirtiendo la resistencia a farmacos (Wu et al., 2005). Ademas,
la QUER es capaz de inhibir el factor de supervivencia celular B-catenina,
NF-kB, y la expresién de moléculas de sefializacion proliferativas como p-
EGFR, NRas, Rafl, c-Fos, c-Jun y p-c-Jun en el cancer de prdstata
(Senthilkumar et al., 2011).

En cancer biliar, la CURC inhibe la expresion de proteinas de
supervivencia como Bcl-2, Bcl-xl, XIAP, cFLIP, clAP-1, clAP-2 y survivina, y
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de proteinas asociadas a la proliferacion como la ciclina D1 y c-Myc
(Prakobwong et al., 2011).

En cuanto a los polifenoles del té como la EGCG, son capaces de
inhibir metaloproteinasas, varias proteinas quinasas y proteinas que
regulan la replicacién del ADN y la transformacién celular. Ademds, como
muchos otros polifenoles, inhiben la actividad del proteasoma en las
células tumorales (Dou, 2009). El sistema de degradacion ubiquitino-
proteosdmico juega un papel esencial en multiples procesos celulares
como la progresion del ciclo celular, la proliferacion, la apoptosis y la
angiogénesis (Goldberg, 2003). De hecho, se ha observado que el uso de
inhibidores de este sistema sensibiliza a las células tumorales a la
quimioterapia convencional. Por ello, el uso de polifenoles con este
mecanismo de accidn puede ser prometedor en la terapia contra el
cancer (Yang et al., 2008).

En conjunto, todos estos resultados indican que los polifenoles
pueden influir en la biodisponibilidad de los farmacos antitumorales.
Ademas, al interaccionar con multiples procesos de supervivencia celular
como la senescencia, la apoptosis, o la autofagia, los polifenoles pueden
influir en la respuesta de las células tumorales a multiples terapias
(Asensi et al., 2011; Delmas et al., 2011).

En cuanto a la radioterapia, se han publicado efectos
radiosensibilizantes inducidos por los polifenoles. Por ejemplo, el
tratamiento secuencial en células de melanoma con irradiacién gamma
para sobreexpresar el receptor TRAIL-R (Receptor del ligando inductor de
apoptosis relacionado con el TNF), seguido del tratamiento con RESV,
qgue disminuye la expresién de proteinas antiapoptdticas como cFLIP y
Bcl-xl e induce la expresién del ligando TRAIL, da lugar a un aumento de
la apoptosis en varias lineas de melanoma (Johnson et al., 2008).
Ademas, en células iniciadoras de glioblastoma primario, el RESV
disminuye la tumorigenicidad y aumenta la radiosensibilidad por un
mecanismo dependiente de la inhibicién de STAT3 (Yang et al., 2012).

En el caso de la CURC, se ha observado que induce la
radiosensibilizacion en células de carcinoma escamoso por un
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mecanismo dependiente de la enzima antioxidante tioredoxina
reductasa-1 (Javvadi et al., 2010).

Ademads, se ha demostrado que algunos polifenoles, entre los que
se incluyen genisteina, RESV, CURC, polifenoles del té verde o acido
cafeico, muestran proteccion frente a los efectos tdxicos de Ia
quimio/radioterapia (Garg et al., 2005).

Todas estas evidencias muestran que los polifenoles que en un
principio se consideraban agentes quimiopreventivos, pueden ser
utilizados en el tratamiento del cancer en combinacién con
quimioterapia y/o radioterapia aumentando su efectividad (Asensi et al.,
2011). Mas adelante se describiran posibles estrategias de tratamiento
de este tipo en canceres especificos.

3.2. Bioterapia

Los polifenoles pueden mejorar la eficacia de la bioterapia o
también llamada terapia bioldgica. En este caso, se ha sugerido que los
polifenoles pueden restaurar o inducir la sensibilidad tumoral a la muerte
inducida por TRAIL con minimos efectos téxicos para las células normales
(Jacquemin et al., 2010).

Como ejemplo de ello, el tratamiento concomitante de TRAIL con
CURC aumenta la apoptosis inducida por TRAIL en células de cancer de
préstata LNCaP (Deeb et al., 2003). Ademds, en ratones con xenoinjertos
de esta misma linea, la CURC da lugar al aumento de la expresién de
TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5, Bax, Bak, p21/WAF1 y p27/KIP1 y a la
inhibicion de la activacion NF-kB con la consecuente disminucion de sus
productos génicos como la ciclina D1, Bcl-2 o Bcl-xl. Esto da lugar a la
sensibilizacion de los tumores al tratamiento con TRAIL (Shankar et al.,
2008). Se ha descrito también la sensibilizacion a la terapia con TRAIL en
esta misma linea al administrarlo conjuntamente con EGCG (Siddiqui et
al., 2008).
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Con respecto al cdncer de prdstata resistente al tratamiento con
andrégenos, se ha observado que el RESV sensibiliza a las células PC-3 y
DU-145 al tratamiento con TRAIL. El mecanismo molecular por el cual
logra inducir la apoptosis incluye la disminucién de la expresion de
proteinas antiapoptdticas como Bcl-2, Bcl-xl y survivina, y el aumento de
la expresidn de las proteinas proapoptdticas Bax, Bak, PUMA, Noxa y
Bim, asi como de receptores de muerte celular como TRAIL-R1/DR4,
TRAIL-R2/DR5. Ademas induce la produccidon de radicales libres que
promoveran la apoptosis (Shankar et al., 2007b).

Por otro lado, en células de carcinoma de colon, la administracion
conjunta de RESV, TNF, anticuerpos anti-CD95 y TRAIL activan la muerte
celular por apoptosis evitando la inhibicion de ésta por la proteina
antiapoptética Bcl-2 (Delmas et al., 2004). Sin embargo, se ha observado
que la combinacidn de RESV con TRAIL puede ser ineficaz en el
tratamiento de los tumores que presentan sobrexpresion de Bcl-2 y
defectos en la activacién de los receptores de muerte (Fulda and
Debatin, 2005). También se ha observado un aumento de la
sensibilizacion de las células de cancer colén a la apoptosis inducida por
TRAIL al ser éste administrado con QUER (Psahoulia et al., 2007).

En vista de todas estas evidencias experimentales, podemos
concluir que los polifenoles pueden sensibilizar a las células TRAIL
resistentes, y aumentar la apoptosis inducida por éste ligando. Sin
embargo, estos efectos dependen del tipo celular, el polifenol concreto
utilizado, las condiciones del tratamiento y/o el microambiente tumoral
(Asensi et al., 2011).

3.3. Melanoma

El melanoma es el menos comin de los canceres de piel, sin
embargo, causa la mayoria de las muertes (75%) debidas a este tipo de
cancer (www.cancer.gov). Su tratamiento, dependiendo del estadio

clinico, incluye la extirpacién quirdrgica, quimio- e inmunoterapia, o
radioterapia. Sin embargo, en pacientes con metastasis, el melanoma se
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considera generalmente incurable y menos del 5% de casos sobrevive a
los 5 afios tras su diagndstico (Cummins et al., 2006).

Aunque el uso de polifenoles naturales como agentes
guimiopreventivos en el cancer de piel tiene un gran soporte
experimental preclinico (Jensen et al., 2010; Nichols and Katiyar, 2010),
sus posibles aplicaciones para su uso sistémico en el tratamiento del
melanoma permanecen en un estadio preliminar. Algunos ejemplos se
muestran a continuacion.

Se ha observado que la administraciéon de genisteina previene la
generacién de metastasis de la linea celular de melanoma murino B16-
BL6, in vitro e in vivo, al inhibir la proteina tirosina quinasa (PTK)
implicada en la induccion de la adhesion y la diseminacion celular (Yan
and Han, 1997). En esta misma linea, la administracién intraperitoneal de
QUER vy apigenina inhibe el crecimiento celular, la invasiéon y las
metastasis pulmonares (Caltagirone et al., 2000).

Ademas, la administracién intraperitoneal de EGCG en
combinacidn con dacarbazina en ratones con la linea de melanoma B16-
F3m reduce el crecimiento del tumor primario y las metastasis
pulmonares aumentando la supervivencia de los ratones. En este caso, el
mecanismo de accién de la EGCG estd asociado a la inhibicidon de la
diseminacion celular, de las interacciones célula-célula y célula-matriz
extracelular, de la quinasa de adhesién focal (FAK) y de Ia
metaloproteinasa-9 (MMP-9) (Liu et al., 2001).

Por otro lado, la administracion oral de CURC y catequina (Menon
et al., 1995) asi como la de los flavonoides tangeretina, rutina y diosmina
(Martinez Conesa et al., 2005), inhibe las metdstasis pulmonares de la
linea celular de melanoma murino B16-F10. Asi mismo, la administracion
intravenosa del polifenol pterostilbeno junto con QUER en ratones
portadores de tumores de la misma linea, disminuye en un 75% la
aparicién de metastasis hepaticas. La accidon antimetastasica es debida a:
la inhibicion por el pterostilbeno de la expresion de la molécula de
adhesién vascular 1 (VCAM-1) en el endotelio sinusoidal hepatico, lo cual
implica la disminucion de la adhesion celular al endotelio mediante la
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activacion tardia del antigeno 4 (VLA-4); y la inhibicidn por ambos de la
expresion de la proteina Bcl-2 en las células metastasicas, lo cual las
sensibiliza a la citotoxicidad inducida por el epitelio vascular (Ferrer et al.,
2005). La disminucién de esta proteina estd mediada por la liberacién de
Oxido nitrico generado en el endotelio vascular que inducen ambos
polifenoles (Ferrer et al., 2007).

Estudios mas recientes muestran también como la EGCG sensibiliza
a las células de melanoma al tratamiento con interferén en ratones
atimicos implantados con tumores de melanoma humano. Esto da lugar a
la inhibicidn del crecimiento celular (debido a la induccidn de la parada
del ciclo celular) y la induccién de la apoptosis (Nihal et al., 2009).

Considerando estas y otras publicaciones, las terapias dirigidas a
dianas concretas para el tratamiento del melanoma en fase avanzada,
introducidas recientemente, como el ipilimumab (anticuerpo que
aumenta la activaciéon de linfocitos T) (Sondak et al., 2011) o el
vemurafenib (inhibidor selectivo de B-raf) (Bollag et al., 2010), podrian
ser opciones ideales para combinar con los polifenoles naturales en el
tratamiento del melanoma (Asensi et al., 2011).

3.4. Cancer colorrectal

El cancer colorrectal es el tercer cancer con mayor incidencia en el
mundo (www.cancer.gov). En estadios iniciales (Fase | y Il) es

frecuentemente curable por extirpacién quirdrgica. Sin embargo, si no se
trata se disemina a los ganglios linfaticos (Fase Ill) y puede dar lugar a
metastasis (Fase 1V), siendo en este caso la curacion muy infrecuente. De
hecho, en un periodo de 5 afios tras el diagndstico, solo sobreviven entre
5-10% de los pacientes (Puppa et al., 2010).

Varias investigaciones sugieren que la administracion oral en ratas
de catequinas del té verde, incluso a bajas dosis, es muy efectiva en la
prevencion del cancer de colon inducido quimicamente (Narisawa and
Fukaura, 1993; Yamane et al., 1991). Algunos de los mecanismos
implicados en este efecto preventivo son la inhibicidn de la angiogénesis
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y la metastasis, la detencidn del crecimiento celular y la inducciéon de la
apoptosis, mediante la regulacién de mdultiples vias de sefalizacién. En
concreto, la EGCG regula la expresion de VEGF, implicado en Ia
angiogénesis, metaloproteinasas (implicadas en la diseminacion
tumoral), EGFR, y proteinas reguladoras del ciclo celular. Ademas, inhibe
rutas de proliferacién y supervivencia como NF-«xB, PI3K/Akt, MAPK y AP-
1 (Proteina activadora 1) (Shankar et al., 2007a). En otro estudio en el
gue se utiliza un modelo ortotdpico de cdncer de colon, la administracién
oral de EGCG a altas dosis tiene también un efecto preventivo, en este
caso en la aparicién de metastasis hepaticas y pulmonares, y este efecto
puede ser parcialmente debido a la activacién de la via de sefializacién
Nrf2 (factor relacionado con el factor nuclear eritroide-2), ruta que
regula la expresién de numerosos genes de enzimas detoxificantes y
antioxidantes (Yuan et al., 2007).

En algunos estudios, pequefias dosis de RESV, administradas
profilacticamente, también reducen o previenen el desarrollo de tumores
en el colon y en el intestino de ratas a las que se las ha tratado
previamente con varios carcinégenos (Athar et al., 2007).

Estos resultados junto con los de otros estudios en los que se
utilizan varios polifenoles, demuestran que estos compuestos pueden ser
utiles en la prevencion del cancer colorrectal (Pan et al., 2011a; Rudolf et
al., 2007). Sin embargo, al igual que en el caso del melanoma, hay muy
pocos estudios sobre la posible eficacia de los polifenoles en el
tratamiento del cancer colorrectal invasivo/metastasico. Algunos
ejemplos se citan a continuacion.

Estudios in vitro e in vivo con diferentes estilbenos, han
demostrado que su accion antitumoral en el tratamiento del cancer de
colon puede ser debida a sus efectos sobre proteinas implicadas en la
proliferacién celular, ya que se ha observado que disminuyen la
expresion de PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular), y
aumentan la expresion del inhibidor de quinasas dependiente de ciclinas
p27 (Paul et al.,, 2010). Ademas, la administracion intraperitoneal de
EGCG, galocatequina galato y genisteina, produce una reduccion
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significativa de las metastasis pulmonares de la linea de cancer de colon
murino 26-L5, en un 77, 46 y 44%, respectivamente (Ogasawara et al.,
2007).

Por otra parte, la CURC, sensibiliza a las células de cancer de colon
a los efectos antitumorales y antimetastdsicos de la capecitabina
(precursor del citotoxico 5-fluorouracilo), al inhibir la via de sefializacién
de NF-kB (Kunnumakkara et al., 2009). Ademas, la combinacion en
estudios preclinicos de este polifenol con dasatinib (un inhibidor de la
familia de quinasas Src que participan en rutas de supervivencia celular),
aumenta la efectividad del tratamiento produciendo un 95% de regresion
tumoral que se debe a la disminucién de la proliferaciéon y un aumento
de la apoptosis (Nautiyal et al., 2011).

Recientemente, otros estudios preclinicos utilizando xenoinjertos
en ratdn de la linea de cancer colorrectal humano HT29, demuestran que
la administracion combinada de pterostilbeno, QUER, FOLFOX6
(oxaliplatino, leucovorina y 5-fluorouracilo) y radioterapia, elimina el
crecimiento tumoral aumentando la supervivencia de los ratones. Este
mecanismo esta mediado por la manganeso superdxido dismutasa
(MnSOD) y por la proteina antiapoptética Bcl-2 (Priego et al., 2008).

Ademas, actualmente estan activos varios ensayos clinicos en fase
Iy I, y alguno que se acaba de completar recientemente, en los que se
esta utilizando la administracién oral de diferentes polifenoles como el
RESV y la CURC en pacientes con cancer de colon/colorrectal/rectal.
También se estan realizando ensayos clinicos combinando la CURC con
otros agentes quimioterapicos como la gemcitabina (Fase Ill) o FOLFOX
(Fase I, Il) (www.clinicaltrials.gov).

Todos estos datos sugieren que la administraciéon de los
polifenoles puede mejorar la eficacia de la quimio/radioterapia
convencional dando lugar a la regresién del cancer colorrectal.
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3.5. Cancer de pulmén

El cdncer de pulmodn es el tipo de cancer que causa la mayor tasa
de mortalidad en el mundo, tanto en hombres como en mujeres
(www.cancer.gov). El cancer de pulmén se clasifica en dos tipos

principales: cancer de pulmdn de células pequefias o microcitico (SCLC) y
cancer de pulmdn de células no pequefias o no microcitico (NSCLC). De
los dos, el que mejor responde al tratamiento con quimioterapia y
radiacion es el SCLC, siendo por tanto su prondstico mejor que para el
NSCLC (www.cancer.gov).

En cuanto a la relacién del cancer de pulmdn con los polifenoles,
hay varios estudios que demuestran sus efectos protectores. Por
ejemplo, la administracidn oral en ratas de polifenoles del té verde antes
de exponerlas a un carcinégeno, protege en un 40% de la aparicién de
cancer de pulmodn (Katiyar et al., 1993). La administracién de una infusion
de té verde también reduce el nimero de tumores pulmonares de
células de carcinoma murino de Lewis en un modelo de metdstasis
espontdnea (Sazuka et al., 1995). En cuanto a los polifenoles del té negro,
su administracién tras una dosis de un carcinédgeno del tabaco, inhibe la
progresidon del adenoma de pulmdn a adenocarcinoma, demostrando la
actividad antiproliferativa y preventiva de estos compuestos (Yang et al.,
1997). Estos resultados se corroboraron en otro estudio en el que
ademas de polifenoles del té negro se utilizaron polifenoles del té verde,
tanto antes de la exposicidn al carcinégeno como después, demostrando,
como el estudio anterior, su acciéon preventiva y antitumoral. Sin
embargo, las concentraciones necesarias para producir este efecto, son
muy altas y por tanto inalcanzables en humanos (Yang et al., 1998).

No obstante, al combinar los polifenoles del té verde, a dosis mas
bajas, con atorvastatina, se inhibe la tumorigénesis pulmonar inducida
guimicamente en ratones. Ademds, esta combinacién disminuye el
crecimiento de las lineas celulares de carcinoma de pulmdén humano
H1299 y H460. Ambos efectos son debido a un aumento de la apoptosis y
a una disminucidn de la proteina antiapoptdtica Mcl-1 (Lu et al., 2008).
En este sentido, también el tratamiento combinado del polifenol
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genisteina con ciclofosfamida es efectivo en el tratamiento de ratones
con carcinoma pulmonar de Lewis, aunque en este caso no con efecto
citostatico o citotdxico, sino con efecto antiangiogénico (Wietrzyk et al.,
2001). En un modelo murino con esta misma linea de cancer de pulmén,
la administracion intravenosa de QUER liposomada (para mejorar su
biodisponibilidad in vivo) mostré una inhibicién significativa del
crecimiento tumoral y un aumento de la supervivencia al inhibir la
angiogénesis e inducir la apoptosis (Yuan et al., 2006).

Curiosamente, también se han visto efectos antitumorales al
combinar varios polifenoles entre ellos. Por ejemplo, la combinacién de
epicatequina y CURC in vitro, en células humanas de cancer de pulmdn
(A549 y PC9), aumenta la inhibicion del crecimiento celular en
comparacion con la que producen ambos polifenoles por separado (Saha
et al., 2010). Efectos similares se han visto al combinar luteolina con
EGCG (Amin et al., 2010).

En cuanto a ensayos clinicos con polifenoles en el cancer de
pulmoén, actualmente hay un estudio abierto para pacientes sanos vy
fumadores en el que se pretende determinar si los polifenoles del té
verde disminuyen el riesgo de sufrir cancer de pulmdn. Otro estudio con
extracto de té verde, que esta actualmente en fase |, se esta llevando a
cabo para comprobar los efectos de estos polifenoles en pacientes con
SCLC (www.clinicaltrials.gov).

3.6. Otros canceres

Los efectos antitumorales de los polifenoles y sus posibles
aplicaciones clinicas, han sido también estudiados a diferentes niveles en
otros canceres entre los que se incluyen el cancer de mama, el de
prostata, el de pancreas, el de estémago, el hepdtico, el de cérvix, de
ovario, de testiculos, de cara y cuello, de cerebro y en linfoma (Korkina et
al., 2009; Ramos, 2008; Sliva, 2008).

En resumen, los polifenoles son compuestos prometedores en la
prevencion y el tratamiento del cancer debido a interfieren en la
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iniciacion, desarrollo y progresidon del cancer, al modular: factores de
transcripcién como NF-xB, AP-1, Nrf2 o STAT3; proteinas pro- y
antiapoptéticas; proteinas implicadas en el ciclo celular; moléculas de
adhesidén; factores de crecimiento y vias de sefializacion de proteinas
quinasas como EGFR, MAPK o PI3K/Akt; y moléculas implicadas en la
angiogénesis y la metastasis tumoral (Aggarwal and Shishodia, 2006;
Ramos, 2008).

4. EL PTEROSTILBENO, UN ANALOGO
NATURAL DEL RESVERATROL, EN LA
TERAPIA CONTRA EL CANCER

4.1. Origen, clasificacién y estructura quimica

El pterostilbeno (PTER) (3,5-dimetoxi-4'-hidroxiestilbeno), es un
polifenol natural perteneciente a la familia de los estilbenos. Aunque
inicialmente se aislé del duramen (corazén del tronco) del sandalo rojo
(Pterocarpus sandalinus) (Spath and Schlager, 1940), también se produce
en otras plantas del mismo género como el Pterocarpus marsupium (kino
de la india), un arbol originario de la India, Nepal y Sri Lanka, cuyo
duramen ha sido utilizado en la medicina tradicional por sus propiedades
medicinales (Maurya et al., 2004). El PTER también se encuentra en las
hojas de Vitis vinifera (Langcake et al., 1979), y en frutos como los
arandanos (Rimando et al., 2004), y algunos tipos de uvas entre las que
se encuentran las variedades Chardonnay y Gamay (Adrian et al., 2000b)
cuando se encuentran infectadas por hongos, y las variedades sanas e
inmaduras de Pinot noir y Gamay (Pezet and Pont, 1988). Sin embargo, el
PTER no se ha encontrado en ningun vino tinto (Adrian et al., 2000a).
Otra planta en la que se ha descubierto este polifenol es Guibourtia
tessmanii, una planta con flores que se encuentra en Africa central y se
utiliza en la medicina popular (Fuendjiep et al.,, 2002). Ademas,
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curiosamente, se ha identificado al PTER como el compuesto fendlico
mayoritario de la “darakchasava”, una bebida medicinal hindd utilizada
como cardiotdnico y para el tratamiento de otras enfermedades, cuyo
principal ingrediente son las hojas de Vitis vinifera (Paul et al., 1999).

El PTER comparte muchas similitudes quimicas, fisiolégicas vy
farmacolégicas con otro estilbeno, el RESV. Quimicamente, el PTER es un
analogo estructural del RESV (contiene dos grupos metoxilo, en vez de
hidroxilo en las posiciones 3 y 5 del segundo anillo), sin embargo, el PTER
conserva las propiedades estructurales del RESV responsables de su
capacidad antioxidante y antitumoral (grupo hidroxilo en posicién 4 y su
configuracion trans) (Stivala et al.,, 2001) (llustracion 14).
Fisioldgicamente, ambos son fitoalexinas. Farmacoldogicamente, ambos
tienen efectos antioxidante, antienvejecimiento, antiinflamatorio,
antitumoral, antidiabético, cardioprotector y  neuroprotector
(Kapetanovic et al., 2011; Lin et al., 2009). El PTER y el RESV existen como
isdmeros geométricos: cis y trans, pero normalmente, en la naturaleza
los encontramos mayoritariamente en la forma trans que, como se ha
indicado, es la responsable de su capacidad antioxidante y antitumoral.
Ambos isdmeros de ambos compuestos pueden existir en forma libre o
unidos a glucosa (Estrela et al., 2013).

HO i
Q / i

HO Resveratrol

H3CO Pterostilbeno

llustracion 14: Estructura quimica del RESV vs. PTER
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4.2. Biodisponibilidad del pterostilbeno vs. resveratrol

Tal y como se ha visto en el punto 1.3, la baja disponibilidad y la
rapida metabolizacién es un factor limitante para la bioactividad de los
polifenoles. De hecho, a pesar de algunas excepciones, los polifenoles en
su forma nativa son bioldgicamente mds activos que sus metabolitos
(Asensi et al., 2011).

En el caso del RESV, ademds de presentar una baja absorcidn
intestinal tras su administracion oral, es extensa y rdpidamente
metabolizado in vivo (Kapetanovic et al., 2011). EI RESV sufre en el
intestino reacciones de glucuronidacion (Kuhnle et al., 2000), sulfataciéon
e hidrogenacion por la microbiota intestinal (Walle, 2004). Tras ser
absorbido, sufre este tipo de reacciones metabdlicas a nivel hepatico (de
Santi et al., 2000), por tanto, sus metabolitos mayoritarios encontrados
en plasma son el glucurénido y el sulfato. Esta conjugacion, afecta
mayoritariamente a los oxigenos de las posiciones 3 y 4’ de los anillos
aromaticos (Wang et al., 2004). Siendo mas favorable en la posicion 3 y
mas desfavorable cuando la molécula presenta una configuracion trans
(Aumont et al., 2001).

De forma similar, los metabolitos mayoritarios del PTER son
también el glucurdnido y el sulfato que han sido detectados en plasmay
orina. De hecho, tras su administracion oral, se han identificado en orina
de ratdén nueve metabolitos del PTER: PTER glucurdnido, PTER sulfato,
PTER glucurénido mono-desmetilado, PTER sulfato mono-desmetilado,
PTER mono-hidroxilado, PTER glucurénido mono-hidroxilado y PTER
sulfato-monohidroxilado (Remsberg et al., 2008; Shao et al., 2010).

El PTER muestra un perfil farmacocinético mejor que el RESV. La
principal diferencia entre el PTER y el RESV es su estructura quimica.
Mientras que el PTER contiene dos grupos metoxilo en las posiciones 3 y
5 y solo un hidroxilo en posicién 4’, el RESV contiene tres grupos hidroxilo
(Hlustracion 14). Los dos grupos metoxilo del PTER lo hacen mas lipéfilo
aumentando su biodisponibilidad por via oral (Estrela et al.,, 2013).
Ademas, debido a la presencia del grupo metoxilo en la posicién 3, el
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PTER no puede ser glucuronidado o sulfatado en esta posicién por lo que
presenta una mayor vida media que el RESV con mayor nimero de
posiciones disponibles para ser conjugado (Dellinger et al., 2013). Estas
diferencias farmacocinéticas, estan avaladas por varios estudios que se
mostraran a continuacion.

Se ha observado que tras su administracién intravenosa, tanto el
PTER como el RESV alcanzan sus concentraciones maximas a los 5 min.
Sin embargo, mientras que el PTER tarda 480 min en desaparecer
completamente, el RESV solo tarda 60 min. Al calcular con estos datos la
vida media de ambos polifenoles en plasma, observamos que para el
PTER es de 77.9 min, mientras que para el RESV es de 14.4 min, es decir,
el PTER tiene una vida media 7 veces mayor que el RESV (Ferrer et al.,
2005). Datos similares se obtuvieron en estudios posteriores
confirmando que el PTER muestra mejores caracteristicas
farmacocinéticas que el RESV (Lin et al., 2009; Remsberg et al., 2008).

En cuanto a la biodisponibilidad oral de ambos polifenoles,
también es mayor para el PTER (80%) que para el RESV (20%)
(Kapetanovic et al., 2011). En este estudio también se ha observado que
tras la administracion oral del PTER encontramos mayores niveles
plasmaticos de PTER y PTER sulfato y menores niveles de PTER
glucurdnido, en comparacion con los niveles plasmaticos del RESV y sus
metabolitos. Sin embargo, en ambos casos se observa una concentracién
plasmatica mayor de los metabolitos que de los compuestos en su forma
nativa. Ademas, tras la administracion de PTER, no se detecté RESV,
descartando la posibilidad de que el PTER sea un profarmaco del RESV.

Por lo tanto, el PTER, debido a su mejor farmacocinética, es una
buena alternativa al RESV en la prevencion y tratamiento de varias
enfermedades, ya que, a dosis equimolares, la actividad biolégica in vivo
del PTER deberia ser mayor (Kapetanovic et al., 2011). De hecho, en
estudios in vitro, EIl PTER muestra una actividad farmacoldgica mas
potente que el RESV (Billack et al., 2008; Chakraborty et al., 2010; Ferrer
et al., 2005).
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4.3. Toxicidad

En junio del 2011, la compafila ChromaDex® (Industria
farmacéutica especializada en investigacion, desarrollo y venta de
productos naturales), obtuvo el estatus de GRAS (Generally Recognized
as Safe), “generalmente reconocido como seguro”, por la FDA (U.S. Food
and Drug Administration) para su compuesto pTeroPure®, forma
comercial del PTER (www.fda.gov). Para que un compuesto alcance dicho
estatus ha de ser sometido a un extenso estudio de sus caracteristicas
toxicoldégicas, sus usos propuestos y su seguridad por un grupo
independiente de expertos y concluir que el compuesto es seguro para
su uso en bebidas y en productos alimenticios. La dosis diaria permitida
para el pTeroPure es de hasta 30mg/kg peso
(https://chromadex.com/NewsEventDetail.aspx?Aid=510).

Uno de los ensayos en los que se basé la FDA para la aprobacion
de este compuesto fue el publicado por Ruiz y cols., en el afio 2009 (Ruiz
et al., 2009). En este estudio se evaluaba la toxicidad de dosis altas de
PTER durante 28 dias de administracién oral, mezclado con la comida, en
ratones. Las dosis administradas fueron de 30, 300 y 3000mg/kg de ratén
y por dia. Al extrapolar estas dosis de ratones a humanos, equivalen a 5,
50 y 500 veces mas, respectivamente, que el consumo medio estimado
para este polifenol (25mg/dia) en humanos. Con ninguna de estas dosis
se observd mortalidad durante el tiempo que durd el experimento.
Ademas, no hubo una alteraciéon importante del peso de los animales, ni
modificaciones importantes en los parametros bioquimicos. Por tanto
este estudio demuestra que la administracién oral diaria de PTER a altas
dosis no es toxica.

Recientemente (Septiembre 2012) ha concluido un ensayo clinico
llevado a cabo en el centro médico de la Universidad de Mississippi
(EEUU) cuyo objetivo era evaluar el efecto de PTER en los niveles de
colesterol, la presién sanguinea y el estrés oxidativo (Effect of
Pterostilbene on Cholesterol, Blood Pressure and Oxidative Stress;
www.clinicaltrials.gov). Los resultados de este estudio demuestran que el
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PTER reduce la presidon sanguinea a una dosis oral de 125mg dos veces al
dia, es decir 250mg/dia (equivale a 30mg/kg ratén/dia), durante 6-8
semanas. Ademads, a partir de este ensayo se concluye que la
administracion oral de hasta 250mg/dia de PTER a largo plazo es segura
en humanos (Riche et al., 2013).

En cuanto a la toxicidad del PTER tras su administracion
intravenosa, tan solo ha sido evaluada en ratones. En un estudio, llevado
a cabo por Priego y cols. (Priego et al., 2008), en el que se administraba el
PTER conjuntamente con QUER y quimioterapia estandar para el
tratamiento del céncer colorectal en ratones con xenoinjertos, se
administraron dosis IV de 20 y 30mg/Kg ratén y dia. Estas dosis se
administraron durante 23 dias y ninguna mostré toxicidad sistémica u
drgano especifica, por lo que son farmacolégicamente seguras.

4.4. Aplicaciones biomédicas del pterostilbeno

El PTER, al ser un analogo estructural del RESV, muestra muchas de
las propiedades farmacoldgicas de éste, pero ademas, tiene las suyas
propias (2010).

Entre los efectos farmacoldgicos del PTER se encuentran la
prevencion y el tratamiento de una amplia variedad de enfermedades
como el cancer (Billack et al., 2008; Ferrer et al., 2005; Pan et al., 2007;
Pan et al., 2009; Priego et al., 2008; Remsberg et al., 2008; Rimando and
Suh, 2008; Suh et al., 2007), las dislipemias (Rimando et al., 2005), la
diabetes (Amarnath Satheesh and Pari, 2006; Manickam et al., 1997), las
enfermedades cardiovasculares (Paul et al., 1999), las enfermedades
neurodegenerativas (Meng et al.,, 2008) y el dolor (Remsberg et al.,
2008). Ademas, tiene propiedades antibacterianas (Pastorkova et al.,
2013), antifungicas (Jeandet et al.,, 2002; Kingsbury et al., 2012) y
antiviricas (Gastaminza et al., 2010). Debido a que el PTER es un potente
agente antioxidante (Amorati et al.,, 2004; Remsberg et al., 2008;
Rimando et al., 2002) y antiinflamatorio (Hougee et al., 2005; Pan et al.,
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2008; Remsberg et al., 2008), tiene también la capacidad de mitigar los
efectos de la edad en individuos sanos (Joseph et al., 2008).

4.4.1.Actividad antioxidante y antiinflamatoria

Se ha demostrado que el PTER presenta una actividad antioxidante
significativamente comparable in vitro con la del RESV. El primer estudio
gue se realizdé al respecto fue llevado a cabo por Rimando y cols.
(Rimando et al.,, 2002), y mostraba que la capacidad del PTER para
eliminar los radicales libres del perdxido, era muy similar a la del RESV.
Ademads, se observé que ambos compuestos eran mas efectivos que el
Trolox como agentes antioxidantes. Sin embargo, el PTER mostrdé una
actividad antiinflamatoria moderada con respecto al RESV, ya que este
ultimo es capaz de inhibir fuertemente la actividad de las dos isoformas
de la ciclooxigenasa (COX), la COX-1 y la COX-2, mientras que le PTER lo
hace de una forma mas débil. Estudios mas recientes confirman la
capacidad antioxidante del PTER que parece ser concentracion
dependiente (Remsberg et al., 2008).

Otro estudio en el que se midié la actividad antioxidante de
derivados cis y trans del hidroxiestilbeno, incluyendo el PTER y el RESV,
demostré que estos compuestos se comportan como antioxidantes
suaves, siendo mayor la actividad de los isémeros trans que la de los cis
(Amorati et al., 2004).

En cuanto a estudios in vivo, el PTER aumenta la actividad
superoxido dismutasa, catalasa, glutation (GSH) peroxidasa, GSH S-
transferasa y GSH reducido en ratas con diabetes mellitus tipo Il inducida
por estreptozocina y nicotinamida. Ademas, normaliza los niveles de
peroxidacién lipidica que se encuentran aumentados en las ratas con
esta enfermedad (Amarnath Satheesh and Pari, 2006). Este estudio por
tanto indica que el PTER también tiene actividad antioxidante in vivo.

Otros estudios sugieren que puede existir una relacidon entre la
estructura quimica y el efecto antioxidante. De hecho, los estilbenos con
un grupo hidroxilo en la posicion 4 muestran mayor actividad
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antioxidante (Hasiah et al., 2011). Por otro lado se ha visto que el RESV
(con tres grupos hidroxilo) neutraliza las ROS en la sangre y en
linfoblastos aislados, mientras la pinosilvina (con dos grupos hidroxilo)
actua principalmente frente a los ROS intracelulares, y el PTER (con dos
grupos metoxi y un grupo hidroxilo) neutraliza los ROS extracelulares.
Estos ultimos son los responsables, entre otras cosas, del dafo tisular
durante la inflamacién crénica, ello contribuye a la accidn
antiinflamatoria del PTER (Perecko et al., 2008).

Ademads, hay un creciente nimero de estudios que aseguran que
los polifenoles, entre ellos el PTER, ademds de tener accion antioxidante
directa, muestran una accién indirecta que seria bioldgicamente mas
importante. De hecho se ha observado que regulan factores de
transcripcién como NF-kB, AP-1, o Nrf2 asi como cambios en la
acetilacion de las histonas. Esto, entre otras cosas, activa de forma
indirecta la defensa antioxidante celular (Sies, 2010; Stevenson and
Hurst, 2007).

En cuanto a la accion antiinflamatoria del PTER, en el estudio de
Rimando y cols. mencionado anteriormente (Rimando et al., 2002), se
observd que el PTER inhibia la sintesis de prostaglandinas, lo cual estd
relacionado con la actividad quimiopreventiva del cancer que posee este
polifenol. Esto fue corroborado por un estudio en un modelo de colitis in
vitro, en el que se demostré que el PTER inhibia la produccién del
prostaglandina E2 (Remsberg et al., 2008). Ademds en este mismo
estudio se muestra que el PTER es capaz de disminuir los niveles de TNF-
a, citoquina implicada en la inflamacidn sistémica y cuyo incremento esta
relacionado con enfermedades cardiovasculares y con el cancer. El PTER
también estd implicado en la disminucion la expresion de los genes iNOS
(6xido nitroso sintasa inducible) y COX-2 implicados en la inflamacién
(Pan et al., 2008).
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4.4.2.Actividad antitumoral

Actualmente existe mucha informacion sobre los mecanismos
celulares por los cuales los polifenoles naturales interfieren en la
carcinogénesis, el crecimiento tumoral y la metastasis. Los polifenoles,
entre ellos el PTER, pueden ser efectivos, tal y como se ha nombrado en
puntos anteriores, en la prevencion y el tratamiento del cancer debido a
sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios, asi como por sus efectos
sobre dianas concretas en vias de muerte y proliferacion celular, en la
angiogénesis y sobre los mecanismos de quimio y radioresistencia
(Asensi et al., 2011; Estrela et al., 2013).

En el caso del PTER, existen numerosas evidencias que demuestran
su potencial en el tratamiento y la prevencién del cancer de colon,
mama, higado, pulmén, piel (incluyendo el melanoma), pancreas,
préstata, estdmago, vejiga y en la leucemia in vitro y/o in vivo
(McCormack and McFadden, 2012).

En este contexto, Wang y cols. (Wang et al., 2012) publicaron que
el PTER inhibe el crecimiento celular de dos lineas de cancer de mama
(una positiva y otra negativa para receptores de estrégenos) al inducir
simultdaneamente apoptosis, parada de ciclo celular, y autofagia (como
mecanismo citoprotector). La induccion de apoptosis por el PTER en este
tipo de cancer in vitro ha sido corroborada por otros estudios (Alosi et al.,
2010; Moon et al., 2013). El PTER también inhibe el crecimiento celular
induciendo apoptosis en cancer de pulmén (Schneider et al., 2010) y de
préstata in vitro (Chakraborty et al., 2010), y en el de pancreas
(McCormack et al., 2012), melanoma (Ferrer et al., 2005) y colon in vivo e
in vitro (Priego et al., 2008). Segun estos estudios, la apoptosis inducida
por el PTER se produce fundamentalmente por activacién de la via
intrinseca. En concreto el PTER disminuye la expresion de proteinas
antiapoptéticas como Bcl-2 y Bcl-xl, y aumenta la expresién de proteinas
proapoptéticas como Bax, Bad, Bid, y de la enzima MnSOD. Todo ello da
como resultado la despolarizacion mitocondrial y el aumento de la
actividad caspasa y PARP. Ademas, el PTER puede inducir muerte celular
por apoptosis mediante la activacidon simultanea de la via extrinseca. El
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PTER activa la via extrinseca al aumentar la expresion del ligando Fas.
Esta superposicion se ha observado que ocurre, por ejemplo, en lineas
celulares in vitro de cancer de estémago (Pan et al.,, 2007) y en lineas
tumorales de leucemia multidrogorresistentes (Tolomeo et al., 2005). En
este ultimo estudio, se demuestra, ademads, que el PTER puede ser util en
el tratamiento de neoplasias hematoldgicas resistentes al tratamiento.

En un estudio células humanas de carcinoma de vejiga sensibles y
resistentes a la terapia antitumoral, el PTER inhibe el crecimiento celular
al inducir inicialmente autofagia, mediada por la inhibicién de mTOR y la
activacion de la via MAPK/ERK, y posteriormente apoptosis (Chen et al.,
2010b). Esto demuestra que el PTER puede dar lugar a la muerte celular
por diferentes vias. Sin embargo, aunque algunos estudios han sugerido,
al igual que Chen y cols., que el PTER induce autofagia en varios tipos de
lineas tumorales, estas observaciones se basan en la acumulacién de LC3-
Il y autofagosomas (Chakraborty et al., 2010; Chen et al., 2010b; Wang et
al., 2012), lo cual no es suficiente para demostrar la muerte celular por
autofagia. Para ello, ademas, hay que evaluar que el flujo autofagico no
se encuentra alterado mediante el anélisis de los niveles de p62/SQSTM1
(Klionsky et al., 2008; Mizushima and Yoshimori, 2007).

En algunos de los estudios citados anteriormente, se demuestra la
accion reguladora del PTER sobre el ciclo celular. El polifenol tiene la
capacidad de inducir parada de ciclo e inhibir proteinas del ciclo celular
como las ciclinas A, By D, quinasas dependientes de ciclinas (CDK2, CDK4
y CDK6) y proteinas reguladoras como pRb. Por el contrario, aumenta la
expresion de inhibidores de CDKs como p16, p21, p27 y p53 (Chen et al.,
2010b; Pan et al., 2007; Tolomeo et al., 2005).

Ademas, el PTER in vitro, inhibe los efectos proliferativos de la
leptina (hormona implicada en la obesidad) en células tumorales de
mama tanto positivas como negativas para receptores de estrogenos.
Esta reduccion de la proliferacién es debida a la inhibicién de la via de
sefializacion JAK/STAT3 cuya activacion constitutiva estd implicada en la
carcinogénesis y, en este caso, en el desarrollo del cdncer de mama
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relacionado con la obesidad sugiriendo, por tanto, una posible aplicacién
terapéutica del PTER en este tipo de cancer (McCormack et al., 2011).

En cuanto a los sistemas de metabolizacién, se ha observado que
el PTER inhibe la isoforma CYP1A1, de la superfamilia del citocromo P450
que estd implicada en la activacion de procarcindgenos quimicos
(Mikstacka et al., 2007). Ello implica que el PTER reduce el riesgo de
mutagénesis y por tanto, de padecer cancer.

El PTER regula también multiples vias relacionadas con la
capacidad metastasica de las células tumorales de mama (Chakraborty et
al., 2010; Pan et al.,, 2011b), higado (Pan et al., 2009), y melanoma
(Ferrer et al., 2005). De hecho, estos estudios demuestran que el PTER
inhibe la migracién y adhesién celular in vitro y reduce la aparicion de
metastasis in vivo, asi como, la neoangiogénesis. Algunos de los
mecanismos implicados son, la inhibicién de MMP-9, la inhibicién de la
via de sefializacion p38, la disminucién de los niveles de VEGFR, la
disminucion de la expresidon de VCAM-1, y la inhibicion de NF-xB, AP-1, la
proteina quinasa C, o las vias PI3K/Akt, y MAPK.

Estos datos demuestran significativamente los efectos beneficiosos
del PTER en el tratamiento y prevencién del cancer, por lo que es
necesario seguir investigando los mecanismos de accién que subyacen a
sus efectos antineoplasicos.
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Hipdtesis y objetivos

El desarrollo de moléculas y estrategias terapéuticas llevado a
cabo en los Ultimos afos no ha conseguido avances importantes en el
tratamiento de cdnceres agresivos en estadios avanzados,
particularmente en aquellos asociados a altas tasas de mortalidad. Por
esta razon, es necesario desarrollar nuevas moléculas, buscar nuevas
dianas, y nuevas aproximaciones terapéuticas.

Los polifenoles son un grupo de compuestos quimicos de origen
vegetal con efectos beneficiosos para la salud. Se ha observado que
tienen, entre otros, efectos favorables en la prevencién y tratamiento del
cancer (Lambert et al., 2005). Los mecanismos que subyacen a sus
efectos antitumorales han sido estudiados extensamente e incluyen
efectos antioxidantes, proapoptdticos, proautofagicos, antiangiogénicos,
inmunoestimulantes y dafo en el ADN (Asensi et al., 2011).

Un problema fundamental en el tratamiento del cancer es lograr
eliminar las células capaces de desarrollar quimio/radioresistencia. La
evasion de la apoptosis representa uno de los mayores obstdculos
debido a que es el principal mecanismo de acciéon de la mayoria de los
farmacos antitumorales clasicos (Hanahan and Weinberg, 2011). Por esta
razon, en los ultimos afos, el estudio sobre otros tipos de muerte celular
como la autofagia, la muerte celular lisosomal y la necrosis esta cobrando
mayor importancia (Kroemer and Jaattela, 2005; Yang et al., 2011a).

El interés de la permeabilizacion lisosomal como mecanismo
antitumoral reside en las alteraciones que sufren las células tumorales a
nivel de trafico y volumen lisosomal, asi como, en la expresion de
hidrolasas lisosomales (Fehrenbacher and Jaattela, 2005). Estas
alteraciones se correlacionan con el desarrollo de un crecimiento
invasivo y la angiogénesis (Joyce et al., 2004) y con el desarrollo de
resistencia a la terapia oncoldgica (Larsen et al., 2000). Ademas, la
permeabilizacién de la membrana lisosomal y la liberacidn masiva de las
hidrolasas que contiene al citosol, es un potente inductor de mecanismos
de muerte celular dependientes e independientes de caspasas (Boya and
Kroemer, 2008). Por todo ello, la utilizaciéon de agentes inductores de la
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permeabilizacién de la membrana lisosomal seria una buena opcién en
las terapias antitumorales.

El RESV, uno de los polifenoles mas investigados, posee funciones
protectoras frente a la carcinogénesis y una clara capacidad antitumoral
(Delmas et al., 2011), por lo que este polifenol se ha mostrado como un
agente muy atractivo en la lucha contra el cancer. Sin embargo, la baja
disponibilidad que presenta in vivo, hace dificil su uso terapéutico (Asensi
et al., 2002). Diferentes grupos han desarrollado analogos de la molécula
para mejorar la biodisponibilidad. En este aspecto el PTER, un analogo
estructural dimetoxilado del RESV (Stivala et al., 2001), ademas de
presentar una mayor biodisponibilidad temporal (Lin et al.,, 2009;
Rimando et al, 2002) muestra unas actividades antioxidantes vy
anticarcinogénicas similares e incluso mas potentes que las del RESV
(Cichocki et al., 2008; Ferrer et al., 2005).

Mientras que los principales mecanismos de accion antitumorales
del RESV son la apoptosis y la autofagia (Delmas et al.,, 2011), los
mecanismos que subyacen la accidn antitumoral del PTER no se conocen
con exactitud. Por ello, el objetivo general de la presente tesis es
estudiar cuales son dichos mecanismos en un modelo in vitro con 4 lineas
tumorales de distinto origen: A375 (melanoma), A549 (pulmén), HT29
(colon) y MCF7 (mama).

Para alcanzar este objetivo general nos planteamos los siguientes
objetivos concretos:

1. Comparar la accién antitumoral del PTER con respecto a su
analogo estructural, el RESV. Para ello determinaremos:

1.1. Sus efectos citotoxicos
1.2. Sus efectos citostaticos

2. Determinar el tipo de muerte inducida por el PTER:
apoptosis, autofagia y necrosis.



Hipdtesis y objetivos

Estudiar la implicacion de la permeabilizacion de la
membrana lisosomal en la citotoxicidad inducida por el
PTER, y la posible implicacion de Hsp70.

Evaluar el efecto del metabolismo celular del PTER en su
accion antitumoral.
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Material y métodos

1. Sustrato biologico

En este trabajo se han utilizado cuatro lineas celulares humanas
aisladas de tumores de distintos origenes. Todas ellas proceden del
banco de células de la “American type culture collection” (ATCC):

e A375: Melanoma
e A549: Carcinoma de pulmén
e HT29: Adenocarcinoma colorectal

e MCF7: Adenocarcinoma de mama

llustracion 15: Lineas celulares utilizadas cultivadas in vitro durante 48h

2. Polifenoles naturales

Los principales reactivos de este trabajo son dos polifenoles
naturales:
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El resveratrol de peso molecular 228.6 g/mol, se obtuvo de la
casa comercial Sigma-Aldrich. Se prepard una solucién stock en
DMSO (dimetilsulfoxido) a una concentracién de 0.0666M a
partir de la cual se obtuvieron las disoluciones con las
concentraciones objeto de estudio (0-200uM).

El pterostilbeno, tiene un peso molecular de 256.3 g/mol, y se
obtuvo de la casa comercial Enzo Life Sciences. Se preparé una
solucidn stock en DMSO a una concentracién de 0.0666M a partir
de la cual se obtuvieron las disoluciones con las concentraciones
objeto de estudio (0-200uM).

3. Inhibidores

A lo largo de este trabajo se han utilizado varios inhibidores de los

distintos tipos de muerte celular estudiados:

El Z-VAD-FMK o Z-VAD(OMe)-FMK (carbobenzoxi-valil-alanil-
aspartil-[0-metil]-fluorometil cetona) (Abcam), es un inhibidor
pancaspasa irreversible que se une a la subunidad catalitica de
estas proteasas bloqueando la apoptosis dependiente de
caspasas. Este péptido sintético esta disefiado como un metil
éster con el objetivo de aumentar su estabilidad y su
permeabilidad celular. En todos los casos en los que se utilizé a lo
largo de este trabajo, se afnadié una hora antes que el PTER o los
inductores de apoptosis utilizados. Se disolvi6 en DMSO y se
utilizé a una concentracidn final en el medio celular de 20uM.

La necrostatina-1 (Nec-1) (Sigma-Aldrich) es un inhibidor de RIP1
que es una de las quinasas fundamentales en la regulacién de la
necroptosis o necrosis celular programada (Degterev et al.,
2008). Este inhibidor se disolvi6 en DMSO y se utilizd a una
concentracién final en el medio celular de 25uM y se afiadié 1h
antes que el PTER o los inductores de necrosis utilizados.
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Para inhibir la actividad catepsina se utiliz6 una mezcla de
pepstatina A, un inhibidor de aspartil peptidasas entre las que se
encuentran las catepsinas D y E ademds de pepsina, renina y
guimosina; junto con leupeptina, un inhibidor reversible de serin
y cistein proteasa entre las que se encuentran las catepsinas B, H
y L asi como otras como la calpaina o la tripsina. Ambos
inhibidores, de la casa comercial Sigma-Aldrich, se afiadieron una
hora antes que el PTER. La pepstatina A se resuspendié en etanol
y se calentd a 60°C hasta su completa disolucion. La leupeptina
se resuspendid en agua bidestilada estéril. Se utilizaron a una
concentracion final de 1ug/mly 50ug/ml respectivamente.

4. Controles positivos

Como controles positivos utilizamos varios inductores de los

distintos tipos de muerte celular estudiados:

La camptotecina (Sigma-Aldrich) es un inductor de apoptosis.
Actua inhibiendo de forma reversible la Topoisomerasa | al unirse
a los complejos ADN-Topoisomerasa | durante la fase de sintesis
del ADN. Esto da lugar a la ruptura del ADN con la consecuente
muerte celular por apoptosis (Hertzberg et al., 1989; Thomas et
al., 2004). Siguiendo las instrucciones de la casa comercial, se
disolvi6 en DMSO. Segun la linea celular utilizamos distintas
concentraciones basandonos en su IC50: 50nM en el caso de la
linea A375 y 500nM en el resto de lineas.

La combinacién de TNF-a, cicloheximida (CHX) se utilizd, junto
con el Z-VAD-FMK para inducir necrosis. Concretam