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Estudio comparativo in vitro de los polifenoles vegetales flavan-3-oles, flavanonas y
flavonas y la relacion de su estructura molecular con su efecto sobre la viabilidad

celular.

RESUMEN:
Introduccién: La estructura molecular de cualquier sustancia juega un papel importante en la

interaccién de ésta con las células u otro sistema bioldgico.

Obijetivos: Estudiar in vitro el efecto sobre la viabilidad y la proliferacion celular de los
compuestos: extracto de semilla de uva (flavan-3-oles polimeros de catequinas), extracto de
cacao (flavan-3-oles epicatequinas), extracto de pomelo (glicésidos de flavanonas naringina y
neohesperidina), extracto de piel de limoén (glicésido de flavanona eriocitrina), naringenina
(flavanona), apigenina (flavona) y apigenina potéasica. Asi mismo estudiar la influencia de estas

sustancias sobre el ciclo celular y la apoptosis de las lineas celualres Vero y Ca-Co2.

Material y Métodos: Los compuestos fueron ensayados sobre la linea celular no tumoral Vero
(tdbulo renal de mono verde africano) y la linea celular tumoral CaCo-2. Utilizamos el test de
MTT con diferentes concentraciones de los extractos. Todo ello junto con el conocimiento de la
composicién cromatografica de cada extracto nos permitié hallar posibles relaciones entre la

estructura molecular y su efecto en la proliferacion celular.

Resultados: En las condiciones de nuestro estudio, no hallamos efecto negativo significativo
sobre la proliferacion celular en ninguno de los extractos testados a concentraciones inferiores
a 10 uM en la linea celular Vero. Podria establecerse como orden de actividad antiproliferativa
de las estructuras flavonoides estudiadas: flavan-3-ol > flavanona > flavona. Sobre la linea
transformada CaCo-2, todos los extractos estudiados mostraron efecto antiproliferativo y/o
citotdxico, sobre todo apigenina potasica. Sobre la linea Vero apigenina potasica y extracto de
semilla de uva, provocaron un mayor bloqueo del ciclo celular. Y sobre la linea CaCo-2,
extracto de piel de limén y de cacao. El analisis del porcentaje de poblacién celular que se
encontraba en apoptosis mostré unos valores en general muy bajos en relacion a la poblacion
total analizada en la linea celular Vero. Sin embargo, sobre CaCo-2, consideramos
especialmente relevantes los resultados obtenidos por la flavona apigenina potéasica, que

mostré una capacidad apoptética significativa a partir de las 72 horas de tratamiento.

Conclusion: Las estructuras moleculares mas complejas y de mayor peso molecular causan
mayores efectos antiproliferativos, y parecen influir mas sobre el ciclo celular y la apoptosis.

Palabras clave: flavan-3-oles, flavanonas, flavonas, viabilidad celular.






Flavan-3-ols, flavanones and flavones vegetal polyphenols in vitro comparative study

and relation between antiproliferative effect and molecular structure.

ABSTRACT:
Introduction: Molecular structure is a very important factor in relation of any substances with

cells or biological system.

Obijective: Present study is an in vitro research about the viability and proliferation activity of
following products and extracts: grape seed extract (flavan-3-ols catechins polymers), cocoa
extract (flavan-3-ol epicatechins), grapefruit extract (flavanones glycosides naringin y
neohesperidin), skin lemon extract (flavanone glycoside eriocitrin), naringenin (flavanone),
apigenin (flavone). Also study the influence of these extracts on cellular cycle and apoptosis on
Vero and CaCo2.

Material and Methods: We have study the different extracts and products effects concentrations
on Vero cells proliferation and CaCo-2 cells culture, using the MTT assay. It together with the
knowledge of the chromatographic composition of every extract of the experiment allows us to
find relations between structures or molecular skeletons and his effect on the cellular

proliferation.

Results: In our study conditions, we have not negative effect on celular proliferation with all the
extracts, on concentrations lower tan 10 uMa on Vero. The order in antiproliferative capacity
could be: flavan-3-ol > flavanone > flavone. On CaCo-2, all the extracts showed antiproliferative
effect or citotoxicity especially apigenine. On Vero apigenine potésica and grape fruit seed,
showed the best arrest in cell cycle. On CaCo-2, citrus and cocoa were he most significant.
Celular population percentage analysis, in apoptosis were very low regarding the total
population in Vero. But, on CaCo-2, we considered relevant results on Apigenine, that showed

an important apoptotic capacity after 72 hours.

Conclusion: We have found the more complex molecular structures it provokes antiproliferative
activity increase. This fact would interact in relationship between cell and environment.

Keywords: flavan-3-ol, flavanone, flavones, cell viability.
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1. Flavonoides

1.1. Estructura general y funciones:

Los flavonoides son un grupo numeroso de compuestos polifendlicos
caracterizados por una estructura basica benzo-y-pirona (C6-C3-C6) (Fig. 1)
(Benavente-Garcia, 2008; Crozier, 2009). Segun su estructura, se clasifican en
seis clases principales, dependiendo de la conexion entre los anillos B y C, el
estado de oxidacion y los grupos funcionales del anillo C: flavanoles,
flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonoles y antocianidinas (Fig. 2; Tabla
1).

Figura 1



Flavan-3-ol Flavanona

Flavonol Antocianidina

Figura 2

Muchos flavonoides se encuentran en la naturaleza en forma de
glicosidos, lo que contribuye a que haya mas de 8.000 descritos actualmente
(Benavente-Garcia, 2008). Excepto las catequinas, el resto de flavonoides no
aparecen en la forma aglicona (no glicosilada) en los vegetales; por ejemplo,
los flavonoles y las flavonas de los alimentos generalmente son o-p-
glicésidos (Aherne, 2002; Crozier, 2009).
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Grupos

Conexién  Insaturacion Flavonoides mas
Subclase funcionales Alimentos ricos
anillo B-C del anille C i importantes
del anillo C
(+)-Catequina
) ) (+)-Galocatequina
3-hidroxi _ _
. I (-)}-Epicatequina T&, uvas rojas,
avanoles, ) )
_ (-)-Epigalocatequina vina tinto,
flavan-3-oles, 2 Ninguna
o —— chocolate, frutas
catequinas -}-Epi uina-
(rEpicateq (albaricoques)
galato
3-O-galato _ _
(-)}-Epigalocatequina-3-
galato
Hesperetina
) Naringenina .
Flavanonas 2 Ninguna 4-oxo T Frutos citricos
Eriodictiol
Sus 7-o-glucdsidos
Apigenina
Luteolina o
Flavonas 2 Co-Cs 4-0X0 ] N Perejil, apio
Baicaleina
Sus 7-o-glucdsidos
Genisteina
Daidzeina ) .
o Semillas de soja,
|soflavonas 3 Co-Cs 4-0x0 Gliciteina
) ) legumbres
Biochanina A
Formononetina
En casi todos los
Kaempferol alimentos; en
_ ) Miricetina especial en
3-hidroxi, _
Flavonoles 2 Co-Cs N Quercetina cebollas, col
X0
Isorhamnetina rizada, puerro,
Sus 7-o-glucdsidos brocoli,
arandano
Cianidina
Delfinidina Bayas rojas,
Ci-Cz,
Antocianinas 2 coC 3-hidroxi Malvidina azules y
e Pelargonidina moradas
Peonidina

Tabla 1. Caracteristicas quimicas de las subclases de flavonoides, nombres de los
flavonoides mas importantes y fuentes alimentarias mas ricas (segun Ross (2002),

Beecher (2003) y Manach (2004)).
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Los flavonoides son productos del metabolismo secundario de las
plantas, y desempefian numerosas funciones en los vegetales. Casi todos los
flavonoides son pigmentos, con todos los colores del espectro, incluida la
region ultravioleta (UV); esto, junto a sus propiedades electrénicas, los asocia
con la atraccion de insectos, animales y aves polinizadoras, aunque también
participan en la regulacion de genes sensibles a la luz. No obstante, no tienen

un papel conocido en la fotosintesis (Havsteen, 2002).

Por otra parte, estos compuestos son importantes en la proteccién de las
plantas frente a los predadores. Asi, la polimerizacién de polifenoles mediante
la polifenol oxidasa en zonas dafiadas sella los tejidos heridos e impide que los
insectos se alimenten de ese area. Asimismo, los flavonoides, bien por su
sabor amargo, bien por su capacidad de precipitar proteinas en el intestino y
dificultar la digestion, evitan que los mamiferos y otros animales se alimenten

de las plantas (Stevenson, 2007).

Ademéas, desempefian un importante y complejo papel en
el metabolismo del nitrégeno en las plantas que establecen simbiosis con
especies de Rhizobium spp. En este aspecto, regulan la expresion de proteinas
necesarias en las células vegetales que forman los nddulos en los que se
albergan las bacterias fijadoras de nitr6geno. También participan en la
eliminacién del oxigeno, cuyo nivel debe mantenerse bajo para que pueda
fijarse el nitrégeno, y como mensajeros entre la planta y las bacterias fijadoras

de nitrégeno (Havsteen, 2002).
Igualmente, estan implicados en el crecimiento y reproduccion de las
plantas y proporcionan resistencia a patdgenos y a los dafios provocados por la

radiacion UV (Havsteen, 2002; Ross, 2002; Del Rio, 2004; Taylor, 2005).

La importancia de sus funciones biologicas en las plantas ha provocado

gue tengan un gran interés en la industria. Algunos flavonoides se pueden
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utilizar como repelentes o toxinas en la agricultura, o para obtener cultivos mas
resistentes mediante técnicas de mejora (Benavente-Garcia, 1997; Ortufio,
2002; Ortufio, 2006). En el campo de la producciéon de alimentos, la capacidad
de los flavonoides de proporcionar sabor dulce o amargo o de eliminar el
amargor es ampliamente utilizada (Benavente-Garcia, 1997).

1.2. Biodisponibilidad y efectos sobre la poblacion

1.2.1. Epidemiologia del consumo de flavonoides en la dieta:

Las frutas y verduras (manzanas, uvas, cebollas, legumbres), el choco-
late negro y las bebidas como el café, el té (negro o verde) y el vino tinto son
las principales fuentes de flavonoides en la dieta (Aherne, 2002; Beecher,
2003; Manach, 2004; Somerset, 2008; Crozier, 2009). Asi, algunas frutas como
las manzanas o las peras pueden contener de 2 a 4 g de polifenoles por cada
kg de peso fresco (Crozier, 2009), y una copa de vino o una taza de café o té

proporcionan hasta 100 mg de estas moléculas (Scalbert, 2005).

No obstante, los alimentos que proporcionan las mayores cantidades de
estos compuestos pueden variar segun el pais: el té es la fuente fundamental
de flavonoides en Japoén; en Finlandia, lo son las frutas y verduras (Aherne,
2002), mientras que el té y los citricos proporcionan la mayor proporcion de
flavonoides en EE UU (Chun, 2007) y en Australia (Johannot, 2006). Por otro
lado, también pueden encontrarse variaciones dentro de un mismo pais; asi,
mientras que en la dieta italiana la mayoria de flavonoides proceden del vino
tinto (Hertog, 1995), en pueblos del norte del pais provienen basicamente de
frutas, ensaladas y sopas de verduras (Aherne, 2002). Ademas, el contenido de
flavonoides de los alimentos puede variar enormemente entre variedades o

zonas del vegetal. Las concentraciones de quercetina son hasta 6 veces
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mayores en los tomates cherry que en otras variedades con una menor relacién
entre la piel y el volumen (Ross, 2002; Manach, 2004), mientras que la piel de
ciertas variedades cultivadas de pera puede contener 1,2-2,5 g/kg frente a los
28- 81 mg/kg presentes en la carne (Crozier, 2009). También la época del afio
puede afectar a los niveles de flavonoides en algunas plantas, pudiendo
multiplicarse por 5-7 en verano; asi como la exposicion a la luz y la
temperatura, lo que lleva a que las plantas crecidas en Espafa puedan
contener 4-5 veces mas flavonoides que las de Reino Unido. Por ultimo, el
grado de maduracion de la planta y la forma de preparar los vegetales también
afectan a la concentracion de estos compuestos en los alimentos (Aherne,
2002; Bergquist, 2005).

En los afios 70, Kuhnau (1976) calculé que la ingesta diaria de
flavonoides en EEUU era de aproximadamente 1 g/dia (16% de flavonoles,
flavonas y flavanonas; 17% de antocianidinas; 20% de catequinas; 45% de
biflavonas). Posteriormente se ha estimado que la ingesta media en Occidente
de flavanoles, flavanonas, flavonoles e isoflavonas es de 100-150 mg/dia, a lo
que habria que sumar las antocianinas y proantocianidinas (Beecher, 2003;
Manach, 2004). No obstante, diversos estudios en distintos paises proponen
valores muy diferentes: en EEUU se ha estimado que el consumo total de
flavonoides es de, aproximadamente, 190 mg/dia (Chun, 2007); en Paises
Bajos dos autores ofrecen valores muy dispares, entre 25 mg/dia (Hertog,
1993) y 75 mg/dia (Arts, 2001). En Finlandia y Japon los valores son mas
bajos, de 24,2 + 26,7 mg/dia (Knekt, 2002) y de unos 63 mg/dia (Arai, 2000),
respectivamente; mientras que el Australia el consumo medio de estos
compuestos llega a 454 mg/dia (Johannot, 2006). Estas grandes variaciones
entre distintos estudios parecen deberse, en parte, a caracteristicas
metodoldgicas de los trabajos, puesto que muchos autores realizan la
estimacion a partir del contenido de 5 flavonoides principales, mientras que
otros utilizan hasta 24 y, en parte, a los diferentes habitos alimenticios. La

ingesta de polifenoles es muy variable segun los gustos y otras caracteristicas
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personales: Chun et al. (2007) demostraron en un estudio con 8809
estadounidenses gque el consumo de flavonoides en la dieta aumentaba con la
edad y el nivel socioeconémico, y que era mayor en mujeres, en caucasicos y
en consumidores habituales de suplementos vitaminicos. Asi, los valores
pueden oscilar entre 6 y 987 mg/dia en Alemania y entre 4 y 100 mg/dia en
Paises Bajos (Manach, 2004). Diversos factores culturales influyen en el tipo de
flavonoides consumidos preferentemente. Asi en Asia, donde la dieta es rica en
soja, se consumen 25-40 mg/dia de isoflavonas (Arai, 2000), frente a unos
pocos miligramos en EEUU o Europa. En Finlandia, el flavonoide mas
consumido es la hesperetina, presente en citricos, segun Knekt et al. (2002). La
ingesta de flavanoles varia de 18-31 mg/dia en Espafia a 5-1250 mg diarios en
Italia (Manach, 2004).

1.2.2. Efectos sobre la salud de los flavonoides

De todos los efectos biologicos de los polifenoles, quiza, el mas
ampliamente estudiado sea la actividad antioxidante, incluyendo el barrido de
radicales libres, inhibicion de la oxidaciéon de los lipidos, reduccion de la

formacion de hidroperoéxidos.

Los polifenoles pueden ademés actuar como antioxidantes a través de
sus efectos en el plasma, las membranas, factores de transcripcion y actividad
enzimatica in vivo. Asi, la actividad antioxidante de los extractos de plantas ha
sido ampliamente estudiada en diferentes sistemas biolégicos. Algunas de ellas
se presentan en la siguiente tabla:
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Polifenoles Actividad antioxidante

Extracto rico en uva Reduce estrés exudativo en suero

Extracto de semilla de uva Reduce LDL oxidado en plasma

Extracto de etanol de uva Chardonnay [Conservante de pesados y aceites

Epicatenina y procianidina Conservante para fruta
Hidroxytyrosol y derivados Reduce LDL oxidado en plasma
Catequina, epicatequina y galato Induce efecto dosis-respuesta en actividad

antioxidante en plasma

lAntocianinas Barrido de radicales libres

Extracto de nueces y almendras Reduce peroxidacion de lipidos en plasma

Carnosol,rosmadialacidorosmarinico  |Protege membranas del dafio oxidativo.

Diversos estudios epidemiolégicos y casos-control han encontrado
asociacion entre el consumo total de flavonoides, de algunos subgrupos o de
flavonoides individuales y el riesgo de sufrir distintas enfermedades
cronicas (An-Na Li, 2014).

Probablemente sea la relacion inversa entre el consumo de flavonoides
y el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares la mejor establecida.
Asi, el consumo de flavonoides, especialmente de flavonoles, ha demostrado
reducir el riesgo de mortalidad y morbilidad por este tipo de patologias (Grassi,
2009). Existen estudios que demuestran que la quercetina disminuye el riesgo
de morir por isquemia cardiaca (Knekt, 2002) y que un consumo elevado
de flavonoles y flavonas previene la muerte por enfermedades coronarias o el
infarto de miocardio no fatal (Knekt, 1996; Hirvonen, 2001). Es probable que
parte de estos efectos protectores se deban a las acciones de estas moléculas
sobre los niveles de colesterol plasmaticos: Arai et al. (2000) han demostrado
una correlacion inversa entre el total de flavonoides o de quercetina en la dieta
y las concentraciones plasmaticas de colesterol y colesterol unido a

lipoproteinas de baja densidad (LDL). Ademas, la hiperlipemia posprandial y el
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estrés oxidativo, como un bien definido factor de arteriosclerosis, podria verse
reducida por los polifenoles. La arteriosclerosis va progresando afectando a las
capas medias arteriales y puede estar presente y clinicamente silente durante
décadas llegando con el tiempo a producir 1AM, angina inestable y muerte.
Numerosos estudios han mostrado las dietas ricas en polifenoles pueden
reducir el riesgo de trombosis, que es una de las causas que conduce a la
cardiopatia isquémica. Ademas estudios epidemiolégicos avalan con fuerte
evidencia que la incidencia de enfermedad cardiovascular en la cuenca
mediterranea es baja. El consumo de dieta mediterranea rica en vegetales,
frutas, pescado, vino, particularmente el tinto, aporta un gran beneficio en la
prevencion de las enfermedades coronarias mas claro que otras dietas (An-Na
Li, 2014)

Asimismo, estos compuestos parecen proteger frente a la degeneracion
neuronal: el consumo total de flavonoides se correlaciona con una menor
pérdida de funcion cognitiva a lo largo del tiempo (Letenneur, 2007) y el
de flavonoles y flavonas con menor incidencia de demencia (Commenges
2000). Ademas, las personas con mayores ingestas de kaempferol, naringenina
y hesperetina muestran una menor incidencia de accidentes cerebrovasculares
(Knekt, 2002). Debido a la notable actividad antioxidante de los polifenoles,
podrian ser beneficiosos en revertir el curso del envejecimiento neuronal,
incluyendo la degeneracion de neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de
Parkinson. La propiedad neuroprotectora del extracto del té verde y las
epigallocatequinas fue demostrada en un modelo de ratones con E. de
Parkinson. (Levites 2001).

En otro estudio, Los resultados mostraron que la administracion rutinaria
en ratones atenuaba el déficit de memoria en la enfermedad de Alzheimer en
ratones, disminuyendo los niveles de AB oligomérica, incrementando la

actividad de la superoxido dismutasa, y la ratio glutation/glutation bisulfato,
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recudiendo el glutation sulfato y los niveles de MDA, y disminuyendo los niveles
cerebrales de IL1B e IL6. (Xu 2014, Rossi 2008).

El consumo de hesperetina, naringenina y quercetina ha demostrado un
efecto protector frente al asma (Knekt, 2002), mientras que el de isoflavonas,
bien mediante la dieta, bien mediante suplementos, previene los sintomas
asociados a la menopausia (Arai, 2000) y a la osteoporosis, aumentando la
densidad del hueso y mejorando los marcadores de resorcién O0sea en orina
(Alekel, 2000; Morabito, 2002; Yamori, 2002).

Ademas de estos estudios, mas o menos controvertidos, sobre los
efectos de los flavonoides de la dieta en la salud humana, existen numerosos
trabajos experimentales para desentrafiar, tanto in vitro como in vivo, los
efectos de los flavonoides en cantidades proximas a las de la dieta o
superiores. Estos estudios han demostrado que los flavonoides ejercen nume-
rosos efectos biologicos: son eliminadores de radicales libres, antioxidantes,
antimutagénicos, radio y fotoprotectores, antiinflamatorios, antivirales; dismi-
nuyen los niveles plasméticos de LDL, inhiben la agregacion plaquetaria,
reducen la proliferacion celular, bloquean el ciclo celular, inducen apoptosis,
disminuyen el estrés oxidativo, aumentan la eficacia de enzimas detoxificantes,
estimulan el sistema inmune, y resultan poco toxicos (Patel, 2007; Benavente-
Garcia, 2008; Alcaraz, 2009; Sanchez-Campillo, 2009).

Son las caracteristicas de los flavonoides, como la presencia de ciertos
sustituyentes, la conformacién espacial o la lipofilidad del compuesto, las que
determinan en gran medida sus efectos biolégicos (Heijnen, 2002). La actividad
antioxidante de los flavonoides depende de la presencia de un doble enlace
entre los carbonos 2 y 3y de dos grupos hidroxilo en posicion orto en el anillo B
y otros dos en los carbonos 3 y 5 (Fig. 3a) (Benavente-Garcia, 1997; Yang,
2001; Benavente-Garcia, 2008; Crespo, 2008). El efecto antiproliferativo de los

flavonoides frente a distintas lineas celulares tumorales aumenta si en la
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molécula hay un doble enlace C2-C3 y un grupo hidroxilo en la posicion 4’, y es
todavia mayor si, ademas, el compuesto es trihidroxilado (Fig. 3b), alcanzando
el maximo cuando es metilado (Fig. 3c) (Rodriguez, 2002; Martinez, 20083;
Benavente-Garcia, 2008). Su capacidad antiangiogénica parece venir
determinada por su actividad antioxidante, y depende del numero de grupos
hidroxilo presentes en el anillo B (Benavente-Garcia, 2008). La estructura
molecular también determina la afinidad de los flavonoides por distintos
receptores y enzimas: la unién al receptor de tromboxano A2 (TXA2) se ve
aumentada por la presencia del doble enlace C2-C3 y de un grupo ceto en el
carbono 4, asi como por la conjugacion de los anillos A, By C a través de una
estructura de tipo lactona (Fig. 3d) (Guerrero, 2005). Para la inhibicion de la
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) son criticos el doble enlace C2-C3 y un
grupo hidroxilo en posicion 4’ (Fig. 3e) (Benavente-Garcia, 2008; Ha, 2008),
mientras que la estructura planar y dos grupos pequefios en el anillo A o B son
determinantes para la inhibicibn de quinasas (Benavente-Garcia, 2008; Lee,
2008).

Una pequefia diferencia en la estructura puede provocar que un
flavonoide sea capaz de inhibir la actividad de enzimas relacionadas: asi, la
presencia del doble enlace C2-C3, de un grupo ceto en la posicion 4 y de un
grupo catecol en los carbonos 3’ y 4’ en el anillo B permiten el bloqueo de las
quinasas dependientes de ciclinas (cdk) 1 y 2 (Fig. 3f), lo que conlleva la
parada del ciclo celular en la fase G1, mientras que una molécula con un solo
grupo hidroxilo en posicion 4’ unicamente es capaz de inhibir la cdk2, causando

la parada del ciclo celular en G2/M (Fig. 3g) (Benavente-Garcia, 2008).
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Figura 3. Relacién de la estructura de los flavonoides con algunos de sus efectos bioldgicos:
actividad antioxidante (a), antiproliferativa (b, c), afinidad por el receptor de tromboxano Az (d);
inhibicién de iINOS (e), de cdk 1y 2 (f) y de cdk 1 (g). Rojo: enlace doble C2-Cs; amarillo: grupo

ceto; verde: grupo hidroxilo; azul: grupos metilo. Ver referencias en el texto.

Otros autores han encontrado evidencias de los efectos protectores de
la ingesta de flavonoides en la dieta frente al cancer, sugiriendo que los

polifenoles podrian jugar un papel importante en esta actividad. Sus efectos
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beneficiosos han sido observados en cancer de boca, estomago, duodeno,
colon, higado, pulmén, mama, o piel. Muchos polifenoles como las pronto-
cianidinas, flavonoides, resveratrol, taninos, epigallocatequinas, acido galico, y
antocianinas han sido probados. Todos ellos han mostrado un efecto protector
en algunos modelos aunque sus mecanismos de accidn que encontraron
fueron diferentes entre si. Garcia-Closas et al. (1999) demostraron una
asociacion inversa entre el consumo total de flavonoides, de quercetina o de
kaempferol y el riesgo de padecer cancer de estbmago, mientras que, en otro
estudio, la ingesta de catequinas se asocid con menor incidencia de cancer
rectal y del tracto digestivo alto (Arts, 2001). Las dietas ricas en quercetina
o miricetina han demostrado proteger frente al cancer de pulmon y de préstata,
respectivamente, en hombres, y, en ese mismo estudio, se encontr6 una
tendencia a un menor riesgo de cancer de mama en mujeres con alta ingesta
de quercetina (Knekt, 2002). Varios trabajos han encontrado que el consumo
de isoflavonas previene el desarrollo de distintos canceres, especialmente los
relacionados con hormonas (Adlercreutz, 1995; Scalbert, 2005; Gates, 2009),
mientras que los flavonolesy las flavonas, y, dentro de este grupo, la
apigenina, protegen frente al cancer de ovarios (Gates, 2007; Gates, 2009) y
de mama (Patel, 2007). Sin embargo, otros estudios no encuentran ninguna
relacion entre el consumo de dietas ricas en estos compuestos y el cancer
(Wang, 2009).

Ahora vamos ya con descripcion general de nuestros compuestos, y el

efecto de unos sobre el otro.

En nuestro trabajo, hemos utilizado los flavonoides contenidos en los extractos

gue se describen a continuacion:
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2. Flavonoides/Extractos:

Apigenina/Apigenina potasica:

La apigenina (4’, 5, 7 trihidroxiflavona), con férmula C15H1005 y peso
molecular 270.24 MW, existe también en la naturaleza como dimero
(biapigenina). Reduce el estrés oxidativo (Patel, 2007), es sedante y ansiolitica
(McKay 2006), antimutagénica (Siddiqgue 2008; Siddique 2009) y radio-
protectora (Rithidech, 2005a). Tiene efectos antitumorigénicos y antitumorales
(Rithidech, 2005a; Patel, 2007) y actividad antialérgica y antiinflamatoria (Yano,
2007) y regula distintas vias de sefializacion (Kim, 2006; Van Dross, 2007). Por
todas estas caracteristicas, elegimos un derivado hidrosoluble de la apigenina,

la apigenina potasica (figura 4), para el presente estudio.

Apigenin: Mol Wt. 270 Biapigemin: Mol Wt. 538

Figura 4: Estructura quimica de Apigenina y biapigenina

Esta presente de forma abundante en frutas comunes como la uva,
en bebidas derivadas de plantas como el perejil, cebolla, naranja, te, camomila,
y en algunos condimentos. (Harnly, 2006; McKay, 2006; Usda, 2007). Una de
las mayores formas de consumir apigenina es en la camomila de sustancias
como el té preparado de las flores secas de la Matricaria Chamomila. Es una
planta indigena procedente de Europa y el oeste de Asia, que ha sido impor-
tada a América, Australia y Europa. Las infusiones de camomila contienen el

maximo de concentracién de apigenina, alcanzando desde el 0.8-1.2% y esta
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en los aceites esenciales que dan las propiedades colorantes, saborizantes y
aromaticas. La Camomila es consumida en forma deté en una tasa de
alrededor de 1 millon de tazas al dia. Otras formas de consumo de apigenina
son el vino tinto, y elaborados de cerveza natural. En estas bebidas pueden
aparecer en forma glicosilada o acetilada, siendo responsable del sabor.
(Shukla 2010).

Apigenina y salud humana:

Ha ido ganando un interés creciente
como agente promotor de salud a causa
de su baja toxicidad intrinseca y sus
llamativos efectos de proteccién de la
célula normal frente a la cancerosa. Existe
muy escasa evidencia de que promueva
reacciones adversas metabdlicas in vivo,
cuando se consume como parte habitual
de una dieta. En la actualidad ha sido

recientemente reconocida como un factor

quimioprotector. El interés en esta posible
prevencion se debe a su potente actividad

antioxidante y antiinflamatoria.

Estudios recientes reportan su actividad reductora de estrés oxidativo
en sangre y dafilo de DNA linfocitario. Se ha relacionado su actividad
antioxidante con la de barrido de radicales libres. También ha mostrado
actividad antimutagénica, antiinflamatoria, antiviral. Otros efectos biol6gicos
incluyen la reduccién de los niveles plasmaticos de LDL, inhibicion de
agregacion plaquetaria y reduccién de la proliferacion celular. (Shukla 2010,
Yang 2001, Thiery 2005, Surh 2003).
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En cuanto a sus efectos antitumorales, han sido ampliamente
estudiados: Inhibe la proliferacion celular de varias lineas celulares neoplasicas
humanas, incluyendo cancer de mama (Yin, 2001), colon (Wang, 2000),
prostata (Shukla, 2006), piel (Caltagirone, 2000), tiroides (Yin, 1999) y leucemia
(Takahashi, 1998). Estos efectos inhibitorios son producidos debido a que la

apigenina regula la carcinogénesis en todas sus etapas.

En la fase de iniciacién, es capaz de proteger el DNA de distintas células
del dafio causado por compuestos genotoxicos, evitando mutaciones que
podrian fomentar el desarrollo de tumores. Asi, es capaz de promover la
quelaciéon metélica, regular la actividad de enzimas relacionadas con el
metabolismo de carcin6genos como el citogromo P450, eliminar radicales libres
o0 estimular a las enzimas detoxificadoras de la fase Il (Patel, 2007).

En la fase de promocion, inhibe o ralentiza la division celular mediante la
regulacion del ciclo celular y su capacidad de inducir apoptosis (Gupta, 2001,
Shukla, 2006; Shukla, 2008). Actia como reguladora del ciclo celular en
numerosas lineas celulares, entre ellas en células de cancer mama (Yin, 2001;
Choi, 2009), cuello de uatero (Zheng, 2005), colon (Wang, 2000), préstata
(Gupta, 2002; Shukla, 2006) y de piel (Lepley, 1997). Disminuye los niveles de
varias ciclinas (A, D1, 2 y B1), inactiva a las cdk y regula positivamente a los
inhibidores de las cdk. A esto se suma su capacidad para estabilizar la proteina
p53, responsable de la activacion de la proteina p21/waf, y de inducir la
desfosforilacion de Rb, evitando asi la expresion de las ciclinas D y E
relacionadas con la progresion del ciclo celular. Su actividad proapoptética se
debe a que aumenta la expresion de la proteina supresora p53, que aparece
alterada con frecuencia en el céancer, disminucion de la expresion de las
proteinas Bcl-2 y Bcl-xL (antiapoptéticas) y aumento de la expresion de Bax y
Bak (proapoptoticas), aumenta el flujo da salida del citocromo c al citoplasma
con la consiguiente activacion de caspasa-9 y caspasa-3, activa la cascada de

las caspasas e inhibe la DNA topoisomerasa Il (Shukla, 2008).
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En la dltima fase de la carcinogénesis, la progresion, la apigenina inhibe
la angiogénesis y el proceso de metastasis (Fang, 2005; Hu, 2008; Lee, 2008).
Se ha demostrado la apigenina que inhibe la angiogénesis en el melanoma vy
en el carcinoma de mama, piel, pulmén y colon (Wei, 1990; Caltagirone, 2000;
Wang, 2000; Yin, 2001; Liu, 2005). Sus efectos parecen estar mediados
principalmente a través de la supresion de la expresion del factor inducible por
hipoxia 1-a, la ciclooxigenasa-2, la sintesis de oOxido nitrico-2, la disminucion
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de la lipoxigenasa
(Liang, 1999; Ramos, 2008). Al mismo tiempo la apigenina ha demostrado
tener capacidad anti-metastasica al disminuir los niveles de metaloproteinasas
de la matriz extracelular (MMPSs) en la linea celular SCC-4 (Yang, 2008) y en la
linea celular MDA-MB231 del adenocarcinoma de mama humano
(Lindenmeyer, 2001).

Naringenina/Extracto de pomelo:

Corresponde al compuesto

quimico 4" , 5, 7 — trihidroflavanona 7-

rahmnoglucosido. Es una glicosilacion de derivative R
. naringenin OH
una flavanona que se obtiene del tomate, N
7]
uva y otros citicos como el pomelo. N1 5=~
. 7 -z o
(Figura 5). Esta4 presente también en
habichuelas, cerezas, coco, y orégano. N2 Q;ro
a
Esta presente en el zumo de uva en > {:-
N3 )
concentraciones de hasta 800mg/L. o
o . N4 A1
Naringina es una flavanona glicosilada 0. .0
- Dl
. . NS
compuesta de naringenina y una forma &

Figura 5: Estructura béasica de Naringenina y
derivados sintéticos
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glicosilada unida al grupo hidroxilo del C7, responsable del sabor amargo.
(Figura 6). (Hyuk Yoon 2012, Bharti 2014).

0
= X OH
o
p-coumaric acid

Initsﬁy

m/m/“ /©/\)L
(9]
ST
j/O/ Intestine
o p-hydroxyphenyl
W M0 propionic acid

Naringin Naringenin

AOH
Intestine %
|
H

phydroxybenzoic acid

Figura 6: Estructura quimica Naringina y metabolitos

La naringina es un constituyente habitual de la dieta humana, estando
presente en multitud de productos de consumo habitual, y la literatura esta
repleta de revisiones acerca de los numerosos potenciales efectos
terapéuticos. De hecho se le atribuyen efectos como proteccion cardiovascular,
hipolipemiante, antiarterioesclerético, antidiabético, neuroprotector, hepato-
protector y anticanceroso. Esto ha hecho que se haya empelado como agente
terapéutico en un gran numero de alimentos humanos. (Bharti 2014, Chanet
2012, Benavente-Garcia 2008).
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El conocimiento escaso de las reacciones adversas y las propiedades
farmacocineticas y posibles interacciones con otros medicamentos, asume una
vital importancia y requiere que se tomen medidas y precauciones durante el

consumo de naringenina como farmaco asociado a otras medicaciones.

Los estudios consultados sugie-
ren que la naringina posee un potencial
terapéutico en varias patologias huma-
nas. En primer lugar, los datos ofrecidos
por la bibliografia son escasos y el uso
como medicacion en humanos esta
limitado y deberian ampliarse estudios

de efectos terapéuticos y de seguridad.

En segundo lugar: También es un

consti-tuyente natural de la dieta por lo tanto la ingesta regular de alimentos
introduce naringina en el organismo; lo que no estd claro es si esta
administracion es suficiente como para alcanzar niveles terapéuticos o si es
necesario suplemen-tacion. Tampoco estd claro cuanto tiempo deberia
ingerirse para ser beneficiosa, aunque si parece que exposiciones cortas no
tienen efecto. En tercer lugar el importante potencial de la naringina como
causante de interaccion medicamentosa deberia recibir la debida consideracion
cuando se usa concomitantemente con otras medicaciones alopaticas. Sin
embargo, la naringina parece representar la luz al final del tanel como un
remedio que apoya los tratamientos alopéaticos en su amplio rango de
pretendida eficacia y la relativa escasa incidencia de reacciones
adversas (Bharti 2014).

Existen estudios de disefio de compuestos derivados de la naringenina y

su relacion y efecto in vitro sobre lineas celulares de cancer de colon. Hay

estudios de modificacion de en la posicion C7 de diversas flavanonas, incluida
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la naringenina, valorando la actividad antiproliferativa en lineas celulares

cancerosas. (Bharti 2014).

Procianidinas/Extracto de semilla de uva:

Los extractos procedentes de OH
uva estan siendo ampliamente OH
estudiados debido a sus efectos |
beneficiosos sobre gran numero de

patologias incluyendo cancer (Huang HO

2012), trastornos cardiovasculares (Du
Y 2007, Huang 2012), o de base
inflamatoria como la colitis ulcerosa HO
(Wang 2011, Cheah 2013). H
Figura 7: Estructura quimica de la proantocianidina.
Parece que estos efectos beneficiosos sobre la salud son debidos a los
compuestos polifendlicos conocidos como procianidinas (PC), formadas por
subunidades de flavanol-3-ol. Pero debido a su estructura polimérica, la
absorcion celular esta restringida a los oligomeros con bajo grado de polimeri-
zacion. Las moléculas mas largas son absorbidas en la luz intestinal tras la
ingesta. Existen multitud de estudios que sugieren que los extractos de semilla
de uva reducen la proliferacion de las
células cancerosas sin  presentar
toxicidad sobre las células sanas
(Engelbrecht  2007). Ademas la
administracion de extractos de semilla
de uva parece disminuir el dafio en la
mucosa intestinal, reduciendo la

toxicidad de la quimioterapia en modelos

animales de mucosits (Cheah 2007).
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Sin embargo, el mecanismo de accién sobre el crecimiento celular sigue
siendo desconocido, pero existen evidencias que indican que los extractos de
semilla de uva podrian inferir en sistemas de sefializacion. En concreto ha sido
publicado que podrian ser inhibidores del receptor de andrégenos en el cancer
de prostata y del factor de crecimiento epidérmico en células de céancer de
colon (Cheah 2014).

Hesperetina, Eriocitrina/Extracto de piel de limdén

La eriocitrina es una flavanona que se encuentra en forma glicosilada en
el hidroxilo situado en el C-7, esta glicosilacion es de la estructura -rutindsido
(eriodictyol 7-O-rutinoside) (Figura 8). Es muy abundante en el limoén y en la
lima, obteniéndose de la piel de estos frutos citricos. Las hojas de menta
(Mentha piperita L.), constituyen también una fuente importante de polifenoles,
siendo la eriocitrina (383,3 +/- 2,2 mg/g de extracto) y el acido rosmarinico
(381,2 +/- 1,9 mg/g extracto) los componentes mas abundantes identificados
dentro de estas hojas (Dorman, 2009). La menta es un remedio ampliamente
conocido en la medicina tradicional que sirve para aliviar los trastornos
digestivos. Sus hojas son, asi mismo, Utiles en el tratamiento de la bronquitis,
diabetes, diarrea, fiebre, hipertension, ictericia, nauseas, dolor, afecciones
respiratorias e infecciones del tracto urinario (Baliga, 2010).

OH

O

8]
OH H

QO OF 1 H

. Eriocitrin
H OH OH O

Figura 8: Estructura quimica de la eriocitrina.
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La eriocitrina posee la actividad mas antioxidante de todos los
flavonoides glicésidos presentes en frutos de limén (Tripoli, 2007). Asi se ha
observado que, la eriocitrina suprime de forma significativa el estrés oxidativo
inducido con estreptozotocina en el higado de ratas diabéticas (Miyake, 1998) o

causados por el ejercicio fisico en ratas (Minato, 2003).

La hesperetina
corresponde al compuesto
5,7,3"trihihoxyl4”metoxyfla-

vanona. Es uno de los " :

flavonoides mas abundan-

tes en citricos, como limo-

nes, naranjas y uvas.
Muestra un amplio abanico de efectos como antiinflamatorio,

anticanceroso, antihipertensivo, antiaterogénicoy antioxidante. Inhibe Ila
oxidacion de LDL in vitro, y la actividad de la HMG-CoA reductasa in vivo.

Epicatequinas/Extracto de cacao

El cacao, que se obtiene de las semillas de Theoboma Cacao, es una
importante fuente dietética de antioxidantes dado su elevado contenido en
flavonoides, principalmente flavanoles (Adamson, 1999). Los flavanoles del
cacao se presentan en dos formas estructurales, como entidades Unicas o

monomeros, 0 como estructuras oligoméricas (polimeros).
Dentro de los flavanoles, los monomeros mas importantes que se

encuentran en el cacao y en sus subproductos, estan las catequinas o flavan-3-

oles, y entre los productos poliméricos, las procianidinas (58%). La principal
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catequina es la (-)-epicatequina, que supone aproximadamente el 35% del total

de los polifenoles presentes en el cacao (Figura 9) (Wollgast, 2000).

Las catequinas y procianidinas aisladas en el cacao tienen fuertes
propiedades antioxidantes in vitro, como se demuestra al comparar las
catequinas del chocolate con las del t&, con respecto a las cuales muestran un
efecto antioxidante 4 veces mayor (Art, 1999), siendo las catequinas y sus

oligdbmeros unidos por enlace C4—C8 las de mayor efecto (Osakabe, 2002).

OH
HO D o

T p

COH
OH

Fig. 9. Estructura quimica de la (-)-epicatequina.

Los productos de cacao tienen efectos beneficiosos para la salud ya que
protegen contra el estrés oxidativo y la inflamacion cronica, que son factores de
riesgo para ciertas enfermedades crénicas, como las enfermedades cardio-

vasculares y el cancer.

Los polifenoles del cacao previenen del riesgo de padecer enfermedad
cardiovascular ya que: inhiben la oxidacién de las LDL (Wan, 2001; Mathur,
2002); incrementan la produccion del oxido nitrico en el tejido endotelial, efecto
gue se traduce en una accion vasodilatadora (Hermann, 2006), y de relajacion
vascular (Karim, 2000); inhiben tanto la activacion como la agregacion de las
plaguetas en los vasos sanguineos, efecto fisiologico que se complementa con

la accion inhibidora de la oxidacion de las LDL (Rein, 2000; Hermann, 2006).
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Recientemente han suscitado gran interés investigador por su gran
eficacia quimiopreventiva. Como antioxidantes, los flavonoles del cacao han
demostrado capacidad para limitar los factores de riesgo relacionados con el
cancer y otras enfermedades cronicas (Visioli 2009, Vinson 2006). Pero
ademas, parece que podrian poseer otras actividades anticancerosas
independientemente de las clasicas antioxidantes (D’Archivio 2008). En
particular, recientes estudios in vitro han demostrado que determinados
compuestos fenolicos del cacao pueden regular diversas sefales de
transducciéon (Martin 2010, Rodriguez-Ramiro 2005), activar factores de
transcripcion redox-sensibles (Granado-Serrano 2010) y modular la expresion
de genes especificos involucrados en la supervivencia y muerte celular
(Gonzalez-Sarrias). Por otro lado, comparado con otros alimentos ricos en
polifenoles, los productos obtenidos del cacao presentan una alta
concentracion de procianidinas que no son absorbidas en el intestino, y
consecuentemente sus efectos beneficiosos podrian focalizarse en el tracto
gastrointestinal, donde podrian desarrollar una importante funcion local

neutralizando especies reactivas del oxigeno.

Asi mismo el cancer es un ejemplo de las patologias que se relacionan
con un aumento en la concentracién de radicales libres (RL) en el organismo.
La vulnerabilidad de las proteinas y el ADN al potencial oxidativo de organismo
humano se ha considerado un factor carcinogénico de gran importancia. Las
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno, que se forman continuamente
en el organismo como resultado de diferentes reacciones bioquimicas, pueden
causar un dafio oxidativo significativo, ademas de los carcinogénicos
ambientales. Diferentes estudios experimentales han revelado las propiedades
de los polifenoles del cacao para inhibir el dafio oxidativo sobre el ADN de la
célula de algunos carcindgenos externos (accion antigenotdxica), mostrando
asi su rol protector en la prevencion del cancer (Ohno, 2009). Se ha observado
un efecto protector de los polifenoles del cacao contra la aflotoxina B1, que es

un potente mutageno y carcindgeno; la accién se produce al evitar la union de
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ésta y el benzoalfapireno con el ADN. La epicatequina tiene un efecto
antimutagénico sobre uno de los componentes del tabaco, ya que previene su

oxidacion a la forma activa que dafa el ADN. (Jardine, 1999).

También se ha investigado las propiedades de las flavonas del cacao en
las diferentes etapas de la carcinogénesis. La procianidina obtenida de
extractos de semilla de cacao, causa detencion del ciclo celular en la fase G2 /
M y una inhibicion del crecimiento del 70% en las células Caco-2, una linea
celular del cancer de colon (Carnesecchi, 2002). Otro estudio ha demostrado
los efectos de las procianidinas para inhibir selectivamente la proliferacion del
cancer de mama humano mediante la desfosforilacion o desregulacion de
varias proteinas implicadas en la progresion del ciclo celular (Ramljak, 2005).
Amin et al., indicaron que el extracto de licor de cacao puede reducir la
actividad de las enzimas de los marcadores tumorales en la hepato-
carcinogenesis (Amin, 2004). Bisson et al., demostraron que los polifenoles del
cacao disminuian la hiperplasia de prostata a través de la reduccion de los
niveles de dihidrotestosterona (Bisson, 2007). Posteriores estudios realizados
por este autor, demostraron que también reducia la incidencia de tumores de
prostata si se administraba previamente a la inducién del proceso de
carcinogénesis (Bisson, 2008). Los polifenoles del cacao, a la concentracion
mas alta ensayada (0,2%), inducen la inhibicibn completa del crecimiento en
las lineas celulares metastasicas DU 145 y no metastasicas 22Rv1 del cancer
de prostata (Jourdain, 2006). Las procianidas del cacao inhiben, ademas, la
expresion del gen de la tirosina quinasa ErbB2, lo que puede resultar en una
disminucion de la proliferacion de células endoteliales disminuyendo de este
modo la angiogénesis asociada a la patologia tumoral (Kenny, 2004).

De igual forma, la inflamacién cronica, incrementa la posibilidad de
aparicion del cancer debido a que origina un recambio celular continuo
estableciendo un ambiente propicio para la carcinogénesis (Willett, 2002).

Respecto a la respuesta inflamatoria, las procianidinas del cacao han mostrado
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la capacidad de modular las citokinas involucradas en la respuesta inflamatoria
aguda (Steinberg, 2002). Tienen, ademas, un efecto inhibitorio sobre la
fosfolipasa A2, la ciclooxigenasa y lipooxigenasa, disminuyendo de esta forma
los niveles de prostaglandinas, sustancias que incrementan la respuesta
inflamatoria (Wollgast, 2000).
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3. Cancer de Colon

3.2. Epidemiologia:

La principal causa de muerte entre los mayores de 65 afios en Espafia
son las enfermedades del aparato circulatorio (109.027 fallecimientos).
El cancer es la segunda causa de muerte con 77.788 fallecidos, de los cuales
mas de 14.000 se deben al CCR. La edad media de presentacion del CCR en
nuestro pais es alrededor de los 70 afios, con un predominio del sexo
masculino en proporciéon de 1,5/1. (Morillas 2012).

La supervivencia media del CCR en Espafa es similar a la de los paises
europeos de nuestro entorno y se estima que a los 5 afios del diagnostico
sobreviven el 54,7% de los pacientes con cancer de colon y el 50,2% de los

que sufren cancer de recto.

Segun los datos del Instituto Nacional de Estadistica, en el afio 2009
fallecieron en Espafia 14.238 personas de cancer colorrectal (CCR), lo que
representa alrededor de 260 muertes semanalesl. En nidmeros absolutos, y
segun la misma fuente, dicha cifra supone un aumento del 2,93% con respecto
al aio 2008 y del 22% si se compara con la publicada en 1999 (11.300
fallecimientos). EI CCR es la segunda causa de muerte por tumores en Espafia
y en los paises de la Unién Europea, tras el cancer de pulmén. Se considera
gue el CCR representa la séptima causa global de fallecimiento en Espafial.
Las comunidades autonomas (CC.AA.) con mayor indice de mortalidad son
Asturias, Pais Vasco, Galicia, Castilla-Ledn, La Rioja y Catalufia; en el extremo
opuesto estan Ceuta, Melilla y Castilla-La Mancha. En la actualidad, el CCR es
el tumor mas frecuente en la poblacién espafiola si se consideran ambos sexos
en conjunto, con un patron de incidencia anual ascendente que alcanza el 2,5%

en los hombres. La incidencia anual ajustada, segun la edad, del CCR en

35



Espaia es de 60,4/100.000 en los hombres y 34,10/100.000 en las mujeres,
con tasas similares a la media de los paises de la Union Europea que son 60,5
y 37,2, respectivamente. En el afio 2002 la incidencia estimada de CCR en
Espafia fue de 21.964 casos nuevos, mientras que 5 afios después, en 2007, la
cifra alcanzaba casi los 26.000 casos nuevos de la enfermedad. (Navarro
2012).

Las estimaciones epidemiolégicas para el afio 2012 son que se
superaran los 33.000. Ello supone que en Espafa casi 600 personas seran
diagnosticadas de CCR todas las semanas, lo que equivale a 85 casos

diarios.

Después del CCR se calcula que los tumores mas frecuentes seran el
cancer de prostata (29.990 casos), el cancer de mama (27.700 casos) y el

cancer de pulmén (25.300 casos).

En cuanto a los datos de prevalencia, también el CCR es el segundo
tumor més frecuente en Espafia, con mas de 65.000 casos a los 5 afios, solo
por detras del cancer de mama (69.993 casos). Ademas, si se analizan las
causas de ingresos hospitalarios en nuestro pais por enfermedades
oncoldgicas, el CCR es el tumor que provoca el mayor nimero de altas y de
estancias hospitalarias. En el afio 2009, se produjeron 43.379 altas
hospitalarias por CCR con un numero de estancias de 622.630. Estas cifras
son muy superiores a las de otros tumores como el cancer de pulmon, 32.319
altas y 347.494 estancias hospitalarias, y el cancer de mama, con 32.034 y
161.067, respectivamente. Todo ello implica un elevado consumo de recursos
sanitarios. Si se analiza la situacion en los paises europeos, los datos con
respecto al CCR son similares a Espafia. En Europa se diagnosticaron, en el
afio 2008, 3.200.000 casos nuevos de cancer y fallecieron 1.700.000 personas
por la enfermedad. En conjunto, el tumor mas frecuente fue el CCR con

436.000 casos, lo que representa el 13,6% de todos los tumores, seguido del
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cancer de mama (13,1%), cancer de pulmoén (12,2%) y cancer de prostata
(11,9%).

Con respecto a la mortalidad, el CCR es la segunda causa de muerte
por cancer en Europa (212.000 casos), por detras del cancer de pulmon
(342.000 casos), y muy por delante del cancer de mama (129.000) y cancer
gastrico (117.000).

El CCR es el tercer tumor mas frecuente en el mundo y la cuarta causa
de fallecimiento por cancer. Las aéreas geograficas con mayor incidencia son
Australia, Nueva Zelanda, Estados Unidos (EE.UU.), Canada y Europa, cuyas
cifras practicamente duplican las observadas en paises asiaticos, excepto
Japén y América del Sur. En el afio 2008 se diagnosticaron en el mundo
1.200.000 casos nuevos de CCR (9,7% del total de tumores malignos), y
fallecieron mas de 600.000 personas. En los proximos decenios se estima que
la incidencia aumentara un 80%, hasta superar los 2.200.000 casos anuales,

con un incremento subsecuente de mortalidad. (Navarro 2012).

3.3. Herencia:
La mayoria de los casos de CCR (70%) se consideran esporadicos, ya que
se producen en individuos mayores de 50 afios, sin antecedentes personales ni

familiares de la enfermedad, y se definen como poblacién de riesgo medio.

En alrededor del 20-25% de los pacientes con CCR existen
antecedentes familiares de la enfermedad, sin un patron de herencia definido, y
se denominan formas familiares. Por ultimo, aproximadamente el 5% de los
CCR acaecen en familias con sindromes hereditarios en los que se han
identificado los genes relacionados, de baja frecuencia pero gran penetrancia,
lo que conlleva un riesgo elevado de presentar la enfermedad. Las formas
familiares y hereditarias se engloban como poblacién de alto riesgo, y en ellas

es obligado implantar programas de cribado y vigilancia primordialmente
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mediante técnicas endoscopicas. Dentro de los cuadros hereditarios que
existen en CCR, se puede dividir a la poblacion en pacientes con sindrome de
Lynch —también llamado cancer de colon hereditario no polipésico- y pacientes
con sindrome polipdsico, los cuales a su vez se subdividen en adenomatosos y

no adenomatosos (Morillas 2012).

3.4. Patologia molecular del cancer de colon:

En el cancer de colon, como en la mayoria de los tumores, la acumulacion
de alteraciones oncogénicas se produce de manera progresiva, desde lesiones
iniciales hiperplésicas, con displasia, hasta la formacion de adenomas, de
carcinomas intraepiteliales, de carcinomas infiltrantes y finalmente de
metastasis ganglionares y/o a distancia. Todo este proceso de cambios histo-
patolégicos requiere la acumulacion de numerosas alteraciones moleculares
gue puede conllevar mas de 10 afios. Molecularmente, se pueden distinguir 2
grandes tipos de tumores de colon, con un origen genético diferente. El primero
de ellos, y mas frecuente (85%), se encuentra asociado a inestabilidad
cromosdmica, mientras que el otro grupo esta asociado a la presencia de
inestabilidad de microsatélites o a alteracibn de genes especificos de
reparacién del ADN (alrededor del 8-12%). Los avances en este campo en el
entendimiento de las bases moleculares son la clave para un adecuado
manejo. Desde la época en que se formulé el modelo de secuencia de
carcinogénesis adenoma-carcinoma, hasta hoy dia, se han identificado tres
vias de carcinogénesis mayores que hacen pensar en cada cancer colorrectal
como diferentes entidades en si mismas. Diferentes vias de inestabilidad
cromosémica o de microsatélites dan lugar a diferentes fenotipos moleculares
de tumores colorrectales. El conocimiento de estas bases dard lugar al
tratamiento y manejo mas especializado descubriendo nuevas dianas

terapéuticas individualizadas (Hernandez-Losa 2011).
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3.5. Anatomia patologica del cancer de colon:

El aspecto macroscépico de los canceres colorrectales es similar al de los
adenocarcinomas de cualquier otra localizacion del aparato digestivo. Tienden
a ser polipoides y ulcerosos o infiltrantes, y pueden ser anulares o constrictivos.
Los canceres polipoides son mas frecuentes en el colon derecho, en particular
en el ciego, donde el gran calibre del colon permite el desarrollo intraluminal sin
impedimentos. Los tumores constrictivos anulares son mas frecuentes en los
segmentos distales del colon. Es frecuente la ulceracion de los tumores,

independientemente de su patron de desarrollo.

La gran mayoria de los canceres colorrectales son adenocarcinomas que
son microscopicamente similares a los localizados en otros tramos del aparato

digestivo.

Alrededor del 10-15% secretan cantidades considerables de mucina y se
denominan adenocarcinomas mucinosos. El grado de diferenciacion influye en
el prondstico; los tumores mas diferenciados tienen tendencia a presentar un
pronéstico mas favorable. EI cancer colorrectal se disemina por propagacion
directa o por invasibn de los vasos. La diseminacion directa del
cancer colorrectal se observa con frecuencia en muestras resecadas. Los
tejidos conjuntivos de la serosa ofrecen poca resistencia a la diseminacion del
tumor, y a menudo se detectan células cancerosas en el tejido adiposo y en la
serosa a cierta distancia del tumor primario En ocasiones, el peritoneo esta
afectado, y en este caso, puede haber mudltiples depdsitos en todo el
abdomen. El cancer colorrectal invade los vasos linfaticos, y afecta inicialmente
a los ganglios linfaticos situados inmediatamente por debajo del tumor. La
invasion venosa da lugar a metastasis de transmision hematica, que en la
mayoria de los pacientes con enfermedad metatasica afectan al higado. El

pronéstico del cancer colorrectal estd mas estrechamente relacionado con la
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extension del tumor a través de la pared del intestino grueso que con su
tamafio o0 sus caracteristicas histopatoldgicas. Los canceres colorrectales a
menudo se clasifican segun la clasificacion de Dukes modificada por Astler y

Coller usando los criterios siguientes:

Mucosa TINOMO T2NOMO T3-4NOMO T2N1IMO T3-4N1MO TXNXM1

Ll

Liver Lungs

Distant
Metastases

Figura 10: Estadiaje TNM

Estadio A: Tumor limitado a mucosa.

Estadio B1: El tumor invade la muscular propia, pro no penetra en la serosa.
Estadio B2: El tumor invade la serosa pero no presenta metastasis en ganglios
linfaticos.

Estadio C1: tumores B1 con metéastasis a ganglios linfaticos regionales.

Estadio C2: tumores B2 con metéstasis a ganglios linfaticos regionales.

Estadio D: metéstasis a distancia.

(Rubin 2006)

3.6. CONSUMO DE FLAVONOIDES EN LA DIETA Y RIESGO DE
CANCER COLORRECTAL

El cancer colorrectal es la tercera neoplasia mas comun en el mundo
desarrollado. Algunos factores relacionados con el estilo de vida como la
actividad fisica, la obesidad, o el consumo de alcohol son factores de riesgo de
cancer correcta bien conocidos. Respecto a los relacionados con la dieta, el
consumo elevado de carne roja se considera perjudicial, y el de fibra o calcio,
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protector. En 2007, la fundacién internacional de investigacion oncoldgica
(World Cancer Research Found) y el instituto Americano de Investigaciones
Oncolégicas (American Institute for Cancer Research) concluyeron que existen
evidencias suficientes para considerar que una dieta rica en frutas y verduras

puede proteger del cancer colorrectal. (Wang 2013, Parkin 2002).

Las principales moléculas bioactivas frente a este y otros tipos de cancer
presentes en la dieta son flavonoides lignanos, abundantes en alimentos
vegetales como frutas, verduras, cereales, té, vino o cacao. Estos polifenoles
poseen propiedades anticancerosas que incluyen efecto antimutagénico,
antiproliferativo, antiinflamatorio, inmunomodulador asi como efectos
antioxidantes como mejorar la sensibilidad a la insulina, modular sefnales

celulares, y regular el ciclo celular y la angiogénesis.

Al menos seis trabajos caso-control han investigado la relacién entre el
consumo de antioxidantes y el cancer colorrectal, uno de ellos en adeno-
carcinomas recidivantes (Yang 2011, Yang G 2007, Sun 2007, Zhang 2010, Je
Y 2005, Galeone 2010, Suzuki 2009). Todos ellos han encontrado una relacion
inversa entre el riesgo de cancer colorrectal y el consumo de ciertos subgrupos
de flavonoides o flavonoides individuales concretos. Sin embargo, en estudios
de cohortes o se ha encontrado una relacion significativa entre la ingesta de
flavonoides y el cancer colorrectal, salvo en el estudio “lowa women’s health”

(U. S. Department of agriculture. Database 2010).

En un estudio prospectivo realizado en Norfolk, se sugeria que el
consumo de fitoestrogenos, especialmente lignanos mostraba una relacién
inversa con el riesgo de padecer cancer colorrectal, sin embargo no pudo
establecer una asociacion entre dicho riesgo y los biomarcadores de
fitoestrégenos en plasma o e orina. La diversidad de métodos de estudio y el
uso de bases de datos antiguas en cuanto a la composicion de los alimentos

podrian explicar estas incongruencias. Ademas la biodisponibilidad de los
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flavonoides difiere mucho entre subclases, por lo que es importante estudiarlos

de forma individualizada.

En Espafia, Zamora—Ros 2012 estudiaron la relacion existente entre una
dieta rica en flavonoides y lignanos y el cancer colorrectal en pacientes del
hospital de Bellvitge (Barcelona). En este estudio caso control se incluyeron
424 casos de pacientes con cancer colorrectal y 401 controles de la base de
datos de hospital, a los que se les realizaron cuestionarios validados y
encuestas personales. Encontraron una relacion inversa entre la ingesta total
de flavonoides, lignanos, y los subgrupos de flavonoides, flavononas y
prontocianidinas, y el riesgo de cancer colorrectal, concluyendo que una dieta

rica en estos agentes podria proteger frente a este tipo de de cancer.

Sin embargo en el estudio realizado por Wang et al (2013), en la
poblacién japonesa de Fukuoka, se obtuvieron resultados diferentes. También
se trataba de un estudio caso-control, con 816 casos de cancer colorrectal y
815 controles. Se investigé sobre 148 items alimenticios que fueron recogidos
mediante entrevista. Estos items estaban repartidos en las categorias de
polifenoles totales, polifenoles del té, polifenoles del café. No hubo diferencias
en el consumo de polifenoles totales ni los del té entre el grupo con cancer
colorrectal y el grupo control, pero si que se observé un descenso
estadisticamente significativo del consumo de polifenoles del café entre el
grupo con cancer colorrectal y el control, por lo que estos autores concluyen

gue la ingesta de café podria disminuir el riesgo de cancer colorrectal.
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4. Cultivos celulares.

CLAUDE BERNARD a finales del siglo XIX, establecié por primera vez las
bases tedricas para crear un sistema artificial en el que pudieran sobrevivir las
células o tejidos extraidos de un organismo vivo, independientemente de él. No
obstante, se considera a ROSS HARRISON (1907) el iniciador de los cultivos
de tejidos, puesto que fue quien comenzé a cultivar tejidos de anfibios.
Durante esa época, la limitacion mas importante para el establecimiento de los

cultivos era poder conseguir un medio nutritivo adecuado.

A principios del siglo XX, se inici6 el uso de los cultivos celulares y tisulares,
gue proporcionaron un método que permitia estudiar 6rganos y tejidos aislados
del medio original, lo que hizo posibles conocer mejor la composicion,

fisiologia, metabolismo, bioguimica y biologia molecular de los cultivos.

Los estudios in vitro con cultivos de células animales permiten obtener
datos preliminares del efecto biolégico de cualquier molécula, sustancia o
medicamento sobre células eucariotas en un sistema de variables ambientales

muy controladas.

Entre las aplicaciones de los cultivos destacan:

mantenimiento y propagacion de lineas tumorales,

requerimientos nutricionales y de factores de crecimiento,

estudio de las interacciones célula-sustrato y célula-célula,

estudios sobre la diferenciacion y desdiferenciacion celular,

- manipulacién genética de células eucaritticas,

- obtencion de sustancias del sobrenadante producidas por el cultivo
(anticuerpos monoclonales, enzimas, factores de crecimiento),

- mantenimiento y obtencion de virus,
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- estudio del crecimiento y caracteristicas antigénicas de una poblacion
celular,

- efectos citostaticos y citotoxicos de sustancias, etc.

Asi, mediante tests de proliferacion y citoxicidad bien contrastados
pueden determinarse, como es objetivo de este trabajo, valores de crecimiento
y viabilidad celular de cultivos en contacto con la sustancia a ensayar respecto
de cultivos control sin tratamiento. Cuantitativamente, uno de los datos
farmacéuticos méas relevantes que suele extraerse de estos tests bioldgicos es
el valor de IC 50, que permite conocer la concentracion a la cual una sustancia
provoca una inhibicion de funciones sobre un sistema bioldgico in vitro, de
modo que puede determinarse de manera precisa la concentracion de
sustancia que provoca una inhibicion de la proliferacién celular de un 50 %

respecto del control.

En particular, la linea celular Vero se utliza en investigacion
fundamentalmente para realizar bioensayos de nuevos farmacos en los que se
pretende comprobar en primera instancia su citotoxicidad o el efecto sobre la
proliferacion de células animales sanas. Presenta caracteristicas genotipicas
favorables, relativamente libre de variabilidad con el tiempo frente a otras lineas
de células sanas sin genes tumorales naturales ni inducidos, ausencia de
agentes externos o contaminantes, su cariotipo aneuploide estable que no
forma tumores dentro de un rango amplio de subcultivos y su rapido
crecimiento y adaptabilidad rentabiliza los ensayos. Ademas de todo ello ha
sido la linea celular de eleccion para nuestro estudio debido a la relativamente
escasa bibliografia en la que se relaciona a sustancias extraidas de materias
primas vegetales con estructuras moleculares determinadas. Ademas la linea
celular Vero se emplea como sustrato para la formacion de colonias viricas y
ensayos posteriores con diferentes sustancias antivirales y sus efectos en
diversas especies de virus. Sin embargo el principal uso de esta linea es la

produccion industrial de varias vacunas, entre la que destaca la de la
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poliomielitis, ampliamente distribuidas en la actualidad, en cuyo proceso de
sintesis cultivos masivos de células Vero se usan como sustrato para la
multiplicacion virica masiva y la obtencidon y posterior tratamiento de los

antigenos producidos o virus inactivos.

La linea celular CaCo-2, derivada de un adenocarcinoma de colon
humano, fue desarrollada por el Instituto para la Investigacion oncoldgica
Sloan-Kettering en la investigacion coordinada por el profesor Jorgen-Fogh.
Aunque derivan de adenocarcinoma de intestino grueso, cuando se cultivan
bajo condiciones especificas se diferencian y polarizan sus nucleos de tal
manera que su fenotipo, morfoldgica y funcidén, se asemeja a los enterocitos
que recubren el intestino delgado. Las células Caco-2 expresan uniones
estrechas, microvellosidades, y un nimero de enzimas y transportadores que
son caracteristicas de estos enterocitos: peptidasas, esterasas, P-glicoproteina,
transportadores de captacibn de aminoacidos, acidos biliares, &acidos

carboxilicos, etc.

Las células Caco-2 se usan mas comunmente en confluencia que de
forma aislada, formandose una monocapa de células epiteliales polarizadas
que proporciona una barrera fisica y bioquimica para el paso de iones y
moléculas pequefias. La monocapa Caco-2 se utiliza ampliamente en toda la
industria farmacéutica como un modelo in vitro de la mucosa intestinal humana
para predecir la absorcion de farmacos administrados por via oral. La
correlacion entre la permeabilidad aparente vitro a través de monocapas de

Caco-2 y la fraccién absorbida in vivo (FA) esta bien establecida.
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lI. OBJETIVOS






Estudiar el efecto de los extractos de semilla de uva, extracto de cacao,
extracto de pomelo, extracto de piel de limén y extractos vegetales
purificados de apigenina potasica y de naringenina potasica sobre la
viabilidad y proliferacién de las lineas celulares Vero y CaCo-2.

Determinar la influencia sobre la apoptosis y el ciclo celular de
diversas concentraciones de dichos extractos vegetales sobre ambas

lineas clelulares.

Establecer un orden en la capacidad antiproliferativa atendiendo a la
conformacién molecular de flavonoides, flavonoides glicosilados y

polimeros de flavonoides.

47






lll. MATERIAL Y METODOS
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1. MATERIAL

1.1. Lineas celulares.

La linea celular Vero (European Collection of Cell Cultures) son células
adherentes establecidas a partir de células de tubulos renales de rifion de
mono verde africano (Cercopithecus aethiops). Fue establecida el 27 de marzo
de 1962 por Yasumura y Kawakita en la Universidad de Chiba, Japdn. Se trata
de una linea celular continua muy estable, libre de agentes contaminantes o
infecciosos y de marcada aneuploidia. Desde su establecimiento como linea
continua su utilizacién se ha extendido por en laboratorios de todo el mundo
debido fundamentalmente a que durante décadas ha constituido el sustrato
para la obtencion de la vacuna de la poliomelitis.

Figura 11: células Vero en cultivo.

Linea celular CaCo-2, derivada de un adenocarcinoma de colon
humano (ATCC® HTB-37, EEUU). Aunque derivan de adenocarcinoma de
intestino grueso, cuando se cultivan bajo condiciones especificas se asemejan
a los enterocitos del intestino delgado. La linea Caco-2 en cultivo forma una

monocapa de células epiteliales polarizadas que proporciona una barrera fisica
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y bioguimica para el paso de iones y moléculas pequefias, que es ampliamente
utilizada por la industria farmacéutica como modelo in vitro de la mucosa
intestinal humana para predecir la absorcion de farmacos administrados por via

oral.

1.2. Medio de cultivo y reactivos.

- Para la linea Vero, el medio nutritivo para el mantenimiento del cultivo
fue Medio Minimo Esencial de Dulbecco, o DMEM (Gibco, USA) con rojo
fenol como indicador de pH. Suplementamos el medio de cultivo con
10% de suero bovino fetal (Gibco, USA), glutamina 4 mM (Gibco, SA) y
los antibidticos penicilina (100ug/mL) y estreptomicina (100u/mL) (Gibco,
USA).

- La linea Caco2 fue mantenida en medio EMEM suplementado con 10%
de suero bovino fetal, 1% de aminoacidos no esenciales, 1 mM de

piruvato sodico, 2 mM de L-glutamina y 50 pg/mL de gentamicina.

- Bromuro de 3-(4-4 dimetiltriazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolio (Sigma-Aldrich,
USA) 0 MTT.

- Dimetil sulféxido (Sigma-Aldrich, USA).

- Para el crecimiento y mantenimiento de los cultivos celulares
empleamos tripsina, acido etilendiaminotetraacético (Sigma Co.

Espaiia).

- Para el andlisis del ciclo celular utilizamos yoduro de propidio y
ribonucleasa A (Sigma Co. Espafia), tampon fosfato salino y etanol puro
(Sigma Co. Espafia).
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- Para el andlisis de apoptosis empleamos el kit de deteccién de apoptosis
Alexa Fluor® 488 AnnexinV, con anexina V y yoduro de propidio
(Catalog. No. V13241; Invitrogen, USA), estaurosporina y tampon fosfato

salino (Sigma Co. Espafia).

Figura 12: Cabina de flujo laminar
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1.3. Compuestos polifendlicos.

Nuestros criterios para seleccionar los extractos a investigar consistieron en
rastrear familias de materias primas que permitieran obtener productos solubles
en agua, sin necesidad de disolventes organicos en los trabajos con células.
Consideramos productos o moléculas que fueran foco de atencion actual de
investigaciones y mercados gracias a referencias bibliograficas y compendios
de articulos cientificos con resultados concluyentes tanto clinicos como in vivo

en animales de experimentacion.

Tres familias de materias primas abarcan la seleccion de extractos elegidos:

a) Citricos: EPL; EP; Apigenina potasica; Naringenina potasica.
b) Uva: ESU
c) Cacao: EC

Los extractos vegetales (Nutrafur, Espafia) testados fueron:

- Extracto de piel de limén (EPL).
- Extracto de pomelo (EP).

- Apigenina potasica.

- Naringenina potasica.

- Extracto de cacao (EC).

- Extracto de semilla de uva (ESU).

Patrones cromatograficos:
- Apigenina, naringenina, catequina, epicatequina, teobromina, dimero B2,

naringina, neohesperidina (Sigma-Aldrich, USA).

- Eriocitrina, oleuropeina (Extrasythese, Francia)
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2. METODOS.

a) Mantenimiento y conservacion de la linea celular.

Crioconservacion de la linea celular: Conservamos varios viales con 1 x 10°
de células en un tanque de nitrogeno liquido hasta su empleo, previa
descongelacion y readaptacion de las células a una nueva serie de ciclos de
crecimiento. El reestablecimiento del contenido del vial congelado consistia en
una rapida descongelacién por inmersion en bafio a 37°C. Inmediatamente en
cabina de flujo laminar trasvasamos el contenido del vial a un tubo de
centrifuga estéril y adicionamos 5 ml de medio de cultivo; de este modo
diluimos el agente crioprotector, reduciendo sus efectos negativos sobre la
supervivencia de las células descongeladas. A continuacion centrifugamos

durante 10 minutos a 200 g, tras lo cual eliminamos el sobrenadante.

Resuspendimos el pellet con 2 ml de medio de cultivo. Tomabamos una
alicuota del resuspendido, la tefiimos con el colorante vital azul tripan y
llevAbamos a cabo un recuento celular en una camara hemocitométrica de
Neubauer, estimando con los resultados obtenidos la viabilidad celular tras la

congelacion.

Mantenimiento: el cultivo masivo en monocapa se llevé a cabo en frascos de
75 cm? (Nunc, USA) y el medio adecuado segun la linea celular, que se
mantenian en estufa de cultivo (Jouan IG 650, Espafia) a 37°C, en atmédsfera
con 5% de CO, y 90% de humedad relativa.

Para optimizar el tiempo y la puesta en practica de los ensayos de este
trabajo tratabamos de mantener sin interrupcion la fase exponencial de
crecimiento. Por ello los subcultivos, o pases, se realizaban antes de que la
monocapa de ceélulas en proliferacion ocupase toda la superficie del fondo del

frasco de cultivo, ya que el contacto de unas células con otras, entre otros
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estimulos, provoca la entrada en la fase GO o de quiescencia en que las células
dejan de dividirse. Subcultivamos cada 2-3 dias siguiendo siempre el siguiente

procedimiento:

Anadimos al cultivo 2'5 ml de tripsina durante tres minutos e incubamos
en estufa a 37°C para conseguir la completa pérdida de adherencia de las
células a la base del frasco. Inmediatamente adicionamos al frasco 3 ml de
medio de cultivo con suero bovino fetal con el objeto de inactivar la accién de la
tripsina evitando posibles dafios celulares que afectasen a la supervivencia.
Recogimos el volumen total y centrifugamos a 200 g durante 10 minutos
(Heraeus mod. Multifuge 1L-R, Espafia). Decantamos el sobrenadante y
resuspendimos con 3 ml de medio de cultivo el sedimento obtenido. A
continuacion obtuvimos la densidad de células vivas por mililitro mediante
recuento celular. Para ello empleamos una camara hemocitométrica a la que
aplicamos una muestra del resuspendido previamente obtenido y tefiido con el

colorante vital azul tripan.

Esta técnica de uso habitual se basa en la compleja estructura del
colorante, que le impide atravesar la membrana plasmatica intacta de células
viables. Por el contrario la desestructuracion frecuente de la membrana
plasmatica en las células inviables o muertas permite la entrada y tincién del
citoplasma de un color azul brillante facilmente reconocible al microscopio. Una
vez conocida la densidad de células viables calculamos la cantidad de inéculo

necesario para la propagacion del cultivo.
Comprobamos regularmente la ausencia de Mycoplasma spp. en todas

las lineas celulares utilizadas mediante la tincién de fluorescencia directa del
ADN con la tincién Hoechst 33258.
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b) Andlisis cromatogréfico, distribuciéon de compuestos activos y

cuantificacion de los extractos vegetales polifendlicos.

- Extractos citricos:
En los casos de los extractos de pomelo (EP), de piel de limén (EPL),
naringenina potasica (NK), apigenina potasica (A) disolvimos cada

extracto empleando DMSO como disolvente:

-EP y Naringenina potéasica (NK): 3 mg/ml
-EPL: 4mg/ml

-Apigenina potasica: 3mg/ml

La disolucion obtenida se filtré a través de un filtro de 0,45 ym. Se
emple6 un cromatografo de liquidos Hewlett-Packard serie 1200 equipado con
un detector UV asociado con un array de diodos. Como fase estacionaria
empleamos una columna de C18 LiChrospher 100 (250 x 4 mm) con 5 ym de
tamafo de particula. El flujo fue de 1 ml/min. Los cambios de absorbancia se
registraron a una longitud de onda de 280 nm. Las condiciones cromatograficas

de elusién fueron las siguientes:

Fase movil: A: Acido acético 2.5%
B: Acetonitrilo/Acido acético 2.5% (5/1)

T (min) | %A | %B
0 93 |7
20 60 |30
40 40 |60
50 0 100
60 93 |7
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Extracto de cacao (EC): Disolvimos 4 mg/ml de extracto en metanol. La
disoluciéon obtenida se filtré a través de un filtro de 0,45 ym. Se empled
un cromatografo de liquidos Hewlett-Packard serie 1200 equipado con
un detector UV asociado con un array de diodos. Como fase
estacionaria empleamos una columna de C18 LiChrospher 100 (250 x 4
mm) con 5 ym de tamafo de particula. El flujo fue de 1 ml/min. Los
cambios de absorbancia se registraron a una longitud de onda de 280

nm. Las condiciones cromatogréficas de elusion fueron las siguientes:

Fase movil:  A) Ac. Acético 1%
B) Acetonitrilo

TMMIN) [%A [%B
0 9% |4
25 90 |10
30 87 |13
33 85 |15
35 50 |50
40 96

45 96
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Extracto de semilla de uva (ESU): Disolvimos 3 mg/ml de extracto en
metanol. La disolucién obtenida se filtr6 a través de un filtro de 0,45 pm.
Se empleé un cromatégrafo de liquidos Hewlett-Packard serie 1100
equipado con un detector UV asociado con un array de diodos. Como
fase estacionaria empleamos una columna de C18 LiChrospher 100
(250 x 4 mm) con 5 ym de tamafo de particula (Merck, Alemania). El
flujo fue de 1 ml/min. Los cambios de absorbancia se registraron a una
longitud de onda de 280 nm. Las condiciones cromatograficas de elusion

fueron las siguientes:

Fase movil: A: Agua
B: Acido acético / Agua (1/9)
C: Metanol / Acetonitrilo (1/1)

T (min) | %A | %B | %C
0 90 |10 |0
45 70 |30 |0
60 22 |78 |0
70 0 |100 |0
75 0 |0 |[100
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c) Solubilizacién.

En todos los casos procedimos a preparar disoluciones de stock a la
concentracion mas adecuada que permitiese la total disolucién de los
productos, lo cual se comprobaba apreciando la ausencia de sedimento o
particulas en suspension. Todos resultaron ser relativamente bien solubles en
el disolvente, que en nuestro caso fue medio de cultivo DMEM con todos los
suplementos antes expuestos salvo el indicador de pH rojo fenol. De este modo
fijamos una concentracion de stock para los flavonoides mayoritarios en cada
extracto de entre 0'5mM y 2mM. En todos los casos realizamos esterilizacion
fisica de cada una de las disoluciones resultantes mediante el empleo de filtros
con tamaio de poro 0'22 um (Millipore Co, USA). Posteriormente alicuotamos
en tubos Eppendorf y los almacenamos a una temperatura de -4°C hasta su

empleo en los ensayos.

d) Control de osmolalidad.

Cualquier sustancia que forme parte del medio de cultivo es susceptible de
modificar el potencial osmético modificando la viabilidad, proliferacién e incluso
la supervivencia de las células en cultivo. Comprobamos que las
concentraciones seleccionadas con las que realizamos los ensayos no
alteraban significativamente la osmolaridad del medio de cultivo. Para ello
preparamos alicuotas de cada uno de los extractos a 50 uM. Se empled un
osmoOmetro de vapor de vacio (Wescor, Vapro 5520, USA). Todos los valores
obtenidos se comparaban con el valor de una alicuota control de DMEM
suplementado y sin rojo fenol. En ningdn caso encontramos variacion

significativa.
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e) Cuantificacion de la viabilidad y proliferacion.

Para evaluar el efecto de los extractos sobre la viabilidad y proliferacion de
células Vero aplicamos el test de formacion de cristales de formazano tras la
aplicacion de bromuro de 3-(4-5 dimetiltriazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolio (MTT).
Utilizamos placas de 96 pocillos de fondo plano (Nunc, USA) con capacidad
méaxima de 300 pL por pocillo. Sembramos 1600 células por pocillo para
asegurar un crecimiento exponencial durante todo el ensayo. Pasadas 24 horas
tras la siembra para permitir la adhesion de las células al fondo de los pocillos,
procedimos a aplicar los distintos tratamientos con los extractos. Por cada
placa dispusimos 6 réplicas de cada concentracion de extracto ademas de 12
réplicas control sin tratamiento y pocillos-blanco que contenian Unicamente

tratamientos sin células.

I

Figura 13: Placa de 96 pocillos de fondo plano.

Las concentraciones utilizadas fueron 1, 5, 10, 25 y 50 pM. Realizamos el

ensayo a tres tiempos: 24, 48 y 72 horas desde la aplicacion de cada extracto.
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Mantuvimos todas las placas a una temperatura de 37°C, 90% humedad

relativa y un 7'5% CO, en estufa de incubacion (Jouan, 1G650).

Pasado el tiempo correspondiente eliminamos el medio y agregamos a cada
pocillo 50 yl de una disolucion de MTT a 5 mg/ml mas 200 yl de DMEM sin
suplementos, de modo que la concentracién final de MTT fuese 1 mg/ml.
Dejamos incubar durante 4 horas en oscuridad a 37°C. Vaciamos los pocillos
dejando sélo las células, adheridas al fondo de los pocillos y procedimos a
disolver el formazano sintetizado en el interior celular mediante la adicion de
100 uyl de DMSO a cada pocillo. Tras una agitacion de 10 minutos a 80 rpm
procedimos a la lectura de absorbancia en espectrofotometro (Labsystems,
Mulstiskan MCC340, Finlandia) a longitudes de onda 570 nm y 690 nm.

f) Andélisis del ciclo celular por citometria de flujo (Caco 2).

El modo en que se distribuyen las células de un cultivo, en diferentes
poblaciones en funcion de su contenido de ADN, permite determinar las fases
del ciclo celular en que se encuentran. El ciclo celular es un proceso
extremadamente complejo en el que intervienen rutas de sefalizacion extra- e
intra-celulares, complejos enziméaticos reguladores, genes reguladores, etc. Tal
complejidad requiere un alto control de todos los procesos que se llevan a cabo
para evitar cualquier tipo de error que seria fatal para la supervivencia de la
célula. Existen unos checkpoint en distintos puntos concretos del ciclo en los
que se verifica si el proceso esta funcionando correctamente. En caso
contrario, un determinado punto de control sera el limite hasta donde llegue la
célula en su proceso de division y gracias a ello puede determinarse sobre qué

fase del ciclo celular interfiere, por ejemplo, una sustancia en estudio.
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Las células, en funcidn de la fase del ciclo en la que se halle, varian en su
contenido de ADN:

- Fase G0-G1: dotaciéon cromosémica normal (2n)

- Fase G2-M: dotacion cromosomica doble (4n)

- Fase S (sintesis pre-mitética de ADN): dotacién cromosémica intermedia
respecto de las dos anteriores citadas.

El andlisis del contenido de ADN celular se realizd del siguiente modo:
pasado el tiempo de tratamiento de la muestra tripsinizamos el cultivo y
obtuvimos un resuspendido de células a una concentracién de 0’5 — 1 x 10° por
ml en PBS. Para fijar las células agregamos 2 ml de Etanol-PBS (70:30) en frio
a 200 pl de muestra y mantuvimos 30 minutos a 4°C. Centrifugamos a 1000
rpm durante 10 minutos, eliminamos el sobrenadante y resuspendimos el pellet
en 800 pl de PBS. Procedimos a la tincion agregando 100 pl de ribonucleasa (1
mg/ml) y 100 pl yoduro de propicio (400 pg/ml) e incubamos durante 30

minutos a 37°C.

Analizamos con el citbmetro y su software asociado (CELLQUEST) los
datos de FSC (forward scatter), SSC (side scatter) y PLA-2 (intensidad de
fluorescencia del yoduro de propicio) de una muestra de 20.000 células en G1-
R1 Para obtener la cuantificacién detallada de cada poblacibn empleamos el
software de analisis ModFitLT V2.0.
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g) Andlisis de apoptosis por citometria de flujo (Caco 2).

La fosfatidil serina se encuentra de modo normal en la superficie interna de
la membrana plasmatica de las células. Por otro lado, la anexina V es una
proteina normal del organismo que participa en importantes vias de
sefalizacion celular, endocitosis y trafico intracelular al interaccionar con alta
afinidad con la fosfatidil serina de la membrana plasmatica, actuando como
inhibidor competitivo de otras proteinas sefializadoras que tienen como diana la

fosfatidil serina.

La técnica empleada en este trabajo se basa en una caracteristica comun a
todas las células que se hallan en apoptotosis: la translocacion de la fosfatidil
serina desde su localizacibn normal en la superficie citoplasmatica hacia la
superficie externa de la membrana celular, quedando expuesta al medio
externo. La anexina V incluida en el kit de deteccion de apoptosis esta
conjugada con un fluoréforo, Alexa Fluor® 488, que emite luz verde al
someterlo al laser argéon a 488 nm del citometro de flujo. Como resultado la
anexina V- Alexa Fluor® 488 (AV) emite fluorescencia verde asociada a células
en apoptosis. El test se complementa con yoduro de propidio (IP), que se une
al ADN de células necréticas cuya membrana plasmatica se encuentra
completamente desestructurada. El efecto de esta tincion fluorescente
combinada permite distinguir poblaciones de células en apoptosis temprana
(AV™™ - PI), en apoptosis tardia (AV™™" - PI"™), en necrosis (AV" - PI™™) y
viables (AV" - PI).

El analisis de apoptosis por citometria de flujo se realizé6 mediante el kit de
deteccion de apoptosis Alexa Fluor® 488 AnnexinV, con anexina V y yoduro de
propidio (catalog n°: V13241; Invitrogen, USA) siguiendo el protocolo facilitado
por el fabricante.
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Para la determinacidon del porcentaje de células apoptoticas se analizaron
las células segun la presencia e intensidad de fluorescencia de AV e IP, y se
distribuyeron en diferentes cuadrantes de un diagrama que relaciona

frecuencia de conteo con intensidad de fluorescencia de cada fluorocromo.

h) Método estadistico.
Se realiz6 una estadistica descriptiva de cada una de las variables
obteniendo los parametros caracteristicos: media, desviacion tipica, maximo y

minimo.

La comparacion de grupos se ha realizado mediante un analisis de la

varianza ANOVA de una y de varias vias.
Ademas complementamos los andlisis con contrastes de igualdad de pares
de medias mediante la minima diferencia significativa (DMS) con la correccion

de Bonferroni.

Realizamos la relacion entre variables cuantitativas mediante un andlisis de

regresion y correlacion lineales.

Consideramos significativos los valores de p inferiores o iguales a 0,05.
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V. RESULTADOS






a) Resultados del anélisis cromatografico:

A continuacion se muestran los patrones cromatograficos de cada uno de

los agentes del estudio expresados en forma gréfica, asi como los valores

porcentuales de los componentes mayoritarios.

1. Extracto de piel de limén (EPL)
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2. Apigenina potasica

mAU

32.701

500

400

APIGENINA

200

100

-100

Apigenina potéasica

Formula estructural de la Apigenina

66

39.886

40

42.508

90%

|
min



3. Naringenina potasica
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4. Extracto de Pomelo (EP)
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5. Extracto de cacao (EC).

Name

TEOBRO MINA
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6. Extracto de semilla de uva (ESU)
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Acido gélico
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b) Test de proliferacién-citotoxicidad sobre la linea celular Vero

de cada uno de los compuestos y extractos objeto de estudio.

Los ensayos se realizaron por duplicado durante tres periodos de tiempo
(24, 48 y 72 horas) siendo, los resultados graficos presentados a continuacion,

la media ponderada de ambos ensayos.

150 T T

% proliferacion respecto
control

il

ESU 24H EC 24H EPL 24H EP 24H NARING24H APIG 24H

‘ O1yM B5 pM 010 pM 025 pM 50 pM

Gréfico 1. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células Vero de los extractos de polifenoles a
distintas concentraciones tras un periodo de 24 horas de tratamiento con las concentraciones

indicadas.

150

100 T

50

% viabilidad respecto control

ESU 48H EC 48H EPL 48H EP 48H NARING48H APIG 48H

o1puymM @5 yM 010 pM O25 pM B50 pM

Gréfico 2. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células Vero de los extractos de polifenoles a
distintas concentraciones tras un periodo de 48 horas de tratamiento con las concentraciones

indicadas.
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Graéfico 3. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células Vero de los extractos de polifenoles a
distintas concentraciones tras un periodo de 72 horas de tratamiento con las concentraciones

indicadas.

Los resultados obtenidos muestran un discreto efecto sobre la
proliferacion celular, en la mayoria de los extractos, a concentraciones
inferiores de 10 yM, a las cuales el porcentaje de proliferacion respecto del

control sin tratamiento es superior al 63 % en todos los casos del experimento.

En el caso de ESU y EC, extractos ricos en catequinas (flavan-3-ol),
encontramos evidencias de un efecto dosis-respuesta en todos los tiempos
ensayados, remarcandose el efecto antiproliferativo a concentraciones mayores
de 25 uM (p=0,005).

También observamos este efecto dosis-respuesta en algunos extractos y
compuestos de origen citrico, eso si, mostrando una mayor heterogeneidad en
su capacidad de influir sobre la proliferacién celular, tanto en la intensidad del
efecto dosis-respuesta como en la influencia de las distintas duraciones de los

tratamientos.
La apigenina, en los tratamientos de 48 y 72 horas, mostraba un efecto

dosis-respuesta moderado ya que, a la maxima concentraciéon ensayada, solo

inhibiria la proliferacion celular en un 38 % respecto del control.
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La naringenina presentaba un efecto dosis-respuesta aun menos
marcado, mostrando una capacidad de inhibicion de la proliferacion poco

significativa (p=122).

Los resultados para el EPL reflejaron una muy baja inhibicion de la
proliferacion celular a todas las concentraciones del experimento de modo que

las diferencias fueron poco significativas (p=0,5).

Finalmente, el extracto de pomelo (EP) mostraba, en general, un efecto
pronunciado de inhibicion del crecimiento celular a concentraciones crecientes
y un reducido efecto a concentraciones bajas, tal vez con la excepcion de la no

justificada reduccién en el caso de 72 h.

Asi, podria establecerse como orden de actividad antiproliferativa de
las estructuras flavonoides estudiadas: flavan-3-ol > flavanona > flavona.
Dentro del grupo de las estructuras flavan-3-ol estudiadas, el orden seria el
siguiente: polimeros (> C4 unidades de catequina) > monomeros + polimeros
(< 4 unidades de catequina). En el caso de las estructuras flavanona-
glicosiladas, el orden de actividad antiproliferativa seria: glicosilacion tipo

neohesperiddsido > glicosilacion tipo rutinésido.

La mayor linealidad estructural de las moléculas de flavonoides que
componen los extractos del estudio parece correlacionarse con una mayor
proliferacion de la linea celular Vero in vitro. Por ello, de forma especifica,
podria establecerse como orden de actividad antiproliferativa de las estructuras

aglicon estudiadas, el siguiente: flavanona > flavona.
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c) Test de proliferacion-citotoxicidad sobre la linea celular CaCo-2.
A continuacion, se muestran los resultados tabulados y expresados en

gréficas, obtenidos en los ensayos de citotoxicidad:

Apigenina:
Media 1,02 0,80 0,81 0,68 0,63 0,58
24 h. Desv. est. 0,13 0,10 0,14 0,10 0,05 0,14
% respecto . " . " .
o 100 78,84 79,28 66,78 62,20 57,65
Media 1,32 1,09 1,19 0,96 1,09 0,94
48 h. Desv. est. 0,25 0,28 0,15 0,42 0,17 0,22
0,
/b respecto 100 82,11* 89,75 72,36* 82,53+ 71,14
control
Media 1,08 0,84 1,06 0,94 0,97 0,84
72 h. Desv. est. 0,11 0,24 0,14 0,26 0,19 0,49
0,
Y s pleeii 100 77,52* 08,32 86,58 90,08 77,62

control

Tabla 2: Efecto de la Apigenina sobre la viabilidad de células CaCo-2 tras un periodo de 24, 48

y 72 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.

120

100

Porcentaje de viabilidad respecto al
control

0 1 5 10 25 50
Concentracién (microM)

‘ ———24 horas —#—48 horas —#&—72 horas ‘

Observamos un efecto dosis-respuesta (p<0,05) a las 24 y 48 horas,
excepto a 5 UM en las 48 horas. La mayor inhibicion de la proliferacion se
observé a las 24 horas, y fue decreciendo progresivamente en las 48 'y 72

horas.
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Apigenina potasica:

Media 0,096 0,073 0,065 0,069 0,043 0,019

24 horas Desv. est. 0,013 0,006 0,021 0,018 0,024 0,008
% respecto control 100 76,710* 68,297* 72,582* 45,676* 20,487*

Media 0,127 0,100 0,099 0,081 0,056 0,036

48 horas Desv. est. 0,022 0,0181 0,023 0,011 0,016 0,007
% respecto control 100 79,142* | 78,013* @ 63,872* 44,824* 28,361*

Media 0,264 0,222 0,109 0,084 0,052 0,022

72 horas Desv. est. 0,033 0,066 0,042 0,011 0,015 0,007
% respecto control 100 84,303* 41,480* 32,062* 19,712* 8,611*

Tabla 3: Efecto de la Apigenina potasica sobre la viabilidad de células CaCo-2 tras un periodo

de 24, 48 y 72 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.

120
100

I

o)

3 80

o

(7]

Q

= 60

©

=3

E *g 40

> O

3 20

(D)

g

§ 0

= 0 1 5 10 25 50

o

Concentracion (microM)

‘ —&— 24 horas —#—48 horas —&—72 horas‘

En el caso de la apigenina potasica, observamos un marcado
efecto dosis-respuesta, muy acusado a partir de la concentracion 10 pM.
Con la maxima concentracion (50 uM) se produjo una inhibicidon de la
proliferacion muy relevante, bajando incluso por debajo del 10% a las 72
horas (p<0,001).
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Extracto de Cacao:

Media 0,615 0,486 0,472 0,418 0,459 0,440

24 horas Desv. est. 0,054 0,030 0,060 0,076 0,094 0,233
% respecto control 100 78,991* 76,671* 67,923* 74,557 | 71,504

Media 0,851 0,808 0,682 0,601 0,405 0,462

48 horas Desv. est. 0,069 0,114 0,091 0,043 0,049 0,047
% respecto control 100 94,883 | 80,114 | 70,609* | 47,612* | 54,286*

Media 0,875 0,579 0,545 0,435 0,397 0,376

72 horas Desv. est. 0,114 0,171 0,026 0,056 0,055 0,053
% respecto control 100 66,217* 62,318* 49,748* @ 45,369* | 42,993*

Tabla 4: Efecto del EC sobre la viabilidad de células CaCo-2 tras un periodo de 24, 48y 72
horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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‘ —&— 24 horas —#—48 horas —&—72 horas‘

Observamos efecto dosis-respuesta a las concentraciones mas altas
(10, 25 y 50 pM) (p<0,05). La maxima inhibicion se produjo con la dosis 50 uM

a las 72 horas.
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Eriocitrina;

Media 0,508 0,523 0,502 0,359 0,363 0,321
24 horas Desv. est. 0,092 0,0585 | 0,070 0,092 0,073 0,063
% respecto control 100 102,9 98,81 70,75 71,44 63,2

Media 0,757 0,607 0,570 0,545 0,538 0,553

48 horas Desv. est. 0,211 0,138 0,057 0,139 0,080 0,145
% respecto control 100 80,17 75,3 72,03 71,08 73,04

Media 1,492 1,404 1,047 0,800 0,721 0,842

72 horas Desv. est. 0,410 0,278 0,264 0,116 0,140 0,348

% respecto control 100 94,13 70,2 53,66* 48,37 @ 56,47*

Tabla 5: Efecto de Eriocitrina sobre la viabilidad de células CaCo-2 tras un periodo de 24, 48 y

72 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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La eriocitrina no mostré efecto antiproliferativo a ninguna concentracion
en los ensayos a 24 y 48 horas. Fue a las 72 horas donde observamos una
inhibicion de la proliferacion del cultivo a las concentraciones 10, 25 y 50 uM,

aunque no bajaba de alrededor del 50%.
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Extracto de pomelo:

Media 0,155 0,157 0,134 0,135 0,109 0,094

24 horas Desv. est. 0,022 0,044 0,019 0,031 0,018 0,027
% respecto control 100 101,204 86,231 86,916 @ 70,134* 60,716*

Media 0,193 0,153 0,143 0,116 0,101 0,100

48 horas Desv. est. 0,055 0,046 0,065 0,038 0,041 0,040
% respecto control 100 79,228* | 74,147* | 60,146* | 52,194* @51,884*

Media 0,366 0,259 0,253 0,195 0,160 0,153

72 horas Desv. est. 0,063 0,066 0,070 0,083 0,049 0,072

% respecto control 100 70,875* 69,181* 53,492* 43,735* 41,795*

Tabla 6: Efecto del EP sobre la viabilidad de células CaCo-2 tras un periodo de 24, 48 y 72

horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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El extracto de pomelo mostrd6 actividad antiproliferativa
significativa en las concentraciones 25y 50 uM a las 24 horas y en todas
las concentraciones a las 48 y 72 horas.
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Extracto de Semilla de Uva:

Media 0,490 0,448 0,468 0,377 0,355 0,279

24 horas Desv. est. 0,075 0,032 0,027 0,045 0,062 0,038
% respecto control 100 91,58 95,52 76,95* 72,46* @ 56,92*

Media 0,578 0,451 0,368 0,434 0,411 0,332

48 horas Desv. est. 0,103 0,109 0,098 0,053 0,102 0,167
% respecto control 100 77,95* | 63,69* 75,11 71,07 57,5*

Media 0,805 0,708 0,622 0,677 0,534 0,164

72 horas Desv. est. 0,138 0,144 0,141 0,097 0,111 0,213
% respecto control 100 87,97 77,27* 84,1 66,37* 20,4*

Tabla 7: Efecto del ESU sobre la viabilidad de células CaCo-2 tras un periodo de 24, 48 y 72
horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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El ESU mostro resultados variables, destacando la acusada

inhibicion de la proliferacion de la concentracién 50 uM a las 72 horas.
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A continuacion, se muestran unas tablas resumen de resultados
del estudio de citotoxicidad/proliferacion en CaCo-2 en los diferentes

tiempos:

24 horas

120
100

8

6 ! i !
- 1 k. |
: .
K EC EPL EP ESU

Apigenina Al

o

o

o

o

HO W1 w5 W10 m25 m50

Gréfico 4: Resumen proliferacion de células CaCo-2 a las 24 horas.
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Gréfico 5: Resumen proliferacion de células CaCo-2 alas 48 horas.
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Graéfico 6: Resumen proliferacion de células CaCo-2 alas 72 horas.
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d) Efectos sobre el ciclo celular en las lineas Vero y CaCo-2.

En el estudio del ciclo celular, la distribucion en las diferentes fases para
la linea Vero fue 56,05+1,21% en Go-G1, 10,25+0,54% en G,-M y 33,69+0,68%

en fase S.

El efecto de la flavona AK mostré6 un bloqueo en GO-G1 del 74,87%
observandose un 50% de pérdida de poblacion celular de la fase S.

El flavonol ESU bloqueé el transcurso normal del ciclo celular en un
72,97%.

Las dos flavanonas analizadas, EPL y EP revelaron una incidencia
significativa aunque menos intensa, en el que el bloqueo del ciclo ocurria en la
fase S (43,34 y 43,27%, respectivamente). No existian diferencias

estadisticamente significativas entre ellos.

Atendiendo a los efectos después de 72 horas de tratamiento,
observamos un bloqueo significativo del 70,11% en fase GO-G1 de Apigenina y

una atenuacion del bloqueo por la AK en esa misma fase respecto de 24 horas.

En la familia de flavonoles observamos efectos contrapuestos entre los
dos extractos. ESU provocaba un bloqueo significativo de GO-G1 de 75,98%.
EC también caus6 una alteracion del perfil del ciclo pero en sentido opuesto, y
mas leve, en el que observamos un bloqueo significativo del 36,24% en fase S.

En el caso de flavanonas, los efectos significativos los hallamos en las
primeras 24 horas de tratamiento donde, sin mostrar diferencias entre ambos
extractos, se produjo un bloqueo en la fase S de 32,24% y 32,95% por EPL y

EP respectivamente.
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Las siguientes tablas muestran los valores absolutos expresados en
media mas/menos desviacion tipica del porcentaje de células en las diferentes

fases del ciclo celular:

Control 24 h 56,05+ 1,21 33,69 + 0,68 10,25 £ 0,54
Apig 54,06 * 3,87 33,20+ 1,81 12,74 + 2,08

AK 74,87 £ 0,55 15,78 + 0,57 9,36 + 1,03

EPL 49,79 + 0,99 43,34 £ 0,63 6,87+ 1,61

EP 47,19 £ 2,43 43,27 £ 1,33 10,54 + 4,32

ESU 72,97 £ 5,07 19,35+ 4,52 7,68 £ 0,69

EC 50,76 £ 0,71 33,50 + 4,26 15,75+ 4,97

Tabla 8: Efectos sobre el ciclo celular de Vero a las 24 h.

Control 72 h 59,58 + 2,26 29,79 + 1,56 10,63 + 1,17
Apig 70,11 + 1,86 22,85+1,95 7,04 £0,18
AK 63,82 +191 23,13 +1,09 13,05 + 0,82

EPL 58,40 + 0,96 32,24 + 2,44 9,35+1,51

EP 59,34 + 4,65 32,95 +5,54 7,67 %1,43

ESU 75,98 + 2,18 18,34 £ 2,09 5,67+ 0,77

EC 54,32 + 4,09 36,24 + 4,47 9,45 + 0,49

Tabla 9: Efectos sobre el ciclo celular de Vero a las 72 h.

En el caso de la linea CaCo-2, observamos que EPL provocé un
bloqueo de la fase S de 65,67% y 69,72% tras 24 y 72 horas respectivamente.
En el caso de flavonoles, EC también caus6 un bloqueo en fase S en los dos

tiempos de tratamiento de 66,47% y 55,05% respecto al total de la poblacién
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celular analizada. Ademas EC desarrollé un bloqueo de la fase G2-M tanto a 24
horas como a 72 horas de 18,67% y 26,69%, respectivamente, siendo este
altimo dato algo mas del doble del valor del control en la misma fase. ESU
provocé cambios en el mismo sentido pero solo significativos tras 72 horas, en
que observamos un 60,78% de la poblacion celular en la fase S. Las flavonas
tuvieron un efecto méas amortiguado en la linea celular Caco2, siendo
destacables, no obstante, el bloqueo de AK en fase G2-M de 19,03% tras 24
horas, y bloqueo de Apigenina en fase GO-G1 de 45,57% tras 72 horas de

tratamiento:

Control 24 h 36,12 + 7,16 54,24 £ 5,94 9,64 + 2,20
Apig 35,86 + 2,28 54,64 + 2,32 9,49+ 0,84

AK 30,30 +1,19 50,67 + 0,51 19,03 + 0,98

EPL 24,52 + 3,84 65,67 +1,49 9,82 2,45

EP 38,62 + 3,03 51,05 £ 3,89 10,34 £1,52
ESU 22,16 + 3,05 59,65 + 2,27 18,20 + 0,99

EC 14,87 1,71 66,47 + 0,51 18,67 + 2,22

Tabla 10: Efectos sobre el ciclo celular de CaCo-2 a las 24 h.

Control 72 h 39,54 + 3,30 49,02 +2,73 11,44 + 1,90
Apig 4557 + 1,38 45,53 + 3,29 8,89 + 1,97

AK 37,23 +1,40 50,23 + 3,23 12,64 + 2,09

EPL 27,74 +3,39 69,72 + 2,55 2,59 +1,93

EP 39,63 +2,99 50,88 + 1,59 9,67 + 1,40
ESU 26,03 +2,92 60,78 + 4,78 13,19+ 1,86

EC 18,26 + 2,65 55,05 + 7,75 26,69 + 6,94

Tabla 11: Efectos sobre el ciclo celular de CaCo-2 alas 72 h.



Las siguientes graficas muestran un resumen por grupo de flavonoides
(flavonas, flavanonas y flavan-3-oles) de sus efectos sobre el ciclo celular de la

linea tumoral CaCo-2:
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Gréfico 7: Efectos de Apigenina y Apigenina potésica sobre ciclo celular en CaCo-2.
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Gréfico 8: Efectos de EPLy EP sobre ciclo celular en CaCo-2.
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Gréfico 9: Efectos de ESU y EC sobre ciclo celular en CaCo-2.
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Gréfico 10: Resumen de efectos sobre ciclo celular en CaCo-2 de nuestros extractos.

86




e) Efectos sobre la apoptosis en las lineas Vero y CaCo-2.

Sobre la linea celular Vero, en el estudio de la apoptosis celular, los
flavonoles provocaron fundamentalmente necrosis celular, con el caso de EC
que en los dos tiempos de tratamiento mostré valores de necrosis 17,40% y
18,30% en 24 y 72 horas respectivamente. Las células tratadas con ESU se
encontraban en necrosis en un porcentaje del 3,20% y del 6,90% a las 24y 72

horas respectivamente.

El EC demostro tener cierta capacidad apoptotica pues tanto a 24 horas
como a 72 horas de tratamiento los valores de apoptosis inicial fueron 1,30% y
4,95% respectivamente, significativos en ambos casos respecto al control. En
menor medida, ESU provoc6é una apoptosis inicial de 1,10% tras 72 horas.
Flavona y flavanonas no mostraron diferencias significativas en el control de
células sanas Vero excepto una reducciéon de la poblacion necroética a las 72
horas por parte de Apig y EPL con unos valores de 2,10% y 2,20%

respectivamente, siendo la mitad de los valores control para células en

necrosis.
Control 24h 0,20 1,15+ 0,64 1,65 + 0,35 97 £ 0,28
Staurosporine 12,8 0,5 0,6 86,1
Apig 0,4 +£0,28 0,95 + 0,07 1,2+0,14 97,5+ 0,28
AK 0,45 + 0,00 1,2+ 0,07 1,15+ 0,49 97,15+ 0,35
EPL 0,2+0,14 1,25+ 0,21 1,9+£0,14 96,7 £ 0,42
EP 0,3+0,14 1,65+ 0,49 2,15+ 0,35 95,9+0,14
ESU 0,2 £ 0,00 0,15+ 0,21 3,2+0,28 96,45 + 0,49
EC 1,3+ 0,14 0,15 + 0,07 17,4+ 0,42 81,1+0,28

Tabla 12: Apoptosis sobre Vero a las 24 horas.
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Control 72h 0 0,2 +0,28 4,05+1,06 9575+0,78
Staurosporine 15,2 + 29+ 12,6 + 69,3 +

Apig 0,1+0,14 0,25+ 0,21 21+042 97,6%0,14

AK 0,1+0 0,35+0,07 | 2,85+0,49 96,75+0,35

EPL 0 0,15 + 0,07 2,2+0,42 97,6 +0,57

EP 0 0,45+0,21 3,3+£0,28 96,2+0,42

ESU 1,1+0,28 0,2+0,14 6,9+0,71 91,8+0,57

EC 4,95 + 0,21 0,35+0,07 | 18,3+0,71 76,45+ 0,49

Tabla 13: Apoptosis sobre Vero a las 72 horas.

Los efectos apoptoéticos de las tres familias flavonoides sobre la linea de
células tumorales CaCo-2 fueron los siguientes:

La flavona AK mostrd capacidad apoptoética relevante a partir de las 72
horas de tratamiento, cuando observamos valores de 6,70% y 16,25% en
apoptosis inicial y tardia respectivamente, ademas de un valor

significativamente bajo en necrosis respecto del control.

Los efectos de ambas flavanonas, EPL y EP fueron significativos a las
72 horas de tratamiento con unos valores de apoptosis inicial de 4,10% vy
1,85%

respectivamente. Esta familia presenta también valores significativamente

respectivamente, y de apoptosis tardia de 11,30% y 10,15%

bajos de necrosis tras 72 horas, de 0,80% y 1,45% respectivamente.

Los flavonoles presentaron efectos muy significativos a las 72 horas. EC
provocd una poblacién de células apoptoticas tardias del 19,75% y de células
apoptéticas en fase inicial de 5,95%, tres y seis veces superior a los
respectivos valores de los controles. EC también caus6 un significativo
aumento del valor de apoptosis inicial a 24 horas en 5,95%. En cuanto a la
necrosis provocada por ESU y EC observamos una elevada incidencia tras 72

horas de tratamiento, con 10,55% y 10,65% respectivamente. Ademas, en el
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caso de EC a 24 horas, observamos mas doble de poblacién necrotica que en

el control, 4,00%.

Control 24 h 2,25+ 0,35 11 + 0,85 1,7+0,14 85,05+1,34
Staurosporine 20,1 15,8 0,5 63,6
Apig 3,45+0,21 3,05 + 0,07 2,15+0,07 91,4+0,14
AK 5,25 + 0,35 6,35+ 0,64 29+042 855+0,57
EPL 4,45 + 0,78 4,5+ 0,57 2+0,14 89,05+ 1,48
EP 1,1+£0,14 1,35+ 0,07 2,15+ 0,21 95+0,28
ESU 2,8+0,42 11,35+ 0,35 2+0,28 83,85+ 0,35
EC 5,95 + 0,21 11,5+ 0,28 4+0,28 7855+0,35
Tabla 14: Apoptosis sobre CaCo-2 a las 24 horas.
Control 72 h 0,7 £0,57 7,15+ 2,53 4,45 +0,07 87,65+1,91
Staurosporine 19,9 8,1 0,6 71,5
Apig 1,15 £ 0,07 8,85+ 3,18 4,25+0,64 @ 85,75+ 3,89
AK 6,7 £ 0,49 16,25+ 0,64 1,5+0,42 755+0,71
EPL 4,1 + 0,57 11,3+ 0,71 0,8+0,14 83,8 £ 0,00
EP 1,85+ 0,21 10,15+ 1,63 1,45+ 0,07 | 86,55+1,77
ESU 1,6 +0,71 6,3+0,42 10,55+ 0,21 81,55+ 0,49
EC 5,95+ 0,21 19,75+1,20 | 10,65+0,21 63,7 +0,49

Tabla 15: Apoptosis sobre CaCo-2 a las 72 horas.
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A continuacion, se muestran unas gréficas resumen por grupos de

flavonoides sobre sus efectos sobre la apoptosis en la linea CaCo-2:
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Grafico 11: Efectos de Apigenina y Apigenina potasica sobre Apoptosis en CaCo-2.
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Gréfico 12: Efectos de EPL y EP sobre Apoptosis en CaCo-2.
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Grafico 13: Efectos de ESU y EC sobre Apoptosis en CaCo-2.
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Gréfico 14: Resumen de efectos sobre Apoptosis en CaCo-2 de nuestros extractos.
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V. DISCUSION






El cancer colorrectal es la patologia neoplasica con mayor incidencia
en los paises occidentales; junto con los tumores de mama y de pulmon, son
los que conllevan mayor mortalidad mundial. Alrededor del 25-30% de los
pacientes se diagnostican en estadio IV (metastasicos) y del resto,
principalmente los diagnosticados en estadios Il ¢ Ill, mas del 20-50% van a
progresar a estadios mas avanzados y metastasis. La supervivencia global a 5
afnos es de aproximadamente el 50%, llegando a ser del 10% en los pacientes

con enfermedad en estadio V1.

Dada la gran incidencia y las altas tasas de mortalidad, se han ido
aplicando diversos protocolos terapéuticos basados en agentes quimio-
terapéuticos generales, y mas recientemente se han implementado nuevos
protocolos que prevén el uso combinado de dichos quimioterapéuticos con
anticuerpos monoclonales frente a dianas oncogénicas especificas. Aun asi, el
abordaje con protocolos quimioterapéuticos clasicos sigue siendo fundamental
en el tratamiento, y se aplican de manera combinada diferentes agentes, como
platinos, irinotecan, 5 Fu, capecitabine, etc., siguiendo los esquemas
propuestos en diversos protocolos clinicos. Estos farmacos quimioterapicos
siguen teniendo una alta tasa de efectos indeseables, y por tanto se han
desarrollado estudios en busca de agentes protectores de las células sanas y

gue eviten la proliferacion de las células cancerosas. (Hernandez-losa 2011).

La evidencia sugiere que la carcinogénesis es un proceso de mdultiples
pasos de anormalidades genéticas y epigenéticas que conducen a la
progresiva transformacion de las células sanas hacia la malignizacion. El
cancer es una enfermedad prevenible, de hecho, algunos canceres son faciles
de tratar e incluso curar si se detectan precozmente. El cribado de varios
organos puede detectar las lesiones precancerosas antes de su progresion al
cancer. Mas de la mitad de los canceres humanos se deben a causas evitables
como el humo del tabaco, las infecciones recurrentes, la exposicion solar, y
toxinas ambientales. La combinacion de una dieta saludable, actividad fisica
regular y el control del peso, podria conducir a la prevencion de varios

canceres. Una dieta basada en vegetales, especialmente frutas y verduras
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contiene importantes cantidades de moléculas con capacidad preventiva de
luchar contra el desarrollo de neoplasias. Carotenos, flavonoides,polifenoles,
isoflavonas, catequinas, y otras muchas sustancias se encuentran en estas
dietas y han demostrado reducir el riesgo de padecer varios tipos de cancer
humanos (Shukla 2010).

Ademas de los flavonoides y otras sustancias antioxidantes que han
demostrado su papel quimiopreventivo, sustancias como la fibra, el acido félico,
calcio, vitamina D o el acido acetil salicilico, han sido ensayadas tanto in vitro
como in vivo, en el tratamiento del cancer colorrectal obteniendo prometedores

resultados.

Para el estudio de los diferentes flavonoides sobre la viabilidad celular
se empled el test de MTT, descrito por Carmichael et al y Alley (1988). Esta
técnica se basa en la capacidad de las células viables, mediante
deshidrogenasas mitocondriales, de reducir el MTT, una sal de tetrazolio
amarilla, a un producto de formazano de color azul. Esta técnica tiene la
ventaja de que puede realizarse de forma semiautomatica, utilizando placas de
96 pocillos, ya que el producto de formazano se puede cuantificar mediante un
espectrofotometro de placas. Esta ventaja, junto a que sus resultados son
similares a los de otras técnicas empeladas para evaluar la viabilidad celular, lo

convierten en una de las técnicas mas utilizadas para este tipo de ensayos.

El primer objetivo de nuestro trabajo no fue Unicamente realizar un
estudio de potencial viabilidad/citotoxicidad sobre las lineas celulares Vero y
CaCo-2 de una serie de extractos y compuestos polifenélicos, sino intentar
establecer una relacion estructura-actividad en este ensayo modelo. En el
trabajo hemos investigado sobre 3 familias de flavonoides procedentes de tres
grupos de materia prima vegetal bien conocidos: los citricos (flavanonas y
flavonas), la semilla de uva (flavan-3-ol, polimeros) y el cacao (flavan-3-ol,

monomeros).

La naturaleza de los ensayos biol6gicos que llevamos a cabo nos ha

permitido vislumbrar posibles correlaciones entre la estructura del esqueleto
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molecular y la capacidad de inhibicion de la proliferacién celularin vitro, de
cada extracto. La determinacion del mecanismo preciso mediante el cual estas
sustancias influyen en el metabolismo celular, o en las estrategias de relacién
de la célula con el medio, serd objeto de atencion especifica en futuras

investigaciones.

Para las células Vero, en el caso de los flavan-3-oles presentes en los
extractos ESU y EC existia un marcado paralelismo en sus efectos
antiproliferativos, tanto en efecto dosis-respuesta como a lo largo de los tres
tiempos ensayados (24, 48 y 72 horas). ESU es un extracto compuesto
mayoritariamente por procianidinas tetraméricas o, incluso, de mayor peso
molecular (hasta 15 unidades de catequina, esta determinacibn no se ha
incluido especificamente en este trabajo por su complejidad), mientras que en
el caso de EC, los flavan-3-ol presentes son, principalmente, estructuras
monoméricas, destacando la presencia de epicatequina (es también resefable
la presencia del denominado dimero B2). Inicialmente, podriamos establecer la
hipétesis de que el efecto dosis-respuesta mas atenuado en EC frente a ESU,
entre 1y 10 yM asi como el menor impacto negativo (aunque a pesar de todo
elevado) en la proliferacion celular a mayores concentraciones (25 yM y 50
MM), podria relacionarse con la predominancia de monémeros y dimeros del
esqueleto flavan-3-ol que, por su menor peso molecular, interferirian en menor
grado con el mecanismo de intercambio de sustancias entre la célula y el

medio.

En el caso de los flavonoides presentes en los extractos y compuestos
citricos estudiados, existe un mayor nimero de modificaciones estructurales
que pueden ser estudiadas. La estructura mas sencilla es la de la naringenina,
en este caso en su forma de sal potasica para facilitar su solubilidad en agua.
Se trata, precisamente, de la primera estructura basica en la cadena
biosintética de las plantas, siendo un compuesto de naturaleza aglicén (sin
restos azucarados en su molécula) y esqueleto molecular con estructura plana,
lo que podria explicar el muy discreto efecto dosis-respuesta y la escasa

inhibicion de la viabilidad celular a los tres tiempos ensayados.
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Al igual que en el caso anterior, los extractos EPL y EP contienen
mayoritariamente flavanonas, pero a diferencia de la naringenina, se trata de
compuestos glicosilados, con la presencia en su molécula de dos azucares
enlazados, glucosa y ramnosa. Entre ambos extractos existen, no obstante,
diferencias estructurales significativas. Por un lado, EPL tiene como flavanona
mayoritaria a la eriocitrina, que posee una estructura catecol en el anillo B de
su esqueleto molecular. Adicionalmente, su sustitucion glicosidica presenta una
estructura lineal, debido a que el enlace entre glucosa y ramnosa es de tipo O-
(1-6) (denominada tipo rutinésido), lo que supone un alineamiento del radical
disacarido con el esqueleto molecular. Creemos que estas caracteristicas
causarian una minima interaccion-distorsibn en la bicapa lipidica de la
membrana celular, o que concuerda experimentalmente con el leve efecto
negativo sobre la viabilidad celular a lo largo de las 72 horas de duracion del

tratamiento a diversas concentraciones.

En el caso del extracto EP, la flavanona mayoritaria es la naringina y, en
menor grado la neohesperidina. Ambos son también compuestos glicosilados y
su sustituciéon en el anillo B es diferente, el primero es un compuesto
monohidroxilado y el segundo es similar a la eriocitrina pero con uno de los
grupos hidroxilo esterificado (metilado). Ademas, la conformacién molecular de
la estructura glicosilada respecto del resto de la molécula no es lineal, sino que
el enlace glicosidico O-(1-2) (denominada tipo neohesperidésido) de ambas
flavanonas confiere al sustituyente disacaridico una estructura en angulo de

aproximadamente 90° respecto al grupo benzo-pirona del nucleo flavonoide.

Estas evidentes diferencias estructurales podrian relacionarse con los
resultados experimentales obtenidos, en funcion de la marcada inhibicion de
EP sobre la proliferacion celular, alcanzando valores de 38% de viabilidad
celular respecto el control y en el marcado efecto dosis-respuesta. Esto podria
ser resultado de una interaccion dinamica con la membrana celular superior a
EPL, la distorsion de la bicapa lipidica ocasionada seria mas profunda
pudiendo interferir de modo considerable en el equilibrio entre citoplasma y

medio externo. Encontramos dificil explicar sin embargo, y debido a éste
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razonamiento, la proliferacion observada a las 24 horas de tratamiento en la
que incluso a maxima concentracion, el porcentaje de viabilidad celular es

proximo al 100 %.

El estudio de la apigenina introduce un nuevo elemento estructural. La
configuracion espacial del esqueleto molecular de la apigenina difiere de las
flavanonas debido a la presencia del doble enlace C2=C3, que genera una
estructura totalmente plana y evita que la disposicién del anillo B se sitde en un
plano distinto del que ocupan los anillos Ay C. Este hecho apoyaria la hipotesis
de un menor efecto adverso sobre la proliferacion celular de aquellas
sustancias con una estructura tridimensional planar, como es el caso de la
apigenina y, probablemente, de las flavonas en general, que alterarian en
menor grado la bicapa lipidica de la membrana celular. No obstante,
remarcamos que los datos obtenidos tanto para flavonas como para flavanonas
muestran un reducido efecto antiproliferativo y que las diferencias observadas
se encuentran en un rango bajo aunque fundamentalmente a favor del menor

efecto antiproliferativo de la naringenina.

Asi, podemos decir que la mayor linealidad estructural de las moléculas
de flavonoides que componen los extractos del estudio parece correlacionarse
con una mayor proliferacién de la linea celular Vero in vitro. Por ello, de forma
especifica, podria establecerse como orden de actividad antiproliferativa de las
estructuras aglicon estudiadas, el siguiente: flavan-3-ol >flavanona > flavona.
No obstante, no podemos descartar en este orden la potencial influencia del

diferente patrén de sustitucion en el anillo B del esqueleto flavonoide.
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Para comprobar los efectos citotéxicos/antiproliferativos de los agentes
del estudio en células cancerosas, elegimos la linea celular CaCo-2, derivada
de un adenocarcinoma de colon humano. Estas células, aunque derivan de
adenocarcinoma de intestino grueso, cuando se cultivan bajo condiciones
especificas se asemejan a los enterocitos del intestino delgado. La linea Caco-
2 en cultivo forma una monocapa de células epiteliales polarizadas que
proporciona una barrera fisica y bioquimica para el paso de iones y moléculas
pequefias, que es ampliamente utilizada por la industria farmacéutica como
modelo in vitro de la mucosa intestinal humana para predecir la absorcion de

farmacos administrados por via oral.

En nuestro estudio, hemos tomado varios tiempos de incubacion con los
diferentes agentes (24, 48 y 72 horas) para poder evaluar tanto su efecto
citotéxico como antiproliferativo sobre la citada linea celular. Varios autores han
establecido que en el tratamiento durante periodos cortos de tiempo, tales
como 24 horas, los cambios de \viabilidad celular son debidos,
fundamentalmente, a la muerte celular directa (Yafiez, 2004); otros autores, sin
embargo, proponen la incubaciéon con concentraciones muy elevadas durante
periodos muy cortos (3-4 horas) para estudiar la citotoxicidad (Kuntz, 1999).
Los ensayos durante 72 horas, por otra parte, permiten evaluar el poder
antiprolifeativo del compuesto, ya que dan tiempo a que se produzcan

fendbmenos de apoptosis, de parada del ciclo celular, etc...

En nuestro estudio, destacamos el potente efecto citotéxico observado
en el tratamiento con apigenina potasica. Esta flavona, ampliamente estudiada
por nuestro grupo de investigacion y que ya ha mostrado previamente su
capacidad antitumoral en mdltiples lineas celulares y modelos animales,
provocé un marcado efecto dosis-respuesta, muy acusado a partir de la
concentracion 10 pM. Con la concentracibn 50 uM se produjo un efecto
citotoxico muy marcado, bajando incluso por debajo del 10% a las 72 horas. Su
efecto fue mas potente que el de la apigenina no potasica, o que confirma la
mejora de la molécula al afadirle el i6bn potasio. En estudios in vitro, la
apigenina ha demostrado efecto inhibitorio sobre el crecimiento de varias lineas

celulares de cancer: mama (Yin, 2001), piel (Caltagirone,2000), tiroides (Yin,
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1999), pancreas (Ujiki, 2006) y también colon (Wang, 2000). Su mecanismo de
accion no estad totalmente aclarado pero se conoce que posee actividad
antiinflamatoria, de captacion de radicales libres e inhibicion de COX-2 entre

otras.

Con los restantes agentes, solia existir efecto dosis-respuesta a las
concentraciones mas altas (10, 25 y 50 uM) y a las 72 horas, mostrando mas
que efecto citotoxico directo, interferencia con la viabilidad celular. Son
destacables los resultados obtenidos con el extracto de pomelo, que no
habiendo afectado practicamente al cultivo en las células Vero (no
transformadas), sobre las células neoplasicas CaCo-2 mostré actividad
citotoxica y antiproliferativa significativa en las concentraciones 25y 50 uM a

las 24 horas y en todas las concentraciones a las 48 y 72 horas.
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En nuestro tercer objetivo, para localizar posibles interacciones
metabdlicas entre alguno de los flavonoides analizados y el complejo sistema
enzimatico y de sefalizacion que comprende el ciclo celular, realizamos un
analisis de contenido de ADN mediante flourescencia y citometria de flujo. El
modo en que se distribuyen las células de un cultivo, en diferentes poblaciones
en funcion de su contenido de ADN, permite determinar las fases del ciclo
celular en que se encuentran. El ciclo celular es un proceso extremadamente
complejo en el que intervienen rutas de sefalizacion extra- e intra-celulares,
complejos enziméaticos reguladores, genes reguladores, etc. Tal complejidad
requiere un alto control de todos los procesos que se llevan a cabo para evitar
cualquier tipo de error que seria fatal para la supervivencia de la célula. Existen
unos checkpoint en distintos puntos concretos del ciclo en los que se verifica si
el proceso esta funcionando correctamente. En caso contrario, un determinado
punto de control sera el limite hasta donde llegue la célula en su proceso de
division y gracias a ello puede determinarse sobre qué fase del ciclo celular
interfiere, por ejemplo, una sustancia en estudio.

Las células, en funcién de la fase del ciclo en la que se halle, varian en su
contenido de ADN:

0 Fase GO0-G1: dotacion cromosémica normal (2n)
0 Fase G2-M: dotacion cromosomica doble (4n)
0 Fase S (sintesis pre-mitética de ADN): dotacion cromosdmica intermedia

respecto de las dos anteriores citadas.

Tras 24 horas de contacto con los diferentes extractos a 50 pM
observamos moderados efectos sobre la distribucién en las distintas fases del

ciclo tanto en la linea celular Vero como en CaCo-2.

Asi, los controles de la linea Vero se distribuian de la siguiente forma:
56,05+1,21% en G0-G1, 10,25+0,54% en G2-M y 33,69+0,68% en fase S. Sin
embargo, tras el tratamiento con la flavona AK, se observé un bloqueo en GO-
G1 del 74,87%, observandose un 50% de pérdida de poblacion celular de la
fase S. El flavonol ESU provocdé un perfil poblacional similar al de AK,
bloqueando el transcurso normal del ciclo celular en un 72,97%. Las dos

flavanonas analizadas, EPL y EP revelaron una incidencia significativa aunque
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menos intensa, con un perfil distinto, en el que el bloqueo del ciclo ocurria en la
fase S (43,34 y 43,27%, respectivamente) ademas la diferencia entre sus
efectos no fue significativa, lo que permite establecer un paralelismo entre
ellos. Atendiendo a los efectos después de 72 horas de tratamiento,
observamos un bloqueo significativo del 70,11% en fase GO-G1 de Apigenina y

una atenuacion del bloqueo por la AK en esa misma fase respecto de 24 horas.

En la familia de flavonoles observamos efectos contrapuestos entre los
dos extractos. Asi, mientras el tratamiento con ESU provocaba un blogueo
significativo de GO-G1 de 75,98%, el EC también provocaba una alteracion del
perfil del ciclo pero en sentido opuesto, y mas leve, en el que observamos un

bloqueo significativo del 36,24% en fase S.

En el caso de flavanonas, los efectos significativos los hallamos en las
primeras 24 horas de tratamiento donde, sin mostrar diferencias entre ambos
extractos, se produjo un bloqueo en la fase S de 32,24% y 32,95% por EPL y

EP respectivamente.

En la linea CaCo-2, el tratamiento con EPL provocé un bloqueo de la
fase S de 65,67% y 69,72% tras 24 y 72 horas respectivamente. En el caso de
flavonoles, EC también causd un bloqueo en fase S en los dos tiempos de
tratamiento de 66,47% y 55,05% respecto al total de la poblacién celular
analizada. Ademas, el EC desarrollé un bloqueo de la fase G2-M tanto a 24
horas como a 72 horas de 18,67% y 26,69%, respectivamente, siendo este
altimo dato algo mas del doble del valor del control en la misma fase. Sin
embargo, el ESU provoc6 cambios en el mismo sentido pero mas tardios, sélo
significativos tras 72 horas, donde observamos un 60,78% de la poblacion

celular en la fase S.

Las flavonas tuvieron un efecto mas amortiguado en la linea celular
Caco2, siendo destacables, no obstante, el bloqueo de AK en fase G2-M de
19,03% tras 24 horas, y bloqueo de Apigenina en fase G0-G1 de 45,57% tras
72 horas de tratamiento. En este sentido Bokyung Sung et al (2014) estudiaron

el efecto del tratamiento con apigenina sobre el ciclo celular en la linea de
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cancer de colon humano HCT116, y observaron que se producia un arresto en
la fase G2/M. Ademas, constataron una supresion de la expresion de ciclina B1
y sus activadores Cdc2 y Cdc25c, mientras que la expresion de los inhibidores
como p53 o 21CIP1/WAF1, estaba incrementada tras el tratamiento con

apigenina.

La homeostasia celular estda regulada por el equilibrio entre las
velocidades de proliferacion, diferenciacion y muerte celular (apoptosis). En el
cancer este equilibrio esta alterado debido a un aumento en la proliferacion
celular y una disminucién de la apoptosis (Hanahan 2000). EI mecanismo
central de la apoptosis consiste en la activacion de una familia de proteasas
denominadas caspasas (Meier 2007, Taylor 2008), que se produce
esencialmente por 2 vias: la via de los receptores de muerte (extrinseca) y la
via mitocondrial (intrinseca) (Figura 14). Diferentes miembros de la maquinaria
de apoptosis estan frecuentemente mutados en el cancer colorrectal. La
mayoria de las lineas de cancer colorrectal son resistentes a la apoptosis
inducida por Fas (Huerta 2006). EI mecanismo de pérdida de Fas y de
resistencia no esta claro, pero en muchos casos no se debe a alteraciones en
el receptor Fas, sino en otras proteinas (O’Connell 2000). En el céncer
colorrectal se observa a menudo la sobreexpresion de Bcl-2 y la baja expresion
y/o mutacién de Bak, Bax u otros miembros proapoptoticos de la familia de Bcl-
2 (O’Connell 2000). Mas del 50% de los adenocarcinomas que muestran
defectos en los mecanismos de reparacion del ADN, presentando, por ello, el
denominado “fenotipo mutador”, tienen mutaciones en BAX (Rampino 1997, Gil
1999). En este tipo de tumores también se han descrito mutaciones que alteran
la pauta de lectura de los genes de Fas y Apaf-1 (Yamamoto 2000). La
sobreexpresion de survivina, un miembro de la familia de los inhibidores de
caspasas |IAP (inhibitors of apoptosis), también se ha descrito en mas de un
60% de los pacientes con cancer colorrectal (Huerta 2006, Watson 2006), y los
valores altos de survivina correlacionan con una evolucion desfavorable. p53
no se expresa o esta mutado en el 85% de todos los canceres de colon. Las
mutaciones de p53 aparecen tarde en la progresion del cancer de colon en el
estadio de transicidbn de adenoma a carcinoma (Huerta 2006). La mayoria de

los farmacos utilizados actualmente en la terapia del cancer (15 de los 17
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farmacos esenciales segun la Organizacion Mundial de la Salud) inducen la
activacion de p53. Por tanto, las mutaciones de p53 o de genes importantes de
la via confieren a las células tumorales resistencia a la quimioterapia. Uno de
los mecanismos involucrados en la estabilizacién de p53 en respuesta al dafio
del ADN es su fosforilacion por la proteina ATM (ataxia telangiectasia mutated).
La ATM se encuentra inactivada en algunos tipos de cancer, siendo éste un
mecanismo alternativo para inactivar la via de p53. Los tumores con
alteraciones en la via de p53 no responderdn adecuadamente a la

quimioterapia genotodxica. (Fabregat 2009).
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Figura 14: Principales vias de activacion de las caspasas en la apoptosis.

En nuestro estudio, el andlisis del porcentaje de poblacién celular que se
encontraba en lo que denominamos apoptosis inicial, apoptosis tardia y
necrosis mostré unos valores en general muy bajos en relacion a la poblacion
total analizada en la linea celular Vero. No obstante, pudimos observar
cambios estadisticamente significativos en algunos casos.Asi,losflavonoles
provocaron fundamentalmente necrosis celular, que en el caso del EC fueron
elevados en los dos tiempos de tratamiento, con valores del 17,40% y 18,30%
en 24 y 72 horas respectivamente. Algo menores, pero muy significativos
fueron los valores de ESU con 3,20% y 6,90%, respectivamente. Sin embargo,
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el EC si demostré tener cierta capacidad apoptética pues tanto a 24 horas
como a 72 horas de tratamiento los valores de apoptosis inicial fueron 1,30% y
4,95% respectivamente, significativos en ambos casos respecto al control. En

menor medida, ESU provocé una apoptosis inicial de 1,10% tras 72 horas.

Respecto a la linea de células tumorales CaCo-2, consideramos
especialmente relevantes los resultados obtenidos por la flavona Apigenina
Potasica, que mostro una capacidad apoptoética significativa a partir de las 72
horas de tratamiento, cuando observamos valores de 6,70% y 16,25% en
apoptosis inicial y tardia respectivamente, adema&s de un valor
significativamente bajo en necrosis respecto del control. La apigenina ha sido
ampliamente estudiada en diversos tipos tipos de cancer incluyendo el cancer
colorrectal. Asi, en varias lineas celulares de cancer de colon humanos el
tratamiento con apigenina condujo a una inhibicion del crecimiento celular y
detencion del ciclo en G2/M, que se asocio con inhibicion de p34 kinasa (cdc2),
y con la reduccién de acumulo de p34 y proteina B1 ciclina. Otros estudios
adicionales valoraron la actividad individual y la interaccion de 7 analogos de
apigenina en el ciclo celular, numero de células y viabilidad celular de lineas
celulares de cancer de colon humano (Shukla 2010, Wang 2000, Wang 2004).
Estos estudios indicaron que la induccién a la detencién del ciclo celular por 5
de estos 7 analogos en adiccion a otros flavonoides a bajas dosis, cooperaban
en la proteccion contra el cancer colorrectal a través del bloqueo conjunto de la
progresion del ciclo celular.

Un efecto importante de la apigenina es el incremento de la estabilidad
del gen supresor de tumores P53 en células normales. Se especula que la
apigenina puede jugar un papel significativo en el papel protector modificando
los efectos de la proteina p53. La exposicidon a la apigenina de las células
mutantes en la p53 conlleva la inhibicién del crecimiento celular y alteracion del
ciclo celular como demostré un estudio en el que el tratamiento con apigenina
resulté en la inhibicion del crecimiento y la detencion en fase G2/M en dos
lineas celulares con p53 mutante. (Shukla 2010, Takagaki 2005) Estos efectos
fueron asociados con un marcado incremento en la expresion de p21/WAF1 e

inhibicion del crecimiento. Nuevas evaluaciones de la poliposis adenomatosa
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colonica (APC) podrian ser criticas para la apigenina al inducir la parada del
ciclo celular en el cancer de colon humano (células mutadas HT29-APC).
Estudios sinérgicos de apigenina y 5, 6 dicloro ribifuranosyl-benzimidazol,
inducen la sensibilizacion del las células del cancer de colon a la apoptosis
mediada por el FNTa. La inhibicién de la CK2 en células de HTC-116 y HT-29
con el uso de 2 inhibidores especificos de CK2, resultdé en una sinérgica
reduccion en la supervivencia de la célula cuando fue usada con FNTa.
(Shukla 2010, Farah 2003) La actividad quimiopreventiva de la apigenina
puede ser mediada por su capacidad de modularla cascada MAPK. La
apigenina induce una fosforilacion dosis dependiente de ERK y p38 kinasa pero
tiene escaso efecto en la fosforilacion de c-jun amino terminal kinasa (JNK).
Més estudios sobre apigenina sugieren que inhibe la actividad de la ornitha
descarboxilasa (ODC) y la formacién de focos de criptas aberrantes en dos
modelos de ratones con poliposis adenomatosa de colon. (Shukla 2010, Au
2006).

Las interacciones entre sulforafano y apigenina resultaron en la
induccién de UGT1Al1 y GSTAL, la fase 2 detoxificante de enzimas en células
de CaCo2. La apigenina mostré inducir la transcripcion de UGT1A1 pero no la
de GSTAL; el sulforafano indujo la transcripcion de ambos y dosis y tiempo
dependiente. La combinacién de sulforafano y apigenina resulté en una
sinérgica induccion de la expresion del ARNm de UGT1Al aunque esta
interaccion no fue vista en GSTAL, sugiriendo los diferentes caminos de
transduccion de sefiales que regulan la expresibn de enzimas de
detoxificacion. Estudios adicionales sugirieron que la apigenina es mas potente
que la tricina o quercetina en disminuir la expresion inducible de la COX2 en
células HCEC. (Shukla 2010)

También fueron destacables los resultados obtenidos por ambas
flavanonas, EPL y EP, que eran significativos a las 72 horas de tratamiento con
unos valores de apoptosis inicial de 4,10% y 1,85% respectivamente, y de
apoptosis tardia de 11,30% y 10,15% respectivamente. Esta familia present6

también valores significativamente bajos de necrosis tras 72 horas, de 0,80% y
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1,45% respectivamente. Varios estudios realizados sobre los flavonoides
presentes en los citricos, han demostrado su capacidad para inhibir la
proliferacion de muchos tipos de lineas celulares cancerosas en ensayos in
vitro. Por ejemplo, se observo que la eriocitrina y sus metabolitos secundarios
producidos por la hidrélisis de una bacteria intestinal (eriodictyol, acido 3,4-
dihydroxy-hydrocinnamic y phloroglucinol) (Miyake, 1997), inducen la apoptosis
en las lineas celulares leucémicas HL-60 (Ogata, 2000). En otro trabajo, se
estudio la actividad antiproliferativa de 27 flavonoides de Citrus contra varias
lineas celulares normales y tumorales. En todos los casos se comprob6 una
actividad contra las células tumorales incluyendo las del carcinoma A549 y
TGBC11TKB de céancer gastrico, sin afectar las células normales (Kawaii,
1999). Otro estudio demostré que los flavonoides del limén y sus metabolitos
inducen la apoptosis en la linea de células leucémicas HL-60, en dosis y tiempo
dependientes (Ogata, 2000).

Se ha evaluado en estudios la eficacia antiproli-ferativa de la
hesperetina en epitelio de colon mediante el estudio de marcadores de
proliferacion celular tipo AQNORs, PCNA y focos de criptas aberrantes. Estos
estudios muestran un marcado descenso del numero de focos pre-
neoplasicos pero ademas un importante descenso de la incidencia de tumores.
Los resultados subrayan la potencialidad de la hesperetina en inhibir/disminuir

la tumorogénesis en colon de ratas (Aranganathan 2013).

Por otro lado, los flavonoles presentaron efectos muy significativos en 72
horas. El tratamiento con EC provoc6é una poblacién de células apoptéticas
tardias de 19,75% y de células apoptéticas en fase inicial de 5,95%, tres y seis
veces superior a los respectivos valores de los controles. Ademas, EC también
causoO un significativo aumento del valor de apoptosis inicial a 24 horas en
5,95%. En cuanto a la necrosis provocada por ESU y EC observamos una
elevada incidencia tras 72 horas de tratamiento, con 10,55% y 10,65%
respectivamente. Ademas, en el caso de EC a 24 horas, observamos mas

doble de poblacién necrética que en el control, 4,00%.
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Rodriguez-Ramiro et al (2011), estudiaron el efecto de una dieta rica en
cacao en la prevencion en fase temprana de la carcinogénesis coldnica asi
como los mecanismos de accion involucrados en el modelo animal de cancer
de colon mediante la administracion de azoximetano (AOM) en ratas. Estos
autores observaron que los animales alimentados con dieta rica en cacao,
mostraron una menor formacion de focos de criptas aberrantes ymenor
multiplicidad de criptas. Parece que este efecto podria explicarse por la
reduccion del estrés oxidativo, comprobado por la reduccion de los niveles de
los marcadores de oxidacion y el incremento de las defensas antioxidantes
enddgenas enzimaticas y no enzimaticas. También observaron un efecto
antiproliferativo provocado por la disminucion de los niveles tisulares de las
quinasas extracelulares protein quinasa B y ciclina D1 junto con los efectos
proapoptoticos producidos por la reduccidn de Bcl-x_ y el incremento de la

actividad de Bax y caspasa-3.

También se ha investigado las propiedades de las flavonas del cacao en
las diferentes etapas de la carcinogénesis. La procianidina obtenida de
extractos de semilla de cacao, causa detencion del ciclo celular en la fase G2 /
M y una inhibicion del crecimiento del 70% en las células Caco-2, una linea

celular del cancer de colon (Carnesecchi, 2002).

Respecto a los ESU, algunos autores han publicado que podrian atenuar
la accién de Serina y Tremolina protein quinasa, induciendo el arresto del ciclo
celular en la fase G1 y la activacién de la apoptosis. En un estudio realizado
por Cheahy cols. (2014) se utilizaron seis fracciones diferentes de
Procianidinas procedentes de semillas de Cabernet Suavignon en dos estadios
de maduracion diferenciados. Dichas fracciones fueron testadas sobre la linea
CaCo-2, solas y en combinacion con el quimioterapico 5-Fluoruracilo. Todas las
fracciones estudiadas redujeron la viabilidad celular respecto al control,
algunas incluso en mayor grado que el 5-Fluoruracilo solo (65-68% vs
37% respectivamente). Combinadas con el 5-FU algunas fracciones
aumentaron la efectividad del quimioterapico hasta en un 83%.
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A la luz de los resultados obtenidos en nuestro trabajo, consideramos
que este grupo de sustancias, presentes de forma habitual en frutas y
vegetales, poseen una capacidad de interaccionar in vitro con la proliferacion y
el ciclo celular, tanto de células sanas como de células tumorales. Por eso,
siendo la quimioterapia la primera linea de tratamiento en el cancer de colon,
consideramos también, que son necesarios mas estudios en los que se
administren in vivo estos compuestos con el fin de reducir los efectos
indeseables de la terapia antineoplasica por su conocida capacidad
antioxidante y protectora de la célula sana y su capacidad de influir en el ciclo

celular y en la apoptosis de la célula canceosa.
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VI. CONCLUSIONES.
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En las condiciones de nuestro estudio, no hallamos efecto negativo
significativo sobre la proliferacion celular en ninguno de los extractos
testados a concentraciones inferiores a 10 uM en la linea celular Vero. A
dosis altas, solamente el EPL no ocasionaba una pérdida de viabilidad
celular mayor del 40 por ciento. Podria establecerse como orden de
actividad antiproliferativa de las estructuras flavonoides estudiadas:

flavan-3-ol > flavanona > flavona.

Sobre la linea transformada CaCo-2, todos los extractos estudiados
mostraron efecto antiproliferativo y/o citotoxico, destacando los

resultados obtenidos por apigenina potasica.

Sobre la linea Vero, fueron los tratamientos con apigenina potasica y
extracto de semilla de uva, los que provocaron un mayor blogueo del

ciclo celular, que era mayor del 70% y en la fase Go-G;.

En el estudio del ciclo celular sobre la linea CaCo-2, destacaban los
tratamientos con extracto de piel de limoén y el de cacao. En ambos
casos, se daba en la fase de sintesis y en los dos tiempos de estudio.

El analisis del porcentaje de poblacién celular que se encontraba en lo
que denominamos apoptosis inicial, apoptosis tardia y necrosis mostro
unos valores en general muy bajos en relacion a la poblacién total
analizada en la linea celular Vero. Sin embargo, sobre la linea de células
tumorales CaCo-2, aunque también las flavanonas estudiadas mostraron
resultados destacables, consideramos especialmente relevantes los
resultados obtenidos por la flavona apigenina potasica, que mostré una
capacidad apoptética significativa a partir de las 72 horas de tratamiento
en apoptosis inicial y tardia, ademas de un valor significativamente bajo

en necrosis respecto del control.
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